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Contenido de la tesis

Este trabajo esta organizado de la siguiente manera: Se presenta un resumen de la
tesis en espafiol e inglés, los antecedentes directos de esta linea de investigacion, una
introduccion y seis capitulos en donde se exponen los trabajos publicados. Cada
capitulo consta de resumen, introduccion, resultados, discusién, métodos y bibliografia.
Por ultimo, un capitulo con una discusién general y perspectivas. En esta tesis también
se incluyen datos no publicados que enriquecen la exposicion del tema en cada
capitulo.

El enfoque general de la tesis es estudiar como las transiciones de tipo desorden-orden
modulan la funcién de proteinas involucradas en el transporte de lipido.
Especificamente estudiamos como la induccién de cambios a nivel de estructura
secundaria en péptidos derivados de las apolipoproteinas C-1y A-l, llevados a cabo por
moléculas lipidicas especificas, podria correlacionarse con su contexto fisiolégico sobre
la superficie de lipoproteinas.

En el capitulo 1, se da una introduccién sobre las caracteristicas estructurales y
fisiologicas de las apolipoproteinas ApoC-l y ApoA-lI que sirvieron como modelo de
estudio en este trabajo. Brevemente se describe la gran importancia de herramientas
como la cristalografia y el modelado molecular en estudios de estructura/funcién de
proteinas. Asi mismo, se comenta la correlacion que existe entre los cambios
conformacionales de tipo desorden-orden en proteinas y el desarrollo de enfermedad.
En el capitulo 2, estudiamos las transiciones desorden-orden de péptidos derivados de
ApoC-| en presencia de lipido y otras moléculas que también generan cambios en su
estructura secundaria. Con estos experimentos pudimos emular el microambiente

presente en la superficie de la HDL. De esta manera, los resultados que obtuvimos



Contenido de la tesis

fueron clave para proponer un mecanismo por el cual esta proteina podria estar
llevando a cabo su funcion como activador de la enzima LCAT.

En el capitulo 3, analizamos el efecto de las transiciones desorden-orden de péptidos
derivados de ApoA-l en la activacion de la enzima LCAT. Con estos experimentos
proponemos un mecanismo mediante el cual esta proteina interactua con diferentes
receptores y enzimas a través de sitios que probablemente son clave en su funcion.
En el capitulo 4, como un siguiente paso en la caracterizacién a nivel atébmico de las
interacciones péptido-lipido se plante6 el desarrollo de dinamicas moleculares con el
segmento C-terminal de CETP y por otro lado se desarroll6 una metodologia para
generar micelas lipidicas. Estos experimentos in silico confirmaron que un segmento
clave del C-terminal de CETP tiene la capacidad de generar micelas y de esta forma
posiblemente podria transportar lipidos entre lipoproteinas.

En el capitulo 5, se realizd una revisién sobre como las transiciones desorden-orden
en diferentes proteinas pueden generar enfermedad. En este trabajo se trata de forma
concreta los diferentes aspectos tanto termodinamicos como fisioldgicos de varias
proteinas involucradas en procesos de amiloidosis.

En el capitulo 6, se realizd una revisiébn sobre las transiciones desorden-orden
especificamente en ApoA-I que podrian estar generando enfermedad y se propuso un
mecanismo por el cual se generan in vivo fibras amiloides de segmentos de ApoA-I.
En el capitulo 7, se expone como trabajo final el estudio de las transiciones desorden-
orden en los péptidos derivados de ApoA-I estudiados en el capitulo 3 pero con un
enfoque asociado a procesos de plegamiento anémalo. En este caso, observamos que
los mismos segmentos involucrados en detonar las funciones de la ApoA-I también
estan involucrados en los procesos patolégicos como son la formacion de fendmenos

amiloidodticos.
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En el capitulo 8, se expone por ultimo una discusion general de estos trabajos y se

describen las perspectivas generadas para continuar esta linea de investigacion.



Resumen

En este trabajo como estrategia experimental para estudiar a la ApoA-l y ApoC-I se
disefaron varios péptidos derivados de sus secuencias tomando en cuenta
propiedades fisico-quimicas, asi como datos tedricos que mostraron que estos
segmentos son sitios relevantes de interaccién con otras apolipoproteinas y sus
receptores. Estos péptidos fueron estudiados in silico y mediante las técnicas de
dicroismo circular, DLS y microscopia electronica en presencia de diferentes moléculas.
Con estos experimentos demostramos que péptidos derivados de la ApoA-l y ApoC-I
poseen una flexibilidad estructural en estrecha relacion con el microambiente que les
rodea. Nosotros estudiamos su comportamiento en un ambiente mimético a la superfice
de la HDL. En consecuencia, se propuso un mecanismo para la funcion de ApoC-l unida
a la particula HDL. Asi mismo, se sugiere un mecanismo para la interaccion de ApoA-I|
con enzimas y receptores relacionados con el transporte reverso de cholesterol. En este
trabajo también se observo que al menos dos péptidos derivados de la ApoA-| parecen
ser relevantes para la nucleacién y la agregaciéon de esta proteina. En conjunto, estos
datos ponen en relieve un papel clave desempefiado por las transiciones desorden-
orden en condiciones fisiolégicas asi como en procesos patolégicos como por ejemplo
la enfermedad de Alzheimer y la aterosclerosis para las cuales aun no se han

encontrado terapias efectivas.



Abstract

In this study we used as experimental tools several ApoA-I and Cl-derived peptides
designed taking into consideration physicochemical properties as well as theoretical
data. These peptides show relevant sites for interaction with other apolipoproteins and
their receptors. These peptides were analyzed in silico and experimentally by circular
dichroism, DLS and electronic microscopy techniques employing different solvents. We
found that ApoA-I and Cl-derived peptides showed a structural flexibility closely related
to its surrounding microenvironment, similar to the one found in the surface of HDL.
Therefore, a mechanism explaining the function of Apo C-I bound to its HDL particle is
proposed. In addition, a mechanism for the interaction of ApoA-l with enzymes and
receptors to promote reverse cholesterol transport is suggested. At least two peptides
derived from ApoA-I seem to be relevant for nucleation and aggregation of this protein.
Together, this data emphasize a key role played by disorder to order structural
transitions not only under physiological conditions but importantly, during several
pathological processes such as the ones found in Alzheimer disease and

atherosclerosis where successful therapies have not been yet found.



Antecedentes

En el laboratorio existe un gran interés por definir cudles son las caracteristicas
estructurales claves que permiten que las apolipoproteinas plasmaticas (Apos) realicen
funciones basicas como el reconocimiento del receptor, la actividad de transferencia de
lipidos y la auto-intercambiabilidad entre diferentes lipoproteinas llevada a cabo por varias
de estas proteinas. Nuestro grupo ha tratado de abordar estos puntos midiendo
directamente cambios conformacionales en la estructura secundaria de Apos en las
interfases aire/agua y lipido/agua, (Xicohtencatl-Cortés et al., 2004a, 2004b). Esto se ha
logrado empleando monocapas de Langmuir en combinacién con microscopia de angulo
de Brewster (BAM), microscopia de fuerza atémica (AFM) de peliculas Langmuir-Blodgett
de Apos (Bolafios-Garcia et al, 1999, 2001;. Mas-Oliva et al, 2003;. Xicohtencatl-Cortés et
al, 2004a), difraccion de rayos X de angulo rasante (Ruiz-Garcia et al., 2003), y las
mediciones de fuerza de superficie (Campos-Teran et al, 2004; Ramos et al, 2008). Sin
embargo, en ese momento no fue posible definir si la estructura secundaria de segmentos
especificos de la apolipoproteina C-lI (Apo C-1) y A-ll (Apo A-ll) se mantenian estables
dependiendo de su posicion en las interfases aire/agua y lipido/agua. En este trabajo
abordamos la posibilidad de que segmentos especificos en las proteinas ApoA-l y ApoC-l
sensibles a cambios ambientales siguiendo transiciones desorden-orden podrian funcionar

como interruptores moleculares y de esta forma disparar su actividad fisioldgica.
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Capitulo 1

La apolipoproteina A-l y el transporte reverso de colesterol

Es bien conocido que la lipoproteina de alta densidad (HDL del inglés high density
lipoprotein) protege contra riesgos de enfermedades cardiovasculares y aterosclerosis.
Entre las proteinas intercambiables la apolipoproteina A-lI (ApoA-l) es la proteina
principal que compone a las HDL y en conjunto con esta particula acarrea el exceso de
colesterol de tejidos periféricos al higado en un proceso denominado transporte reverso
de colesterol (TRC) (Fig.1). En el primer paso del TRC, la proteina transportadora que
une a ATP tipo 1 (ABCA1 del inglés ATP-binding cassette transporter) y la ApoA-I pobre
en lipido, interaccionan mediante un mecanismo que actualmente no esta
completamente descrito. Se genera una particula denominada prep-1HDL que tiene
forma discoidal y que contiene fosfolipidos asi como poco colesterol. La particula
prep-1HDL es un aceptor altamente efectivo del colesterol sin esterificar que se
encuentra en las membranas celulares. Durante el segundo paso, la particula HDL
discoidal funciona como un sustrato para la enzima lecitina colesterol acil transferasa
(LCAT del inglés lecithin-cholesterol acyltransferase) la cual es activada por ApoA-I. En
este paso la enzima LCAT convierte moléculas de colesterol y fosfatidilcolina a éster de
colesterol y lisofosfatidilcolina. La remocion de colesterol de la superficie de estos
complejos discoidales promueve un importante cambio morfologico: la transformacion
de una particula discoidal a una esférica. La conformacion esférica de HDL se
transporta por el torrente sanguineo y es reconocida por el higado mediante el receptor
pepenador clase B tipo 1 (SRB1 del inglés scavenger receptor class B type 1). La
interaccion HDL-esférica/SRB1 permite que el colesterol sea internalizado al higado y
posteriormente sea excretado como bilis, ademas genera la remodelacion de las

lipoproteinas asi como la regeneracion de la ApoA-| pobre de lipido [1].
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Fig. 1. Proceso del Transporte Reverso de Colesterol. La ApoA-I pobre en lipido es
secretada por el higado, posteriormente interacciona con la proteina ABCA1 que se
encuentra en este mismo tejido y le provee de mas fosfolipidos y muy poco colesterol
generando la HDL discoidal. La HDL discoidal capta colesterol libre de la superficie de
tejidos y mediante la accion de LCAT este es transformado a éster de colesterol (EC)
el cual difunde al interior de la particula formando la HDL esférica. La HDL esférica
interacciona con el receptor SRB1 de células hepaticas y tejido esteroidogénico para
que el EC sea desechado como bilis o se produzcan hormonas respectivamente.
Modificado de Krieger M. (2001) [2].

El mecanismo por el cual la ApoA-Il activa a LCAT actualmente se encuentra bajo una
intensa investigacion. Sin embargo, un trabajo de nuestro laboratorio ha identificado
in vitro que los dominios terminales de ApoA-lI promueven la actividad de esta enzima
[3]. La remodelacion de las particulas HDL discoidales también es modulada por otras
enzimas plasmaticas y proteinas transferidoras de lipido, tales como la proteina

transferidora de éster de colesterol (CETP del inglés cholesterol ester transfer protein)
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Capitulo 1

y la proteina transferidora de lipidos (PLTP del inglés phospholipid transfer protein). La
proteina CETP cataliza la transferencia de exceso de éster de colesterol de la HDL a
lipoproteinas de baja densidad (LDL del inglés low density lipoprotein) y lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL del inglés very low density lipoprotein). Asi mismo, la
proteina PLTP promueve la transferencia de exceso de fosfolipidos de HDL a VLDL vy
la conversion de HDL en particulas mas pequefias 0 mas grandes. La proteina LCAT
es una enzima clave en el mantenimiento de la homeostasis de colesterol y regulacion
del transporte de colesterol en el torrente sanguineo. En los casos en los que existe
una deficiencia de la proteina LCAT se presenta una acumulacién de colesterol y éster
de colesterol en tejidos. La HDL esférica juega un papel clave en el transporte de
colesterol de los tejidos periféricos al higado y el tamafio de los complejos esferoidales
es determinado principalmente por el numero de moléculas de apolipoproteina A-1'y A-
[l por particula. Las particulas esferoidales HDL que contienen de dos a tres moléculas
de ApoA-lI pero no ApoA-Il presentan un didmetro de Stokes de 8.5 y 10.8 nm
respectivamente. El complejo HDL esferoidal también puede ser reconstituido in vitro
principalmente mediante técnicas de ultrasonicacion.

Para dilucidar la estructura y dinamica de la ApoA-l en su forma libre de lipido en
solucion, asi como en su forma unida a lipido en complejo con la HDL discoidal o
esférica se han desarrollado distintos enfoques metodoldgicos. Los modelos de HDL
esférica proponen que las apolipoproteinas comparten la superficie de estas particulas
en conjunto con las cabezas polares de los fosfolipidos, mientras que los ésteres de
colesterol y triglicéridos constituyen el centro hidrofébico de estas particulas (Fig. 2). En
la HDL esferoidal, las hélices-a anfipaticas de la ApoA-I probablemente interaccionan
con las cadenas acilicas de los lipidos. Esta vision estructural de la HDL es similar a la

propuesta para otras lipoproteinas en su conformacioén esférica. Sparks y col. (1992)
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Introduccién

mostraron que la estructura y estabilidad de ApoA-I en la HDL dependen del tamario de
la particula discoidal pero no de la esférica [4]. Este grupo encontré que existe una
diferencia en la carga superficial de la proteina dependiendo de su estado como
particula discoidal o esférica y con estudios de resonancia magnética nuclear (RMN)
observaron que la conformacion de ApoA-I es sensible a cambios de la forma y tamafio

de la HDL [4].

Fosfolipidos,
Colesterol

Triglicéridos,
Ester de Colesterol

Fig. 2. Estructura de las lipopoproteinas. Caricatura de las lipoproteinas HDL y LDL
indicando la presencia de una monocapa de fosfolipidos y colesterol con un centro

formado por triglicéridos y éster de colesterol. Modificado de Hybrid Medical Animation

[5].

Actualmente las técnicas de resonancia de plasmoén superficial y resonancia
paramagnética electronica (RPE) confirman una alta plasticidad en la estructura
secundaria de la ApoA-I durante las transiciones de discoidal a esférica (Fig. 3) [6-8].

Estos estudios también soportan las conclusiones obtenidas a partir de la estructura

12



Capitulo 1

cristalina de la molécula truncada [A1D-43N] ApoA-I en la cual las hélices anfipaticas
pueden adaptarse a un modelo esférico y permiten la insercién de otra molécula de

ApoA-I, generando un dimero, asi como de otras apolipoproteinas [9].

pref3-1 HDL a-4 HDL a-3 HDL a-2 HDL

Fig. 3. Cambios conformacionales de la ApoA-l en HDL. En esta caricatura se muestran
los cambios en la estructura secundaria de ApoA-| y la transicion de HDL discoidal a

esférica. Modificado de Boston Heart Diagnostics Corporation [10].

Caracteristicas estructurales de las apolipoproteinas

Las apolipoproteinas generalmente estdn compuestas de una serie de hélices-a
anfipaticas y juegan un papel importante en el metabolismo de lipidos debido a las
multiples funciones que desempefan (Fig.4). Las apolipoproteinas permiten estabilizar
a las particulas lipoproteicas, sirven como cofactores y moduladores de reacciones
enzimaticas y direccionan los lipidos a 6rganos blanco mediante una interaccidén con un
receptor especifico. Las apolipoproteinas mas abundantes son la ApoB-100 y la
ApoA-I, las cuales se han estudiado ampliamente. El papel de estas apolipoproteinas
en el metabolismo lipidico esta bien definido: la ApoB-100 regula el metabolismo de la
LDL mediante la endocitosis de esta particula por el receptor de LDL. La ApoA-I que
también se encuentra en los quilomicrones (Qm), es transferida a la HDL en cuando

entran a la circulacion plasmatica. Existen apolipoproteinas menos abundantes como
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son ApoC-l, ApoC-lll, ApoE y ApoA-IV las cuales parecen tener funciones
superpuestas en el metabolismo de las HDL, LDL y VLDL (Tabla 1).
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Fig. 4. Estructura secundaria de apolipoproteinas mostrando su conformacion helicoidal
hélice-a. El cédigo de color para los residuos es: magenta-aromatico, amarillo-alifatico,

no polar-verde, positivamente cargado-azul, negativamente cargado-rojo.

Tabla 1.- Caracteristicas mas importantes de algunas apolipoproteinas presentes
en las HDL.

Apo PM pl Localizacion Conc. Funcién
(Daltons) Plasmatica
(mg/dL)

Al 29,016  59-54  HDL,Qm 100-150 ~ Principal componente de las
HDL, activador de LCAT,
estimula el eflujo del
colesterol

A-ll 14,414 5.0 HDL 30-50 Proteina componente de HDL,
inhibidor de LH y de la LCAT

AV 44,465 5.5 HDL,Qm 15 Activador de LCAT,

modulador de LPL y estimula
el eflujo de colesterol.

(o 6,630 75 HDL, 4-6 Activador de LCAT, inhibe la
captacion hepatica de
VLDL,Qm triglicéridos
C-ll 8,900 4.9 HDL, 3-5
Activador de LPL
VLDL,Qm
C-lll 8,800 4.5-5.0 HDL, 12-14
Inhibidor de la LPL
VLDL,Qm
E 34145  6.0-57  VLDL, HDL 3-5 Ligando de receptor de LDL y

de residuos de Qm.

PM: Peso molecular, pl: Punto Isoeléctrico.
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En las secciones siguientes solo se describen detalles de ApoC-l y ApoA-l por su

relevancia en este trabajo.

Apolipoproteina C-I

La apolipoproteina C-I se encuentra principalmente en la VLDL y en menor proporcion
en la HDL, es la lipoproteina de menor tamafio. Entre sus funciones destacan que activa
la esterificacion de colesterol por medio de la enzima LCAT [11,12] y estimula el
crecimiento celular [13]. Disminuye la unién de lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL del inglés intermedia density lipoprotein) y de VLDL al receptor de LDL mediada
por la apolipoproteina E [14] asi como la unién de VLDL a la proteina relacionada con
el receptor de LDL (LRP del inglés LDL-receptor-related protein) [15,16]. Tiene un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la lipasa lipoproteica (LPL) [17] y la lipasa hepatica (LH)
[18]. La ApoC-I es el mayor inhibidor plasmatico de la proteina CETP. La ApoC-l es una
proteina de una sola cadena, posee 57 aminoacidos y tiene un peso molecular de 6.63
kDa. Existe una estructura tridimensional de ApoC-l definida mediante RMN en
presencia de micelas de dodecil sulfato de sodio (SDS del inglés sodium dodecyl
sulfate) (Fig. 5A) [19]. La estructura por RMN de esta proteina muestra que tiene dos
hélices denominadas o1 y a2 ubicadas en los residuos 7A-291 y 38M-52K, con una
longitud de 28.5 A 'y 40.5 A, respectivamente, las cuales estan unidas por un segmento de
estructura secundaria al azar, que se encuentra en los residuos 30V-37A [19]. 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
formacion de una hélice anfipatica [20]. Debido a su alta plasticidad conformacional los

algoritmos existentes para determinar estructura secundaria como el programa GOR
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divergen de la estructura reportada (Fig. 5B). Se ha observado por medio de
experimentos de Dicroismo Circular (DC) que la ApoC-l 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 [21].

al
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Fig. 5. Estructura por RMN de ApoC-l A) Se muestran los dos segmentos estructurados en
hélice-a, cdédigo PDB:1ioj. B) Estructura secundaria de ApoC-l por experimentos de
difraccion de rayos X (2D-X) y por prediccion (2D-P) con el algoritmo GOR [22]:

h=hélice-a, c=estructura secundaria no definida.

En el laboratorio se estudiaron los cambios conformacionales de ApoC-| en presencia
de diferentes tipos de lipidos, encontrando que solo los lisofosfolipidos y en particular
el Liso-C12PC inducen una evidente estructura hélice-a [23,24]. El lisofosfolipido
Liso-C+12PC presenta un hidroxilo en el carbono 1 del grupo glicerofosforilcolina, que los
fosfolipidos de doble cadena no tienen y pensamos que podria ser clave para inducir
puentes de hidrégeno intramoleculares necesarios para la consecuente formacion de la

hélice a. Lo anterior nos condujo a la hipétesis de que la interaccion fosfolipido-péptido
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podria involucrar de forma mas importante el grupo glicerofosforilcolina en la interfase
hidrofilica/hidrofébica en los agregados micelares estudiados, en lugar de las cadenas
hidrocarbonadas [23,24]. Las dos hélices-a que conforman a la ApoC-l son del tipo
anfipatico y se ha documentado que este tipo de estructuras juegan un papel muy
importante en el remodelamiento de las lipoproteinas [25,26]. En la literatura existen
descritos varios tipos de hélices-a anfipaticas de acuerdo a sus propiedades
estructurales y fisicoquimicas: A, H, L, K, G, C, M, Y [27,20]. Las dos hélices-a que
conforman a la ApoC-l pertenecen a la clase de hélice anfipatica tipo A, que esta
conformada por residuos de aminoacidos cargados positivamente localizados en la
interfase polar—no polar y los residuos de aminoacidos con carga negativa localizados
en el centro de la cara polar.

Nuestro grupo de trabajo ha propuesto una nueva clase de hélice anfipatica
denominada "M-like", encontrada en la region C-terminal (453G-476S) de la proteina
CETP [26]. La caracteristica mas importante de esta nueva clase es la presencia de
tres residuos de aminoacidos con carga negativa y solamente uno con carga positiva,
por lo cual no corresponde a ninguna de las clases descritas por Segrest y col.
(1990,1992) [20,27]. La caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del segmento
C-terminal (465E-476S) de CETP, nombrado hélice-X'? y registrado con la patente No.
MX-a-2012-007682 indica que una vez que esta hélice se une a la lipoproteina podria
interactuar favorablemente con las cadenas acilicas de los fosfolipidos que la
componen [28-30]. La distribucion asimétrica de los residuos hidrofébicos a lo largo de
la secuencia de la hélice helix-X'2 sugiere que presenta una orientacion oblicua relativa
al plano de los fosfolipidos. Esta propiedad estructural se ha observado en péptidos

antimicrobianos, los cuales tienen la particularidad estructural de generar hélices-a
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orientadas de forma oblicua al penetrar las membranas, promoviendo de esta manera
efectos de fusion de membrana y hemdlisis [31].

En nuestro grupo se ha estudiado el comportamiento fisicoquimico de varias
apolipoproteinas (C-I, C-lll, A-l y A-ll) en monocapas de Langmuir sometidas a
diferentes presiones laterales en ausencia y en presencia de lipido [32-36]. Las
monocapas de Langmuir son peliculas de una molécula de espesor localizadas en una
interfase aire/agua o lipido/agua. Para su formacion 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 tension superficial del agua pura y el agua con la monocapa en la
superficie). Se realizaron isotermas presién superficial-area por molécula (p-A) para cada
una de las apolipoproteinas y al analizar éstas se observd que la correspondiente a la
ApoC-I 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 [37]. Probablemente la ApoC-I utilizé a manera de “bisagra” el segmento
desestructurado que tiene entre las hélices a1y a2.

El cambio en la estructura de la ApoC-l sobre una monocapa de fosfolipidos en
respuesta a presion lateral, pudiera extrapolarse al fendmeno que ocurre en la
superficie de la HDL naciente, cuando pasan de una forma discoidal y tamafio pequefo
(pre B-1HDL) a una forma esférica y de mayor tamano (a-1HDL) [38,23]. Las pre -1
HDL presentan a la ApoA-I como unico componente proteico y las a-1HDL tienen un
alto contenido de proteina en su superficie (ApoA-I, ApoA-Il, ApoC-I, y ApoE) asi como

proteinas accesorias: PLTP, CETP y LCAT que van adquiriendo durante su
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remodelamiento. Debido a la proximidad entre los fosfolipidos que conforman la
particula HDL discoidal existe una repulsion electrostatica entre las moléculas
originando una baja tensién interfacial. Esto permite que dominios clave de la ApoA-I
se encuentren embebidos en la monocapa lipidica. La tension interfacial de la HDL
aumenta cuando alcanza una mayor dimension y adquiere una conformacion esférica,
en consecuencia los elementos helicoidales antes inmersos en la monocapa lipidica
son expuestos para interaccionar con otras proteinas o inclusive podria promover el
intercambio hacia otras lipoproteinas. Diferentes factores, entre ellos el cambio de
forma y tamafo de la HDL durante su transito por el plasma podrian inducir cambios
conformacionales también en la ApoC-l. De esta manera la ApoC-l podria estar
regulando procesos como la activacion o inhibicién enzimatica y el transporte de lipidos

en la HDL.

Apolipoproteina A-l

La ApoA-lI es la apolipoproteina mas abundante y ademas de participar en el
metabolismo lipidico presenta funciones anti-inflamatorias asi como antioxidantes
[39,40]. La ApoA-I consta de una sola cadena polipeptidica de 28 kDa, compuesta de
243 aa organizados en bloques caracteristicos de 22 y 11 residuos. Mediante calculos
termodinamicos, de momento hidrofébico (uH) y algoritmos de prediccion de estructura
secundaria se predijo que la ApoA-l estd compuesta por hélices-a de tipo anfipatico.
[41]. La determinacion de la estructura tridimensional por difraccion de rayos X confirmoé
estos andlisis teoricos [42,20].La ApoA-lI se ha estudiado en su estado libre y en
modelos de membrana debido a la importancia que implica conocer los procesos que

originan a las HDL nacientes, asi como los mecanismos precisos que realiza esta
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proteina en complejo con la HDL en el transporte reverso de colesterol. Las hélices que
componen a la ApoA-I, se han clasificado de la siguiente manera (1-45 aa) G*, (44-
65,66-87,121-142,143-164,165-186,187-208) A y (88-98,99-120,209-219,220-241) Y.
Las hélices tipo G* se consideran de tipo hélice anfipatica, y conforman el interior de las
proteinas globulares, por lo cual los aminoacidos que la constituyen son principalmente
hidrofobicos. Las hélices anfipaticas tipo A presentes en esta proteina tienen las mismas
caracteristicas que en la ApoC-I. Por otro lado, las hélices de tipo Y poseen en su cara
polar tres grupos de aminoacidos con carga positiva separados por dos grupos de
aminoacidos negativos, ademas tienen valores intermedios de hidrofobicidad y de
momento hidrofébico en su cara no polar con respecto a otros tipos de hélices
anfipaticas en apolipoproteinas intercambiables [20]. En la estructura cristalina obtenida
por Borhani et al. 1997, el segmento N-terminal se encuentra truncado (A1D-43N) y la
ApoA-I presenta una estructura de hélice-a. con una conformacién de cinturon (Fig. 6A)
[9]. Esta estructura tiene la particularidad de mostrar una conformacion semejante a la
que tendria en presencia de lipido. La estructura de ApoA-I obtenida por Mei X. et al.
2006 presenta el segmento C-terminal deletado (A185G-243Q) generando una
conformacion dividida en un dominio N-terminal y otro C-terminal conformados por 4 y
dos hélices-a respectivamente (Fig. 6B) [43]. Asi mismo, mediante técnicas
espectroscopicas se ha observado que la ApoA-I libre de lipido en solucién presenta un
arreglo en dos dominios semejante al observado en la estructura cristalina, pero con
mucho menos organizacion [6]. Diversos estudios han evaluado la afinidad de unién a
lipidos de cada una de las hélices-a. que componen a la ApoA-I, observando que el
dominio N-terminal determina la estructura abierta o cerrada de la proteina ApoA-l y

ésta es modulada por la presencia de colesterol que obtiene al interactuar con la
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proteina ABCA1 dando origen a las HDL nacientes. Por su parte, el dominio C-terminal
de ApoA-| dada su alta hidrofobicidad es un motivo de anclaje a las membranas lipidicas
y determina el tamano de la HDL discoidal [6,44]. Estos estudios toman como base el
modelo ampliamente aceptado para la HDL discoidal, el cual es un disco conformado
por una bicapa lipidica rodeado por las hélices de la ApoA-l con su eje largo

perpendicular a las cadenas acilo de los fosfolipidos [45,27].
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Fig. 6. Estructuras cristalinas de ApoA-I. A) Proteina nativa deletada en los aminoacidos
1D-43N y expresada en Escherichia coli, Codigo PDB: 1av1[9]. B) Proteina nativa
deletada en los aminoacidos 185G-243Q y expresada en Escherichia coli, Cédigo PDB:
3r2p [43].

Métodos para determinar la estructura de ApoA-l en la HDL

La HDL es una particula altamente dinamica por lo cual ha sido complicado estudiarla
y en un inicio solo se tenian modelos tedricos basados en datos termodinamicos de
ApoA-I en presencia de lipidos, asi se generaron los modelos de valla, cinturén y de
horquilla. Segrest y col. (2000) propusieron un modelo de doble cinturén para la HDL

discoidal [46]. El modelo consiste en dos moléculas de ApoA-l asociadas a lipido con
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una conformacién de hélice-a. anfipatica, en posicion perpendicular y rodeando una
bicapa conformada por 160 moléculas de 1-palmitoil-2-oleil-fosfatidilcoliana. EI modelo
de HDL discoidal presenta un diametro de 106 A y aunque depende de ciertas
caracteristicas observadas en la estructura cristalina de ApoA-I, su conformacion se ha
podido confirmar por diversos métodos experimentales. Actualmente existen varios
modelos de la particula HDL discoidal y esférica generados a partir de datos

experimentales y tedricos (Fig. 7).
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Fig. 7. Modelos generados de ApoA-l en HDL mediante métodos teoricos vy
experimentales. A, B) Modelo de valla, cinturén y horquilla basados en datos
termodinamicos de interaccion de ApoA-l con lipidos [4,46-48]. C) Modelo generado
mediante experimentos de intercambio de deuterio [49]. D) Estructura generada por
experimentos de reticulacion [50]. E, F) Estructuras generadas mediante dinamicas
moleculares [51,52]. G) Modelo generado por experimentos de RMN [53]. H) Modelo
generado por tomografia crioelectrénica [54]. |) Estructura generada por dispersion de

neutrones de bajo angulo [55].
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Proteinas con plegamiento anémalo y enfermedad

Mediante diversos estudios in vitro se ha observado que en general, las proteinas tienen
la habilidad de formar agregados de tipo amiloide. Sin embargo, en la naturaleza solo
algunas encuentran las condiciones que detonan esta capacidad y no presentan una
relacion clara a nivel de estructura primaria entre ellas [56-58]. Se ha demostrado que
péptidos y proteinas participan en la formacion de agregados de tipo fibrilar, estas
estructuras fibrilares son conocidas como amiloides cuando se encuentran de forma
intra o extracelular en uno o varios tejidos. Las estructuras amiloides se encuentran
asociadas a enfermedades de tipo local como el Alzheimer e Insulinomas de los islotes
de Langerhans, a enfermedades sistémicas que incluyen a la amiloidosis sistémica
ATTRV30M (mutante amiloide de la proteina transtiretina) asi como las amiloidosis
provocadas por fragmentos del amino terminal de las apolipoproteinas A-1, A-Il y A-IV
[59]. Las fibras amiloides comparten tres caracteristicas comunes: una apariencia
filamentosa observada con el microscopio electronico; un diagrama caracteristico
obtenido mediante difraccion de rayos X que indica que estan conformadas
principalmente por elementos B-cruzada y una birrefringencia verde observada
mediante tincién con Rojo Congo [60]. En general, se ha observado que las fibras
amiloides se generan a partir de protofibrillas formadas por estructura cruzada tipo f las
cuales se orientan de forma perpendicular a lo largo del eje de la fibra, resultando en la
propagacion de hojas-p en direccion de la fibra. Las protofibrillas crecen
longitudinalmente de forma rapida por la presencia de estructuras globulares que van
afiadiendo cantidades importantes de proteina de manera pre-ordenada en los
extremos [61]. En el caso de un proceso amiloidogénico, el término “estructura globular’

se refiere a la formacién de agregados de proteina con una conformacion esférica. En
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una segunda fase se asocian lateralmente generando gruesos haces de fibras [62].
Estas anomalias fueron reconocidas dentro de un grupo de enfermedades generadas
por proteinas mal plegadas, lo que incentivd aun mas la necesidad de conocer en
detalle las fuerzas que dirigen el plegamiento de las proteinas hasta llegar a su

estructura nativa.

Interacciones involucradas en el plegamiento de proteinas

Se conoce que las proteinas se pliegan, salvo en algunas excepciones, por el efecto de
interacciones del tipo no covalentes como son puentes de hidrégeno e interacciones
i6nicas, hidrofébicas y de van der Waals. Es claro que deben considerarse en el
plegamiento proteico todos los tipos de interacciones intermoleculares sin embargo,
estudios in silico realizados en los 80’s mostraron un componente dominante en el
plegamiento: la interaccion hidrofobica. Existen varias evidencias que apoyan esta
observaciéon como son: (a) La presencia de “nucleos hidrofébicos” en las proteinas,
debido a la compactacion de las cadenas laterales como consecuencia del efecto
hidrofobico [63- 66]. (b) Las proteinas se desnaturalizan en medios no polares [67]. (c)
En el disefio de proteinas, se observo que al conservar un perfil hidrofébico y polar
correcto utilizando aminoacidos comunes (variantes proteicas) o un cédigo ampliado de
aminoacidos no naturales (folddmeros), se obtiene un plegamiento con la forma nativa
esperada [68-72]. Para estudiar el proceso de plegamiento, que es una compleja
transicion en general del desorden al orden se han propuesto modelos tedricos [73-78]
y se han realizado experimentos tanto in vitro [79-81] como in silico [82-87].
Actualmente la vision del plegamiento se describe como la idea de “paisaje energético”

haciendo una analogia al “embudo de plegamiento”. La forma de embudo constituye
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una analogia que sugiere un plegamiento rapido, en donde la entropia conformacional
(anchura del embudo) y la energia libre de las conformaciones proteicas (altura del
embudo) van disminuyendo al acercarse al estado nativo. Este embudo puede ser
rugoso, con depresiones mas o menos profundas, que corresponden a intermediarios
de plegamiento. Algunas de estas rugosidades corresponden a trampas cinéticas
donde las moléculas de proteina que hayan seguido ciertas trayectorias podrian
disminuir su velocidad o quedar atrapadas en estos estados. La trayectoria que sigan
la mayoria de las moléculas son las que caracterizan el estado macroscopico del
sistema. En proteinas donde se ha observado un mal plegamiento a pesar de no estar
mutadas, ha sido muy util la caracterizaciéon de la ruta de plegamiento que siguen

debido a que se encuentran los puntos criticos en este proceso.

Desorden intrinseco en la estructura de proteinas

Con el desarrollo de bases de datos de estructuras cristalograficas y modelado por
homologia se considerd innecesario saber la ruta de plegamiento para conocer la
estructura tridimensional de la proteina. Sin embargo, debido a la técnica experimental
con la que se generaron estas bases se complica modelar proteinas con segmentos
intrinsecamente desordenados. Una proteina que no esta plegada o un segmento
desordenado no se puede cristalizar debido a la variacion en la posicion de una proteina
con respecto a la siguiente y esto produce un error en la dispersién coherente de rayos
X. Por otro lado, la técnica de RMN nos proporciona un conjunto de estructuras
tridimensionales en solucién y esto nos permite determinar en las proteinas los
segmentos con mayor tendencia al desorden. Este desorden intrinseco, se relaciona

con diversas funciones de las proteinas como por ejemplo el reconocimiento molecular
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por calmodulina, la cual consiste de dos dominios globulares que en solucién presentan
un intercambio entre varias conformaciones [88]. Esta plasticidad se ve reflejada en la
habilidad para unir diferentes ligandos. En otro caso, se propicia la activacién
enzimatica del tripsinogeno, mediante digestion proteolitica remueve un péptido
localizado dentro de un dominio desordenado del amino terminal y la convierte en
tripsina, que es una proteina con actividad proteolitica [88]. En las proteinas como las
apolipoproteinas las transiciones desorden-orden son clave para que realicen
funciones como el transporte de lipidos, activacion o inhibicién de diversas enzimas
para el remodelamiento de las lipoproteinas y su intercambio entre particulas
lipoproteicas. El origen estructural de este tipo de transiciones en las lipoproteinas
podria estar generado por la presencia de diferentes tipos de hélices-a anfipaticas. La
transicion entre dos tipos diferentes de hélices-a genera una disrupcién en la estructura
helicoidal [23,89]. Por otro lado, la presencia de aminoacidos como argininas también

genera un efecto de desorden en la estructura secundaria [90].

Efectos del desorden intrinseco en la estructura de ApoA-I

Se sabe perfectamente que la ApoA-I presenta cambios estructurales entre los estados
delipidado y el altamente lipidado [46,91-94]. Asi mismo, se ha observado que los
primeros 98 residuos del N-terminal son importantes en la estabilizacion de la estructura
libre de lipido [9,41]. Un analisis detallado por RMN en medio mimético a lipido, muestra
que el segmento N-terminal, constituido por el residuo 1D al 43N, presenta segmentos
desestructurados especificamente en los residuos 1D-7P y 33F al 44L, éste ultimo
separa el dominio N-terminal del resto de la molécula [7]. Adicionalmente, en las

predicciones de estructura secundaria de ApoA-l, el N-terminal presenta la mayor
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dificultad para asignarle una estructura secundaria. Esto se ve reflejado en los cambios
conformacionales drasticos que se presentan cuando se une a lipido [6]. La afinidad
moderada de este segmento por lipido y su independencia del resto de la molécula [95],
sugieren que el N-terminal de la ApoA-I acoplada a la HDL no se encuentra unida a la
superficie de esta particula y podria servir como dominio de reconocimiento de lipidos
o de su receptor en la superficie de las células. Por otra parte, el C-terminal presenta
un papel importante en la estructura de la molécula libre y/o pobre de lipido, por ser el
dominio de unidn inicial a las lipoproteinas [6,96-100]. Estudios de protedlisis sugieren
fuertemente que esta regiéon en un estado libre de lipido, también es altamente
desestructurada [101-103]. La existencia de segmentos desordenados dentro de la
estructura nativa de las proteinas las clasifica dentro del grupo de proteinas
intrinsecamente desordenadas y se ha observado que son susceptibles a hidrolisis
enzimatica. Existen varios trabajos que reportan la formacion de fibras amiloides por
fragmentos derivados de los dominios N y C-terminal de ApoA-I nativa bajo condiciones
de estrés oxidativo, generados por procesos infecciosos y/o inflamatorios, asi como por
enfermedades metabdlicas debido a la presencia de enzimas proteoliticas (quimasa,
transteritina, metaloproteinasa y mieloperoxidasa) [14]. Se piensa que en casos de
infeccion los fragmentos liberados de ApoA-l podrian tener una funcion de tipo
antimicrobiano como se ha observado en otras apolipoproteinas [104-106]. En general,
Lagerstedt y col. (2007) han observado que la proteina nativa no es inherentemente
amiloidogénica [107]. Sin embargo, existen isoformas de ApoA-l que la hacen
susceptible a un proceso de protedlisis generando segmentos que posteriormente se
agregan formando depdsitos de fibras amiloides en tejidos y 6rganos, relacionados con
enfermedades amiloidogénicas [108-114] y cardiovasculares [115]. En casi todos estos
trabajos se aislaron de los depdsitos amiloideos, péptidos de ApoA-I con longitudes que
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van de los primeros 80 a 93 residuos del N-terminal. En general, los niveles de proteina
ApoA-I mutada en plasma son bajos en comparacion de la forma nativa por lo que se
considera que existe un control intracelular del plegamiento proteico que representaria
la primera linea de defensa contra la secrecion de las variantes patogénicas [116]. Asi
mismo, se ha observado la formacién de estructuras amiloides con la molécula de
ApoA-I completa cuando se alcanza un pH de 5.5, como es el caso del microambiente
en placas ateroscleréticas o con la oxidacion de las metioninas en su secuencia
[117,118]. Otro tipo de dano generado por modificaciones en la estructura
tridimensional de ApoA-I es debido a la presencia de moléculas altamente oxidantes.
Estas modificaciones podrian disminuir la capacidad de generar transiciones desorden-
orden obstruyendo su interaccion con la proteina de membrana ABCA1. Una
consecuencia es que la ApoA-lI modificada permanece con un minimo de lipido e
interactua directamente con lipidos de las células generando una deformacion vy
rompimiento de membranas neuronales como se ha observado en algunas
enfermedades neurodegenerativas [119]. En los casos donde la ApoA-l presenta
protedlisis, los fragmentos se liberan al medio extracelular. Estos fragmentos se
agregan en mayor o menor grado dependiendo principalmente de la secuencia y/o del
ambiente como la presencia de altas concentraciones de colesterol o balsas lipidicas
en las membranas sirviendo como catalizador para desarrollar una enfermedad de tipo
amiloide [120-122]. En las diferentes conformaciones observadas en las
apolipoproteinas, las cuales dependen tanto de la secuencia como del microambiente,
unas son favorables para realizar funciones dentro del metabolismo de lipidos y otras
inducen agregacion que termina manifestandose en algun tipo de enfermedad (Fig. 8).
En este contexto, es evidente el efecto positivo de las transiciones de tipo desorden-

orden en donde se pasa de una estructura desordenada en ApoA-l o ApoC-I a una
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conformacion de hélice-a para llevar a cabo la remodelacion lipidica en las
lipoproteinas, activar enzimas e interactuar con sus receptores [23,61]. Por otro lado, la
transicion de una estructura desordenada a una de tipo beta estd asociada a
enfermedades amiloides como el Alzheimer, aterosclerosis y en otras proteinas; este
tipo de transiciones generan cancer y diabetes debido a la agregacién de la proteina
P53 e insulina, respectivamente [123]. Asi mismo, una transicion del tipo orden-
desorden que va de una estructura hélice-aa a una al azar, permite que las
apolipoproteinas mantengan una plasticidad estructural para interactuar con diversos

receptores asi como para intercambiarse entre lipoproteinas.

Transiciones g \A Transiciones
Desorden-Orden f g% g? Desorden-Orden

-Metabolismo y remodelacion de HDL - Enfermedades
-Regula la actividad de LCAT neurodegenerativas
-Interaccion con receptores en membranas - Enfermedades

cardiovasculares

Fig. 8. Transiciones conformacionales en lipoproteinas. En este esquema se ilustra el
efecto “benéfico” de las transiciones de estructura desordenada a hélice-a y viceversa.
Por otro lado se muestra la asociacion con enfermedades en las transiciones
conformacionales de desorden a estructura p. Modificado de Hatters DM et al., (2001)
[124].
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Importancia del diseiio de péptidos para estudios de estructura/actividad en

proteinas y generacion de farmacos

Varios estudios con péptidos han servido para entender la relacién estructura/funcion
en proteinas. Estos estudios se han abordado en general desde dos puntos diferentes,
por un lado se han disefiado de novo péptidos y proteinas [125-128] y por otro se han
aislado los segmentos clave dentro de la estructura proteica para a partir de ellos
generar péptidos con una funcion [129-131]. En el primer caso, se analiz6 como
introducir funciones biolégicas a péptidos disefiados desde cero [132-134]. Sin
embargo, se observé que al plegarse se estacionaban en la etapa de “glébulo fundido”,
el cual carece de una estructura terciaria Unica y por tanto son menos activos que sus
homodlogos. Una estrategia alternativa que se ha seguido, es insertar estos sitos activos
o motivos de union a proteinas dentro de secuencias proteicas no relacionadas.
Mediante la utilizacion de motivos estructurales disefiados por la naturaleza, se evita el
paso de caer en una conformacion de “glébulo fundido”. El uso de motivos naturales
con estructuras terciarias bien definidas puede ofrecer una actividad biolégica y una
estabilidad similar o mejorada en relacién con las proteinas nativas. En el segundo
caso, donde se ha optado por el disefio de péptidos derivados de sitios biologicamente
activos, muchos de estos estudios avanzaron a la etapa de desarrollo de una molécula
terapéutica [135,136]. Sin embargo, usarlo directamente como farmaco no es lo mas
idéneo debido a que podria perder su funcién al administrarse por via oral. Los péptidos
naturales pueden ser degradados por proteasas, por ello se redisefian tomando solo
los elementos criticos y se montan en un andamio modificado. Esto los convierte en un
péptido hibrido optimizado, el cual puede ser valioso como un primer candidato a

farmaco y eventualmente puede dar lugar a una molécula mimética no peptidica. Este
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ultimo esta disefiado para ser resistente a las proteasas que destruirian un péptido
natural, ademas de que posee propiedades farmacéuticas similares a las de un
medicamento. Con esta metodologia, la cual esta en pleno auge se estan elaborando
agonistas y antagonistas a receptores con fines farmacoldgicos, vacunas, péptidos
antipatdgenos y para diagnostico. Actualmente no se puede hablar de desarrollo de
farmacos sin involucrar la investigacion y disefio de péptidos o moléculas miméticas.

En este trabajo de tesis doctoral, en el cual con base en analisis tedricos y estudios
experimentales utilizando péptidos, nosotros proponemos que determinados
segmentos intrinsecamente no estructurados en la apolipoproteina A-1 'y C-l pudieran
ser sitios biolégicamente importantes. Esta estrategia experimental nos permitio
entender a nivel atdbmico el mecanismo por el cual estas proteinas realizan funciones
como la activacion enzimatica, el intercambio entre lipoproteinas, transporte de lipido y
reconocimiento de su receptor en las células. La identificacion de estos segmentos en
las apolipoproteinas A-l y C-I sin duda abre un camino hacia posteriores estudios de

tipo farmacolégico para modular por ejemplo, el transporte reverso del colesterol.
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Resumen

En nuestro laboratorio usando monocapas de Langmuir de apolipoproteinas
previamente se ha demostrado que posterior a una compresion lateral en interfases
aire/agua asi como fosfolipido/agua, existe un movimiento importante del segmento
C-terminal de la ApoC-l hacia el aire, considerado como la regién hidrofébica de la
monocapa y hacia la region de las cadenas acilo cuando se usan fosfolipidos. En este
trabajo exploramos los cambios de estructura secundaria que podrian ocurrir dentro
del segmento carboxilo terminal de la ApoC-l y otros dos péptidos de esta misma
proteina en presencia de lisofosfolipidos. Nuestros resultados indican que solo
determinados lisofosfolipidos pueden modular estas transiciones desorden-orden al

generar pequenos agregados de lipido/péptido cuyo diametro es menor a 10 nm.

Introduccion

Como una alternativa al modelo de dos estados para estudiar la desnaturalizacién de
una proteina, se ha reportado la existencia de intermediarios parcialmente
desplegados entre el estado ordenado y desestructurado [1]. Estos intermediarios del
plegamiento han mostrado ser estructuras compactas, que poseen algunos
segmentos desestructurados en comparacion con sus estados ordenados. Esto se
comprobd experimentalmente primero mediante viscosidad intrinseca y después se
confirmé por dispersion dinamica de luz [2]. Una interpretacion del estado
parcialmente desplegado origind el término “glébulo fundido”, donde la proteina se
convierte de un estado ordenado o nativo a uno con caracteristicas conocidas como
estado liquido [1]. En contraste a esta visién donde la funcion recae estrictamente en

la estructura tridimensional o cambios en ésta para generar estructuras alternativas,
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actualmente se cuenta con importantes ejemplos en los cuales segmentos no
estructurados de proteinas juegan un importante papel en su funcion [2,3]. A este
respecto, las transiciones desorden-orden que pueden potencialmente generar un
acoplamiento con mayor especificidad, pero de menor afinidad, en el complejo
proteina-proteina o proteina-ligando han sido ampliamente reconocidas. Este
fendmeno se basa, principalmente en el hecho, de que mediante transiciones de tipo
desorden-orden se generan restricciones estéricas, lo cual permite aumentar el
namero de interacciones entre superficies de complejos proteina-proteina que no
podrian obtenerse de sus contrapartes rigidas [4]. A pesar de la extraordinaria
importancia de estas transiciones, todavia se carece de estudios biofisicos que
relacionen este tipo de organizacién desorden-orden con la funcién de una proteina.

Por lo tanto, con la intencién de abordar la posibilidad de que estas transiciones de
estructura puedan explicar cuestiones basicas como el reconocimiento de receptor,
transferencia de lipido y la capacidad de auto intercambiarse realizado por varias
apolipoproteinas, nuestro grupo ha dirigido sus esfuerzos directamente a medir
cambios conformacionales de apolipoproteinas en interfases aire/agua y lipido/agua
para aproximarse a posibles mecanismos que puedan explicar estos fenémenos. Esto
ha sido conseguido empleando monocapas de Langmuir en conjunto con microscopia
de angulo de Brewster (MAB), microscopia de fuerza atémica (MFA) y peliculas
Langmuir Blodgett (LB) de proteina [5-8], difraccidon de rayos X de angulo incidente en
monocapas de proteina [9] y mediciones de fuerza de superficie [10]. Mediante la
aplicacion de las técnicas anteriormente mencionadas no es posible determinar si la
estructura secundaria de segmentos especificos de las apolipoproteinas C-l y A-ll
(ApoC-l y ApoA-Il) permanecen estables independientemente de su posicion en la
interfase aire/agua y lipido/agua. Por lo anterior se penso6 en la posibilidad de que
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estos segmentos respondieran de manera especifica a cambios en el microambiente
circundante y de esta manera generar transiciones desorden-orden.

Debido a su composicion, la ApoC-lI plasmatica exhibe el pl mas alto entre las
proteinas asociadas a la HDL. La ApoC-I inhibe a la fosfolipasa A2 y la lipasa hepatica
[11,12] y activa LCAT [13]. También se ha reportado que los fragmentos N-terminal
(aminoacidos 1T-38M) de la ApoC-l actuan como un inhibidor in vitro de CETP [14].
Adicionalmente, se encontr6 que la ApoC-l es el mas potente inhibidor de la
interaccion entre la lipoproteina VLDL tipo B (VLDL-B), y la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteina (LRP) [15]. Nosotros pensamos que una proteina puede tener
segmentos desordenados, los cuales solo responden y adquieren una estructura
secundaria cuando se unen a ligandos especificos.

De acuerdo a nuestra hipodtesis, el segmento C-terminal de la ApoC-l podria ser
desplazado dependiendo del grado de compactacion y tamafno en la HDL [16]. Este
estudio propone la posibilidad de que segmentos no estructurados en el dominio
C-terminal de la ApoC-l embebidos en un ambiente hidrofébico al ser desplazados a
una interfase hidrofilica/hidrofébica presentan transiciones de tipo desorden-orden. La
adquisicién de conformaciones lipido-especificas en la ApoC-l puede proveer de
nuevos conocimientos en el mecanismo por el cual esta proteina modula su funcién,
es decir una modulacion proteina/enzima y el autointercambio entre particulas
proteicas. Este mecanismo podria comenzar a explicar la plasticidad conformacional y
propiedades moduladoras ejercidas por esta proteina sobre otras proteinas en la

superficie de la HDL.
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Resultados y discusion

Con base en trabajos previos realizados por nuestro grupo en donde empleamos
monocapas de Langmuir de ApoC-I, se propone que el segmento C-terminal de esta
proteina desorbe de la interfase aire/agua asi como lipido/agua en respuesta a
presion lateral. Con la finalidad de conocer la estructura de los diferentes segmentos
de la ApoC-Il en estas condiciones, se decidio abordar el problema mediante el estudio
de la estructura de péptidos derivados de esta apolipoproteina. Los péptidos se
disefiaron en funcién de su valor de pH, secuencia de aminoacidos y su capacidad de
desorcion observadas en las monocapas de Langmuir, los cuales fueron nombrados

como ALDO2%), ARELI®?23) y SAK®553) (Fig. 1Ay 1B).
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Fig. 1. Estructura de ApoC-Il. A) Estructura ApoC-I definida a partir de un experimento
de resonancia magnética nuclear (RMN) [18]. B) El cddigo de color muestra la
posicion de los péptidos en la estructura y la secuencia: ALDO-23), ARELI?238), y

SAK®554) (C) Espectro de DC de ApoC-I en solucién (agua MilliQ).
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En trabajos previos se observd que la ApoC-l presenta una sefial de DC asociada a
un alto grado de estructura hélice-a. en amortiguador de fosfatos [5] asi como en
solucion acuosa (Fig.1C). Sin embargo, los péptidos ALDO"-23), ARELI??38) y SAKGS
54) cuando se probaron en las mismas condiciones experimentales se observaron
completamente desestructurados a cualquier pH, temperatura y fuerza idnica. Sin
embargo, es interesante notar que independientemente de su caracter anfipatico y
altos valores de uH (sobre 0.315 kcal/mol), que los hacen candidatos factibles para
formar estructuras de tipo hélice-a, permanecen sin estructura secundaria en solucion
acuosa. Solo después de la adicién de cantidades crecientes de SDS o trifluoroetanol
(TFE), su espectro de DC muestra claramente una sefal con un doble minimo en 208
y 222 nm y un maximo en 195 nm, indicativo de la formacién de una hélice-a con
cada uno de los péptidos probados (Fig. 2A). El espectro obtenido en presencia de
SDS muestra la generacion de un punto isodicroico a 203 nm, lo cual es indicativo de
la existencia de solo dos especies moleculares que corresponden a la forma plegada
en hélice-a y sin estructura determinada respectivamente. De manera interesante el
estudio por DLS reveld que todos los péptidos en solucidon, que no presentan
elementos de estructura secundaria generan agregados de gran tamafo (inserto, Fig.
2A). En cuanto se afade un 40% de TFE, los péptidos recobran un porcentaje muy
importante de estructura hélice-o y mediante DLS se observd que se generan
agregados de menor tamafio (inserto, Fig. 2B;). Las soluciones de SDS por abajo y
por arriba de su concentracion micelar critica (CMC), promueve transiciones de tipo

desorden-orden asi como la formacién de pequefios agregados (inserto, Fig. 2C).
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Fig. 2. Espectros de DC en UV lejano de los péptidos derivados de ApoC-l.
(A) Espectros registrados en solucion acuosa para los péptidos ALDO(-2%), AREL|(22-38)
y SAK®%) (B) En presencia de 40% TFE. (C) En presencia de SDS (20 mM).

Insertos: Analisis de diametro de particula por DLS.
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Estos experimentos indican que todos los péptidos derivados de la ApoC-I tienden a
formar agregados grandes en su forma desplegada y solo adquiere un estado no
agregado, asi como una conformacién de hélice-a. en presencia de una interfase
hidrofébica/hidrofilica. Con la finalidad de probar el efecto de lipidos especificos en las
transiciones desorden-orden de los péptidos ALDO(-23) ARELI?23) y SAKGS%)  se
incorporaron a la solucion una serie de fosfolipidos y moléculas miméticas a
ambientes lipidicos por encima y por debajo de su CMC. Estas soluciones
posteriormente se estudiaron mediante DC.

Como ya se observo previamente los péptidos ALDO-23) ARELI?2-38) y  SAK(35-54) gn
condiciones donde no presentan una estructura secundaria definida en agua cambian
de forma gradual hacia una conformacion de hélice-a, mediante cantidades
incrementadas de TFE y SDS. Los péptidos en estudio adquieren un contenido de
aproximadamente un 86% de estructura hélice-a cuando se adiciona un 80% de TFE
al medio. Interesantemente al incorporar a la solucion de péptido el SDS (1.5-20 mM),
que es una molécula con una estructura similar a la de los fosfolipidos, se observé un
recobro de estructura secundaria en todos los péptidos. En estas condiciones el
péptido SAK®5%3) siempre presenta el mayor porcentaje de estructura hélice-a. y el
péptido ARELI?%38) e| menor, independientemente de la concentracion de SDS de la

solucion.
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Con la finalidad de trabajar usando soluciones claras durante las determinaciones de
DC, preparamos concentraciones adecuadas por arriba y por debajo de la CMC de
fosfolipidos como fosfatidilcolina (PC del inglés phosphatidylcholine) y 1-2-dihexanoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC). Se observd que solo el péptido SAK®53) en
presencia del DHPC en concentraciones por arriba y por debajo de su CMC genera
espectros caracteristicos de una estructura hélice-a.

Estos resultados nos muestran la importancia de la composicion del medio para
generar transiciones de tipo desorden-orden, por esta razén decidimos probar con una
molécula como el colesterol que es altamente hidrofébica. Se adicionaron pequenas
cantidades de colesterol a mezclas de fosfolipido-agua para explorar si esta
combinacion generaba un cambio en los porcentajes de hélice-a obtenidos. Con estos
ensayos encontramos que la interaccion DHPC-colesterol no generé cambios en la
estructura de los péptidos observados en presencia de fosfolipido. Posteriormente
cuando se probé con lisofosfolipidos cuya estructura es semejante a la molécula de
SDS, dependiendo de la longitud de su cadena acilica y la concentracion empleada en
solucion, pudimos observar cambios importantes especificamente con el péptido
SAKE>53) Por otro lado, se observo que el lisofosfolipido Liso-CsPC solo por arriba de
su CMC generé cambios discretos en la estructura secundaria de los péptidos
analizados mediante DC. Solamente el lisofosfolipido Liso-C12PC, el cual presenta
una cadena larga de acido graso indujo una transicion desorden-orden en los tres
péptidos estudiados. En el caso del péptido ALDO'-?% en la concentracion mas alta

de Liso-C12PC se observé un cambio importante de estructura secundaria (Figs. 3A-C)

47



Estudio de las transiciones desorden-orden en péptidos derivados de ApoC-I

La transicién observada con SAKG5%) en presencia de lisofosfolipido Liso-C12PC
resultd ser mas eficiente que en presencia de SDS y fue cercana al efecto observado
cuando se anadio 80% TFE al medio. Una vez mas, en comparacion con la transicion
que observamos con SDS, el péptido SAK®%3) mostro ser el péptido mas sensible a
Liso-C12PC en comparacion de ALDO(-24 y ARELI??>3) De manera interesante, los
resultados observados de DLS con todos los péptidos en solucién acuosa, indican que
el Liso-CsPC, es un lipido que no es capaz de generar una transicion desorden-orden
en concentraciones inferiores a su CMC, manteniendo todos los péptidos en un
estado desordenado, inclusive promueve la formacion de estructuras

macromoleculares con diametros mucho mayores en la proteina soluble.
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Fig. 3. DC en UV lejano de péptidos de péptidos derivados de ApoC-I en presencia de
Liso-C12PC; (A) ALDO-24); (B) ARELI2238); (C) SAK5-53),
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De acuerdo con nuestros resultados publicados, la mayoria de las apolipoproteinas
intercambiables independientemente de sus diferencias en longitud y namero de
segmentos hélice-a anfipaticos, cuando se colocan en monocapas en una interfase
aire / agua, muestran un importante cambio conformacional después de ejercer una
compresion lateral [5-9]. A pesar de que estos experimentos indicaron que todas las
apolipoproteinas intercambiables que hemos estudiado limitan su estructura a
permanecer principalmente en la interfase, hay pruebas de que algunos de sus
segmentos hélice-a, una vez que se aplica una presion lateral a la monocapa de la

proteina, se desorben de la interfase hacia el aire [5-8].

Nuestros datos develaron una propiedad interesante de las monocapas de Langmuir
binarias las cuales estuvieron compuestas de una mezcla de
fosfolipido/apolipoproteina en una interfase aguallipido. En estos experimentos se
observo que la ApoC-I cuando se inyecta en la subfase, se mueve hacia esta interfase
de una manera rapida y después de la compresion lateral su hélice del segmento
C-terminal penetra en la monocapa [8]. Cuando se libera la presion lateral, este
segmento se incorpora de nuevo en la interfase lipido/agua. Nuestros experimentos
donde se utilizaron los mismos fosfolipidos empleados en la generacion de las
monocapas de Langmuir y con los cuales no observamos la formacién de una
estructura definida en el péptido SAK, indican que probablemente el segmento
C-terminal de ApoC-I no presenta una estructura definida al penetrar la monocapa. A
partir de los trabajos previos del laboratorio y los experimentos llevados a cabo
durante el presente estudio se propuso un mecanismo para explicar la interaccion de

ApoC-I con la superficie de la HDL. En el cual, la ApoC-I en la superficie de una HDL
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discoidal presentaria la misma conformacién que se observé en la monocapa de
Langmuir aplicando una presion lateral. EI segmento C-terminal de la ApoC-l se
encontraria insertado y sin estructura en la membrana de fosfolipidos que componen
la HDL discoidal, el resto de la proteina permaneceria sobre la superficie de esta
particula. Durante su paso por el torrente sanguineo, la HDL discoidal adquiere una
forma esférica lo cual provee de una disminucion de presion lateral en la superficie de
la lipoproteina. En respuesta a este cambio en la superficie de la HDL, el segmento
C-terminal de ApoC-l originalmente incrustado en la monocapa de fosfolipido se
mueve hacia la interfaz polar/no polar de la HDL cambiando a una estructura
helicoidal. Se sabe que la superficie de las membranas celulares y de la HDL asocian
lipidos como el Liso-C12PC, lo cual podria inducir una clara transicién a una estructura
hélice-a en el segmento C-terminal de ApoC-| al quedar expuesto en la superficie de
esta lipoproteina.

Estas transiciones estructurales también estan asociadas a moléculas biolégicamente
activas tales como la esfingosina-1-fosfato y lisosulfatido. Se ha observado que estas
moléculas cuando se asocian a las particulas de HDL, promueven varios efectos anti-
inflamatorios y por lo tanto se propone que tienen un papel potencial ateroprotector
[19]. Los ésteres de colesterol se forman por accion de la enzima LCAT situada en la
superficie de las particulas de HDL, para lo cual se promueve la transferencia de un
grupo acilo graso de la posicion dos de la fosfatidilcolina al colesterol, con la
consiguiente sintesis de lisofosfatidilcolina. Esto hace posible la presencia de nuevos
grupos OH en la interfase polar/no polar y que cambien las propiedades
electrostaticas de la interfase. Estos cambios localizados en la estructura secundaria
de varias proteinas [20-22] se han propuesto para explicar en casos especificos

activacion enzimatica [28] asi como procesos de plegamiento [24].
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Conclusiones

Este estudio propone que los cambios estructurales observados en péptidos
derivados de ApoC-Il en presencia de lipidos especificos, pueden explicar como se
modula la estructura de la proteina completa en la superficie de la HDL. Estos
cambios podrian ser los mecanismos por los cuales la ApoC-l modula el
reconocimiento proteina/proteina, relacionados directamente con la activacion de
enzimas involucradas con el remodelamiento lipidico mientras esta asociada a la
superficie de la HDL. ElI cambio conformacional dependiente de lipidos en las
diferentes apolipoproteinas podria ser un mecanismo general para mediar la
activacién enzimatica y transporte de lipidos. Sin duda, una investigacion mas
profunda sobre este posible mecanismo que permite promover cambios
conformacionales localizados en la estructura de las apolipoproteinas, aportara

avances en el conocimiento de su funcion.

Perspectivas

El siguiente paso es abordar como estas transiciones desorden-orden pueden ser
capaces de activar o inhibir enzimas, asi como interaccionar con receptores de
membrana. Este problema sera abordado en el siguiente capitulo con un estudio de
péptidos derivados de sitios clave de ApoA-l y su efecto en la activacion de la enzima

LCAT.
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Materiales y métodos

Sintesis y preparacion de los péptidos: Los péptidos fueron disefiados a partir
de la secuencia reportada para la ApoC-l en funcion de sus propiedades
fisicoquimicas y estructurales: ALDO(-24 ARELI®?238) y SAKG5%3) |os péptidos se
adquirieron con la compafiia Peptido Genic Research como liofilizados con una
pureza del 95%. Estos péptidos se disolvieron en agua a 1 mg/ml y posteriormente se
prepararon diluciones con agua, SDS o TFE para obtener una concentracion final de

200 pg/mL del péptido.

Preparacion de los lipidos: PC, colesterol (SIGMA), DHPC, Liso-CsPC,
Liso-C12PC (Avanti Lipids). Estos lipidos en su forma comercial, con excepcion del
colesterol, se encuentran disueltos en cloroformo. Con estos compuestos se

prepararon soluciones por arriba y por debajo de su CMC.

Preparacion de las muestras: Los péptidos fueron incubados con los diferentes
lipidos a varias concentraciones, 20 mM de SDS o 40% v/v de TFE durante 12 h a

temperatura ambiente antes de su caracterizacion mediante DC y DLS.

Dicroismo Circular (DC): El equipo empleado fue un espectropolarimetro
AVIV62DS (AVIV Instruments) a 25°C utilizando longitudes de onda en el UV lejano
(190-250 nm) y una celda con un paso de luz de 1.0 mm. Los espectros de DC se

generaron con un ancho de banda de 1 nm, incrementos de 0.5-1 nm y 2-5 registros.
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Dispersion dindmica de luz (DLS): El analisis de DLS para cada muestra se

realizd inmediatamente después de las mediciones de DC empleando un equipo

Malvern Zetasizer Nano System a 25C°. La intensidad de la luz dispersada fue

medida en un angulo de 173°.
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Resumen

El transporte de colesterol en el plasma y su remocién de tejidos periféricos depende
de la actividad de la LCAT. Sin embargo, el detalle a nivel molecular de este proceso
no se conoce. Por esta razon se investigo la forma en que cambios conformacionales
en varias regiones expuestas de ApoA-l adosada a la HDL podrian generar la
activaciéon de LCAT. Como estrategia se disefaron péptidos derivados de estos
segmentos, los cuales corresponden a los dominios N y C- terminal de ApoA-I. Los
experimentos de DC mostraron que los péptidos en solucion acuosa permanecen sin
una estructura definida pero en presencia de Liso-C12PC adquieren altos porcentajes
de estructura hélice-a. Asi mismo se estudié la activad de la enzima LCAT en
presencia de péptidos derivados de ApoA-l y se observd un importante incremento en
la generacion de éster de colesterol marcado. Como parte del estudio se realizaron
analisis tedricos de la secuencia y estructura secundaria de los péptidos derivados de
ApoA-Il, observandose que comparten similitudes con péptidos antibacterianos que

tienen la capacidad de disrumpir membranas.

Introduccion

La enzima LCAT es clave en la sintesis de la mayoria de los ésteres de colesterol del
plasma [1,2]. Aunque se ha propuesto que es necesaria la asociacion de ApoA-I con
HDL para activar a LCAT [3,4], los mecanismos moleculares implicados no se
conocen. Por lo tanto, en este estudio hemos investigado cémo los cambios
conformacionales en varias regiones expuestas de ApoA-lI podrian inducir la
activacion de LCAT. Con esta finalidad se disefiaron tres péptidos con base en la

secuencia reportada de ApoA-l. Estos segmentos muestran una alta plasticidad
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estructural y mediante nuestros analisis observamos que la presencia de una

conformacion hélice-o. mejora la actividad de LCAT.

Interaccién ApoA-l (HDL)/ LCAT

La interaccion de LCAT y la proteina ApoA-l adosada a la particula HDL es un
mecanismo que actualmente no esta totalmente descrito debido a la plasticidad
estructural de cada uno de los componentes de esta compleja interaccion. Inclusive,
actualmente no se han determinado el o los dominios de ApoA-I que permiten tanto la
interaccion como la activacion de la enzima LCAT. Esta reaccion requiere al menos
tres pasos, i) LCAT se une al sustrato (HDL) y/o el activador, ii) LCAT hidroliza los
acidos grasos en la posicion sn-2 del fosfolipido, iii) ocurre una trans-esterificacién de
colesterol y la concomitante liberacion de éster de colesterol [5]. Se ha sugerido que
los segmentos que corresponden a las hélices 1y 10 de la ApoA-|, estan directamente
involucradas en la asociacion con lipido y que probablemente se encargan de anclar
LCAT a la superficie de la lipoproteina. A diferencia de las regiones N y C-terminales
de la ApoA-I, la region central no posee propiedades importantes de union a lipido y
se ha propuesto como el sitio de activacion para LCAT. En esta region se ha ubicado
la presencia de tres argininas (149R, 153R, 160R) las cuales se consideran el sitio de
interaccion para la activacion de LCAT [6]. Sin embargo, se ha observado una
disminucion importante de la actividad de esta enzima en presencia de mutantes de
ApoA-I| en los dominios Ny C-terminal . Por otro lado, con base en varios estudios se
sabe que los péptidos anfipaticos con un bloque hidrofébico inclinado entre 60° y 30°
grados muestran una relacion estructura/funcién altamente especializada. Este tipo de

péptidos también presentan una alta capacidad de interaccibn con membranas
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lipidicas y el conjunto de las dos propiedades permite que puedan modular la

actividad de algunas enzimas [7].

Resultados y discusion

Con la intencion de conocer si las transiciones estructurales de ApoA-I podrian activar
a LCAT, se realiz6 un analisis in silico de la ApoA-l y de péptidos derivados de su
secuencia. En este analisis la ApoA-lI mostré un perfil de hidrofobicidad con valores
negativos presentes en las regiones N y C-terminales de la proteina (segmentos de
aminoacidos 10R-17V y 213D-229F). Los valores positivos indican zonas hidréfobas
los cuales se encontraron en tres grupos (13D-22L, 45K-49N y 216Q-232A) donde
también se localizan los péptidos disefiados en este estudio (Fig. 1A). Este patrén de
hidrofobicidad es compatible con la interaccion entre ApoA-l y las particulas de HDL
discoidales, donde el N y el C-terminal de ApoA-lI son dominios de reconocimiento a
lipido. Estudios previos han indicado que el N-terminal de la ApoA-I libre de lipido esta
involucrada en el control entre la estructura abierta y la estructura cerrada (forma de
herradura), y que el C-terminal facilita su anclaje a membranas lipidicas [8,9]. Como
parte del analisis fisicoquimico de estos péptidos, se estimd su anfifilicidad (Fig. 1B).
El péptido DRV®-24 presenta el valor de momento hidrofébico mas alto (490 kcal/mol),
seguido de VLES®21239)(0.390 kcal/mol) y KLL®“%63) (0.280 kcal/mol). Debido a que se
encontraron valores de uH por arriba de 0.2 kcal/mol en cada uno de los péptidos se
considera que presentan la capacidad de formar hélices-a de tipo anfipatico. Mediante
representaciones helicoidales se mostré que DRV®24) y VLES?21-239) presentaron una
distribucion mas asimétrica de los aminoacidos polar y no polar que el péptido

KLL®“563) confirmando de forma tedrica que pertenecen al tipo de hélice-o anfipaticas
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Fig. 1. Analisis fisicoquimico de ApoA-l vy péptidos derivados de su secuencia
(DRVE-24) KLL“5-63) y VLES?21-239)) (A) Perfil de hidrofobicidad y bloques hidrofobicos
(cuadros naranjas) se realizaron con los algoritmos Pepinfo [10] y HCA
respectivamente [11]. (B) Representacion de giro helicoidal de los péptidos DRV©®-24),
KLL®#563) y VLES®21239) con sus correspondientes valores de pH. La naturaleza
anfipatica de los péptidos se muestra con la linea que indica la interfase polar-no
polar. Negro: residuos hidrofdbicos, azul:residuos basicos, rojo: residuos acidos,
amarillo: residuos polares sin carga. (C) Alineamiento de la secuencia de los péptidos
DRV©®-24) KLL®“#563) y VLES®?21-239) con ortdlogos en otras especies. La intensidad del

color refleja el porcentaje de conservacion del aminoacido.
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En este estudio también se realizé un alineamiento de secuencias ortélogas para
determinar si la secuencia de los péptidos estudiados aqui son conservados (Fig.
1C). Por otro lado, se realizd un estudio sobre la capacidad que presentan los
péptidos para generar hélices-a. orientados de forma oblicua en las membranas y a
manera de comparacion con otras secuencias que activan LCAT se muestra la Tabla
1. En este estudio observamos que el péptido VLES®??-2%9) gs el Unico que presenta
de forma tedrica una inclinacion en la membrana (Fig. 2). Los péptidos DRV©®24) y
KLL“#5%3) presentan un parche hidrofébico, pero no del tipo inclinado y a diferencia del
péptido VLES®21-239) presentan residuos de aminoacidos como la arginina, que se ha

propuesto como facilitadora para la interaccién con el sitio activo de la enzima LCAT.

Tabla 1. Secuencias de péptidos derivados de ApoA-l y modelos basados en su
secuencia que ejercen o no un efecto en la funcion de la enzima LCAT.

NOMBRE Funcién SECUENCIAS ApoA-l | Hr HrL pH
kcal/mol | kcal/mol
12DRV(E24) DRVKDLATVYVDVLKD 9-24 | -0.116 | 0.915 0.499
12| | (45-63) Activa LCAT KLLDNWDSVTSTFSKLREQ 4563 | -0.215 | 1.043 0.381
12/ ES(221-239) VLESFKVSFLSALEEYTKK 221-239 | 0.084 | 0.923 0.297
Bhélice-6 PLGEEMRDRARAHVDALRTHLA 143-164 | -0.078 | 0.828 0.339
Activa LCAT
Bhglice-7 PYSDELRQRLAARLEALKENGG 165-186 | -0.299 | 0.698 0.151
Bhélice-6 AN Péptido sintético que Modelo | -0.531 | 0.765 0.454
disminuye actividad PLGEEMRDRARDHVDDLRDHLD
“LAP-20 VSSLLSSLKEYWSSLKESFS Modelo | 0.083 0.948 0.429
"5[Arg"3]A-lcon Peptido sintetico que PVLDEFREKLNERLEALKEKLK Modelo | -0.375 |0.923 | 0.355
activa LCAT
15[Ala’®]A-lcon PVLDEFREKLNEALEALKEKLK Modelo | -0.226 | 0.923 0.474
%|D3 LDDLLQKWAEAFNQLLKK Modelo | -0.054 | 0.949 0.653
18|D7 Peptido sintético que LNDLLQKWAELFNQLLKK Modelo |-0.023 | 0998 | 0.654
no activa LCAT
8ID9 LDNLLQKWAELFNQLLKK Modelo | -0.023 | 0.998 0.649

10

. En gris se marca los péptidos que podrian presentar una estructura hélice-o. con una orientacién oblicua en
membranas. Superindices: Refs.12,13,14,15,16. Los amino
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Fig. 2. Andlisis tedrico de hélices-a orientadas de manera oblicua. El recuadro
representa el area en el cual caen este tipo de hélices. (1)DRV©®24) (2)KLL“563)
(3)VLES®21-239) - (4)hélice-6, (5)hélice-7, (6)hélice-6 AN, (7)LAP-20, (8)[Arg'3]A-Icon,
(9)[Ala'3]A-lcon, (10)ID3, (11)ID7, (12)ID9.

El grafico de la Fig. 2. esta basado en la representacion de los puntos puH vs. Ht
utilizando una ventana de 11 residuos pertenecientes a segmentos helicoidales de
varias proteinas [17,18]. El area seleccionada para hélices-a. orientadas de manera
oblicua se generé en base a graficar datos de este tipo de secuencias [19]. El método
aqui utilizado sirve para identificar secuencias candidato para posteriores
investigaciones.

En este trabajo se realizé una caracterizacion fisicoquimica de los péptidos DRV(©®-24),
KLL®“563) y VLES2?'-239) mediante experimentos de dicroismo circular en medios
acuosos y mimético a lipido. Se observé que a diferentes concentraciones (0.3, 0.6,

0.9 mg/mL) en amortiguador de fosfatos (pH 7.4) los péptidos presentan una
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estructura desordenada. Por otro lado, utilizando las mismas concentraciones en
presencia de Liso-C12PC (90 mM) los tres péptidos adquieren altos porcentajes de
estructura secundaria. Asi mismo se estudid el efecto de los péptidos DRV©®-24)
KLL®#563) y VLES@1-2) en l|a actividad de la enzima LCAT. En este estudio se
determiné la produccion de [3H]-éster de colesterol en plasma, el cual fue utilizado
como fuente de enzima natural. En este ensayo se probaron diferentes
concentraciones de Liso-C12PC asi como de péptido, conservando siempre un radio
péptido/Liso-C12PC de 1:200 (mol:mol). Se observd que la concentracion éptima de
péptido fue de 0.9 mg/mL en 30 mM de Liso-C12PC independientemente de la
secuencia del péptido. En promedio los péptidos DRV©®24 y KLL“563) presentan un

mayor efecto que el péptido VLES@21-239),

Conclusiones

El presente estudio provee informacion de gran importancia para elucidar el
mecanismo por el cual la ApoA-l podria estar activando a la enzima LCAT. Nuestros
resultados muestran que las transiciones desorden-orden de péptidos moduladas por
el microambiente lipidico generan un aumento de actividad en la enzima LCAT con
respecto al control. Un hallazgo sumamente importante fue encontrar que los sitios
que se encuentran muy probablemente desordenados en la molécula de ApoA-l y que
estudiamos aqui, por medio de péptidos generan transiciones de una estructura
desordenada a una estructura hélice-a inducidas por un medio lipidico. Debido a
caracteristicas estructurales de los péptidos DRV®24 y KLL“4563) generaron la mayor

activacion de la enzima LCAT en comparacion del péptido VLES?21-239).
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Perspectivas

Con estos resultados encontramos que efectivamente las transiciones desorden-orden
pudieran ser los mecanismos por los cuales una sola secuencia peptidica podria
activar diferentes tipos de enzimas asi como interaccionar como es el caso de la
ApoA-I con diferentes receptores. Sin embargo el detalle a nivel atobmico de estas
transiciones todavia queda lejos de poder determinarse mediante métodos
experimentales, por esta razén consideramos importante realizar experimentos in
silico. En el siguiente capitulo abordamos este problema con un péptido derivado del
segmento C-terminal de CETP y también se muestra una metodologia desarrollada
para generar micelas. El poder modelar micelas con cualquier tipo de lipido nos
ayudara a simular nuestros resultados experimentales y con ello avanzar hacia el
establecimiento de un mecanismo a nivel atdmico de las interacciones proteina-lipido

que se dan en las lipoproteinas.

Métodos

Analisis in silico de ApoA-l y péptidos derivados de ApoA-I: Para generar el
perfil de hidrofobicidad se ocup6 el algoritmo Pepinfo del servidor EMBOSS
empleando una ventana de 9 aa [10]. Los bloques de segmentos hidrofébicos en
funcidn de estructura secundaria se determinaron con el algoritmo HCA (del inglés
Hydrophobic Cluster Analysis) del servidor Mobyle@RPBS[11]. El estudio de
ortdlogos de ApoA-I se realizé mediante multiples alineamientos utilizando Clustal W

1.7 y la base de datos Pfam.
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Capitulo 4

Resumen

La proteina CETP promueve la transferencia de éster de colesterol y triglicéridos entre
lipoproteinas. EI mecanismo mediante el cual realiza este proceso aun no se
encuentra establecido. Sin embargo en el laboratorio se han encontrado mediante
experimentos con péptidos derivados del segmento C-terminal de CETP que podria
ser mediante un proceso de micelizacion. En este trabajo se evalua la capacidad de
un péptido derivado del segmento C-terminal de CETP (46sEHLLVDFLQSLS476)
denominado como hélice-X'2 para agregar lipido en una estructura de tipo micelar. En
este experimento in silico observamos que la hélice-X'> presenta la propiedad de
estructurar lipido en micelas. En el segundo trabajo que se expone en este mismo
capitulo, se propone un método para generar micelas partiendo de una disposicion
aleatoria de fosfolipidos a diferencia de otros métodos en los cuales se parte de
estructuras pre-ensambladas. Posteriormente se aplica un procedimiento denominado
“backmapping” el cual convierte las estructuras generadas con un campo de fuerza de
grano grueso a uno de todos los atomos, posteriormente se realiza de nuevo una
simulacién para relajar las moléculas. Este método provee una disposicion mas real
de las estructuras micelares generadas a partir de cualquier lipido que se conozca su

estructura y se disponga de modelo.

67



Experimentos in silico del segmento C-terminal de CETP y formacion de micelas

Introduccion

Las proteinas son estructuras dinamicas y una gran parte de ellas presentan
segmentos especificos que carecen de una estructura secundaria definida. Estos
segmentos desordenados pueden estar asociados con el reconocimiento a ligando,
receptores, acidos nucleicos, asi como a su interaccion con lipidos. Desde hace varios
afos, nuestro laboratorio estudia la estructura/funcion de proteinas de membrana, asi
como de diversas apolipoproteinas [1,2]. Como consecuencia a los cambios de
estructura secundaria observados en segmentos peptidicos de las proteinas ApoC-l,
ApoA-l y CETP [3-5] hemos propuesto la posibilidad de que estos segmentos dentro
de la proteina completa respondan de manera especifica a cambios del
microambiente que las rodea. A través de transiciones especificas orden-desorden y/o
desorden-orden en segmentos de estas proteinas se promueve una funcién, como la
activacion de una enzima, la transferencia de lipidos o la interaccién con un receptor.
Considerando los datos experimentales ampliamente reportados en la literatura, asi
como los generados en nuestro grupo se propuso que el sitio critico para la funcion de
CETP esta situado en el dominio extremo C-terminal (s6sEHLLVDFLQSLS476). Este
dominio presenta una conformacion hélice-a en la estructura cristalina reportada para
CETP [4]. En el laboratorio se han realizado estudios estructurales con un péptido
derivado de la secuencia de este segmento al que se le ha denominado hélice-X'?. Se
analizé el efecto de ambientes acuosos y miméticos a lipido en la estructura de hélice-
X2, Utilizando técnicas como DLS y microscopia electrénica de transmision (TEM del
inglés transmission electron microscopy) se observd que la hélice-X'?, tiene la
capacidad de inducir la formacion de micelas con un didmetro de 2-10 nm. Estos

resultados permitieron plantear una hipoétesis sobre el mecanismo por el cual CETP
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pudiera estar llevando a cabo la transferencia de lipidos basados en la formacion de
pequefas micelas en su segmento C-terminal. Actualmente existe otro mecanismo
propuesto por Quiu et al. [6], donde proponen un modelo de tunel con un costo de
energia alto y una capacidad de transferencia muy baja de moléculas de lipidos
neutros por proteina, por lo que es poco viable este mecanismo. La variedad de
técnicas experimentales con las que hasta el momento se ha trabajado nos ha servido
para obtener informacion sumamente valiosa sobre como CETP lleva a cabo la
transferencia de lipidos, sin embargo, todavia quedan incognitas importantes por
resolver como es la manera en la cual los lipidos interactuan con CETP a escala
atémica. Las dinamicas moleculares son herramientas que nos permitieron hacer este
acercamiento y mediante esta técnica se pudo modelar un sistema complejo como lo
es un péptido en presencia de varias moléculas de fosfolipido. Por otro lado, en el
laboratorio también estamos interesados en modelar sistemas que semejen
estructuras como las lipoproteinas y una opcidén son las estructuras micelares de
fosfolipidos. Usualmente en este tipo de estudios se utilizan estructuras pre-
ensambladas o son realizadas a un nivel de grano-grueso (GG), ambas
aproximaciones presentan limitaciones. Por este motivo, se propuso un método de
simulaciéon multiescala (método backmapping) donde se representa la fase de
formacion de la micela a un nivel de grano grueso y posteriormente se considera una
resolucion mas fina o de grano fino (GF) para estudiar su interaccion con el disolvente

0 con otras moléculas como proteinas.
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Analisis estructural de CETP

La proteina CETP es una proteina plasmatica de 476 residuos, con un peso molecular
aproximado de 67 kDa, contiene glicosilaciones y casi la mitad de sus residuos son de
tipo hidrofébico. Esta proteina promueve la transferencia de ésteres de colesterol y
triglicéridos principalmente entre HDL hacia lipoproteinas LDL y VLDL. Por otro lado
CETP, puede transferir triglicéridos de VLDL hacia HDL generando un cambio en la
composicién y tamano de esta ultima. En varios estudios se ha propuesto que el
dominio localizado en el extremo C-terminal (465E-476S), estructurado como una
hélice-a. anfipatica podria ser un dominio clave para la transferencia de lipidos. Varios
estudios realizados en nuestro laboratorio indican que el mecanismo por el cual se
lleva a cabo la transferencia de lipidos esta basado en la formaciéon de un sistema
micelar en el dominio C-terminal especificamente en los residuos Esss5.-Sa76. Este
mecanismo explicaria la trasferencia de ésteres de colesterol entre lipoproteinas en
un ambiente acuoso como lo es el plasma, en el cual es basico la conservacion de
una estructura hélice-a. en la region que corresponde al C-terminal para que se realice
este proceso.

La estructura de CETP presenta varias hélices-a las cuales interaccionan con la
monocapa de fosfolipidos que conforman a las lipoproteinas, en este contexto varias
de estas hélices corresponden al tipo hélice-a globular o G*, lo que indica su alto
grado de hidrofobicidad (Fig. 1A). En el anadlisis de los graficos observamos que el
segmento C-terminal no corresponde a una hélice-a. de tipo transmenbranal, el cual
podria ser un mecanismo para generar la micela. Sin embargo, entra en la zona de

hélices-a. con orientacion oblicua lo cual favorece que penetre en la membrana y la
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desestabilice como el caso de varias proteinas fusogénicas (Tabla 1, Cap. 3). Asi
mismo, este segmento presenta una hidrofobicidad promedio similar a otras partes de
la proteina, pero su posicion de segmento terminal le otorga la facilidad de interactuar
libremente con superficies lipidicas a manera de sensor (Fig. 1B). Mediante una
andlisis de hidrofobicidad de la molécula de CETP con el servidor HCA [7]
observamos que a lo largo de la secuencia presenta varios bloques hidrofébicos
calculados a partir de la estructura secundaria hélice-a, siendo los segmentos que
corresponden a los aminoacidos 165Q-180K, 420E-433M, 451R-473Q los mas
importantes (Fig. 1B). El extremo C-terminal de CETP en promedio es un segmento
con carga negativa, lo cual podria influir en las interacciones electrostaticas al entrar
en contacto con la superficie de las lipoproteinas (Fig. 1C). Se ha observado que las
lipoproteinas presentan un potencial de superficie electrostatico con valores de entre -
10.5a-12-5mV parala HDL y -3.5 a -5.0 mV para la LDL [8]. Sin embargo, el dominio
C-terminal presenta caracteristicas estructurales semejantes al dominio de union de
virus, el cual desestabiliza las membranas celulares. Ademas mediante un analisis in
silico con el servidor PONDR-FIT (del inglés Predictor of Natural Disordered Regions)
se observd que es un segmento con tendencia al desorden (Fig. 1D). Estas
caracteristicas estructurales aunadas a que es un dominio altamente conservado
(Fig. 2) dan indicio de que el extremo C-terminal es imprescindible para la funcién que
realiza CETP y su interaccién con membranas. En este caso los valores promedio no
reflejan el sutil equilibrio que guarda la secuencia y la estructura secundaria, ya que
este segmento presenta la propiedad de tener un puente salino que congela la hélice-

o entre los aminoacidos H466 y D470 . Una consecuencia de ello es la estabilizacion
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de la hélice-a. anfipatica con los aminoacidos hidrofébicos perfectamente polarizados

y de esta manera se optimiza la interaccion con la membrana.
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Fig. 1. Analisis in silico de la secuencia de CETP. A) Clasificacion de estructuras
helicoidales que componen a las proteinas ApoC-I, ApoA-l y CETP con base en su
estructura cristalina. EI segmento marcado con una X corresponde a la hélice de
extremo C-terminal de CETP que incluye los aminoacidos 464E-474S. B) Perfil de
hidrofobicidad calculado con el servidor EMBOSS:Pepinfo [9], usando una ventana de
9 aa y la escala hidrofébica de Kyte & Doolittle [9], linea naranja. Los bloques

hidrofobicos calculados con el servidor HCA [7], recuadro negro. C) Perfil de carga
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calculada con el servidor EMBOSS Pepinfo usando una ventana de 9 aa [10].

D) Propension al desorden determinado con el algoritmo PONDR-FIT [11].

Hombre DGFILL L@M G E V QSLS
Orangutan DGFILL L@M G E V QSLS
Macaco DGFLLLEGM G E V QSLS
Ardilla DGFILL L@M G E V QS LG
Dasiuro EGYILVLAGM G Q E QT | |
Qualil KGY LV LEM G Q E QT I |
Pinzon KGYV I V@ L G N L N EKSL
Pato KGYL | V@ L S N L QKGF
Gallo KRY Ll V@L S N L EKTL

Fig. 2. Alineamiento de segmento C-terminal de CETP (452D-476S) con secuencias
ortdlogas. La intensidad del color refleja el porcentaje de conservacion del

aminoacido.

. Metodologia de las simulaciones del péptido CETP en presencia de

fosfolipido.

Parametros generales

Las simulaciones en GG fueron realizadas con condiciones periédicas a la frontera
utilizando el programa de dinamica molecular GROMACS v3.3.3 [12] y realizadas en
un ensamble NPT. El agua y las moléculas de surfactante fueron acopladas de
manera separada a un termostato de Berendsen a 300 K con un periodo comun de 1
ps. La presidon fue isotrépicamente controlada a 1 bar usando un bardstato de
Berendsen [13], con una compresibilidad isotérmica de 5 x 10° bar'. Las

coordenadas iniciales para la hélice-X'? fueron obtenidas de los experimentos de
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difraccion de rayos X (PDB: 20bd) [6]. EI campo de fuerza MARTINI v2.0 fue

empleado para un modelo de moléculas de grano grueso [7].

Simulacién en grano grueso

Los lipidos fueron parametrizados usando cuatro esferas para la cabeza de PC y los
primeros 2-3 CH2 grupos del surfactante, para el resto de la molécula se utilizaron de
una a tres esferas hidrofobicas adicionales. El modelo para el agua es una esfera que
contiene cuatro moléculas de agua, la ventaja de utilizar este campo es un menor
tiempo de simulacién debido a que la representacion de cada molécula es sencilla, se
trabaja con grupos de atomos. Se eligi6 una caja rombica dodecaédrica con una
longitud de 15 nm en sus vectores principales en la que se coloco una mezcla
aleatoria consistente de 234 moléculas en GG de lipido, 23415 aguas Martini
(equivalentes a 93660 moléculas de agua atomisticas), 1 estructura hélice-X'? y 2
atomos de iones Na*. En cada sistema la energia fue minimizada usando el método
de paso descendiente y se corrieron tres trayectorias independientes con 5 uys de
longitud para cada sistema utilizando diferentes velocidades iniciales. Las
interacciones de no-enlace fueron evaluadas mediante un rango de corte de 1.2 nm.
El potencial L-J fue desplazado suavemente a cero entre 0.9 y 1.2 nm. Una
aproximacion similar fue empleada para interacciones electrostaticas, considerando
un potencial Coulémbico con una permitividad relativa de 15 junto con un cambio en la
funcidén de 0 a 1.2 nm. La lista de vecinos se actualizé cada 10 pasos y el analisis de
la trayectoria se realizé usando herramientas del paquete GROMACS [12], RasMol

v2.7 [14] y Pymol v0.99 [15].

74



Capitulo 4

Resultados

Las simulaciones obtenidas con el péptido hélice-X'?> en presencia del fosfolipido
1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (PPC) y 1-lauroil-2-hidroxi-sn-glicero-3-
fosfocolina (LPC) permitieron generar estructuras micelares con diametros
aproximados a los observados mediante la técnica de TEM. El desarrollo de estas
simulaciones en presencia del fosfolipido 1-hexanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina
(HPC) y el péptido hélice-X'> mostré que éste posee caracteristicas hidrofobicas
importantes debido a que generé agregados micelares que en su ausencia no se
hubieran formado. Estas estructuras presentan un promedio de 65 a 70 moléculas de

lipido por péptido y sus diametros son de 5 nm (Fig. 3).
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5000 ns

Fig. 3. Simulaciones de dinamica molecular de lipidos en presencia del péptido
hélice-X'2. Las simulaciones de dinamica molecular se generaron a 450, 1500 y 5000
ns. En (A) se muestra al péptido hélice-X'? con LPC, en (B) con PPC y (C) con HPC.
La estructura del péptido se muestra en rojo y no se muestran las moléculas de agua

para mayor claridad.
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Il. Metodologia para las simulaciones de micelas de fosfolipido

Método de backmapping

Este método consiste en generar de forma espontanea micelas de lipido utilizando un
campo de fuerza de grano grueso. Posteriormente se seleccionan las micelas
representativas de cada trayectoria. Las coordenadas atémicas de cada molécula que
componen las micelas se obtienen por una simple interpolacién/extrapolacion
geométrica de las coordenadas de GG aproximando las distancias y los angulos entre
los atomos unidos. De esta manera se toma el primer atomo de la cadena y se
distribuyen las coordenadas remanentes n-1 a lo largo del segmento de manera

equidistante. Posteriormente se realizé una minimizacién de 100 ns (Fig. 4).

Parametros generales de las simulaciones

Se utilizé6 GROMACS, v.3.3.3 [12] y las herramientas incluidas para el analisis de las
trayectorias. Las ecuaciones de movimiento fueron integradas con el método de salto
con pasos de tiempo de 30 y 2 fs para las simulaciones GG y GF respectivamente.
Todas las simulaciones fueron realizadas en un ensamble NPT. Las condiciones de
temperatura y presién fueron reguladas mediante un barostato y termostato de

Berendsen [13].
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Group P Group G &

Group N
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1HB- Micela 1HB- Unidades

67 Unidades
Micela HPC Micela LPC

Minimizacién de
micela
=0 t=100
84 Unidades
Micela LPC Micela PPC

Fig. 4. Método de backmapping. En la parte superior se muestra una molécula de
fosfolipido en grano grueso que aplicando el método de backmapping genera la
molécula a nivel atomistico de LPC. Posteriormente se realizé una minimizacién de
100 ns. Este mismo procedimiento se replica para las moléculas 1HB-PC y 3HB-PC,

donde HB significa hydrophobic ball
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Simulaciones de grano grueso

Se generaron tres tipos de moléculas hidrofébicas 1HB-PC, 2HB-PC y 3HB-PC para
generar las micelas (Fig. 4). El campo de fuerza utilizado fue MARTINI (version 2.0)
[7]. Se realizaron mezclas aleatorias de 234 moléculas GG y ~23000 particulas de
agua MARTINI dentro de una caja dodecaédrica de 15 nm. La concentracion final del
surfactante fue de ~139 mM. Una vez generada la micela y debido a que no existe
una regla definida para la equivalencia entre estructuras en GG y GF se realiz6 la
siguiente transformacidon para generar las micelas a nivel atdmico. La molécula de
1HB-PC en GF representa la estructura de HPC, la molécula 2HB-PC representa la
estructura del HPC y ademas del LPC, por ultimo la molécula 3HB-PC representa la
estructura del LPC y del PPC. Se generaron tres micelas para cada uno de los
diferentes tipos de fosfolipido. Cada sistema de energia se minimizé mediante el
método de paso descendente y posteriormente se generaron 6 trayectorias de 5 us
comenzando por diferentes velocidades iniciales. Se empled un limite de 1.2 nm para
interacciones de no enlace. El potencial L-J se desplazé suavemente a cero entre
0.9 nm y 1.2 nm. Una aproximacion similar se empled para las interacciones
electrostaticas, considerando un potencial Couldmbico con una permitividad relativa
de 15. Se analiz6 el numero de agregados formados en funcién del tiempo, asi como

el numero de fosfolipidos que los componen (Fig. 5).

Simulaciones de grano fino

Se utilizé el modelo de agua SPC/E (del inglés simple point charge extendent) [16] y
el campo de fuerza GROMOS96 (53a6) [17] para las moléculas surfactantes. Se

genero una caja rombica y se llené con un numero de moléculas de agua entre 10 452
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y 13 063, dependiendo del sistema. Se generaron 6 trayectorias con cada micela
usando un corte de 0.5, 0.6 y 0.7 nm. Asi mismo se analizé el area superficial

accesible a solvente y la movilidad de los fosfolipidos en las micelas (Figs. 6y 7).

Resultados

Las simulaciones de dinamica molecular a nivel de GG son utiles para los procesos de
autoensamblaje, mientras que la resolucion de GF compete a estudios mas finos
como son la interaccion de estructuras proteicas con moléculas circundantes,
incluyendo el disolvente. Los estudios multiescala que toman ventaja de ambos
niveles de resolucion requieren un método de mapeo de GG a GF. En este trabajo se
presenta un método relativamente mas simple en comparacién a los que se han
reportado a la fecha [18-22]. Este método de “backmapping” esta basado en la
interpolacion/extrapolacion de posiciones atémicas, tomando en cuenta la estructura
de GG como referencia. En las simulaciones de GG se monitore6 la agregacion
espontanea de las moléculas de fosfolipido en funcién del tiempo utilizando valores de
corte de 0.4, 0.5, 0.6 y 0.7 nm para definir la interaccion entre ellos. En el valor de 0.4
se observo que es muy corta la distancia para este analisis debido que esta resolucion
estd muy proxima a la distancia entre dos moléculas (0.47 nm). Asi mismo, los valores
de 0.6 y 0.7 nm presentan un comportamiento similar. En la Fig. 5 se muestran 2
trayectorias representativas de los tres sistemas nHB-PC para cada valor de corte.
En general se observo la tendencia esperada, que es una disminucion en el numero
de grupos a lo largo de las trayectorias mientras que aumentan su tamano (Fig 5,

panel izquierdo). De los agregados generados se seleccioné el mas grande para
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estudiar las fluctuaciones de los mondémeros que los componen y los resultados se

muestran en la Fig. 5, panel derecha.
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Fig. 5. Numero de agregados (izquierda) y numero de moléculas/agregados (derecha)
como una funcion del tiempo, para dos de las seis trayectorias corridas para 1HB-PC
(arriba), 2HB-PC (medio) y 3HB-PC (bajo). Los analisis se realizaron usando
diferentes cortes para definir la interacciéon entre moléculas de GG. Cada color
representa un corte: 0.5 @,0.6 @, 0.7nm @.
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De estas simulaciones en GG fueron seleccionadas tres micelas de cada sistema
nHB-PC con 33, 67 y 84 monodmeros, las cuales fueron utilizadas para hacer
“backmapping” y las subsecuentes simulaciones en GF (Fig.4). Los agregados
seleccionados fueron aquellos mas grandes y mas estables a lo largo de las
trayectorias y después de aplicar el método de “backmapping” se generaron 5 micelas
en total en GF, dos micelas de HPC con 33 y 67 moléculas, dos micelas de LPC con
67 y 84 moléculas y una micela de PPC con 87 moléculas. Se corrieron para cada
sistema en GF trayectorias de 250 ns y se evaludé el area accesible a solvente,
tamano y geometria.

Con respecto al area accesible a solvente (SAS del inglés solvent accesible surface)
se observd que este valor es sensible al numero de moléculas de surfactante en la
micela (Fig.6). Durante los primeros segundos de la simulacion los valores son
irreales pero después de 10 a 25 ns alcanza un valor estable. EI SAS para la micela
de 33-HPC es casi la misma que para la de 67-LPC, le sigue en orden decreciente las
micelas 84-LPC y 67-HPC. De estos datos se derivo la relacidon empirica n/ns, en
donde n corresponde al numero de atomos de carbono en la cadena acilica y ns es el
namero de moléculas en la micela. Para determinar el tamafio y la deformacién
dinamica de cada micela como una funcién del tiempo se realizaron medidas en cada
atomo de nitrégeno (N) y fésforo (P) al centro de masa (c.o.m) del agregado

correspondiente (Fig.7).
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El promedio de estos valores en cada imagen o frame podria ser interpretado como
una medida del radio geométrico de la micela. En estos resultados se observo que la
molécula mas larga origina los valores de diametro mayores, sin embargo, los
agregados obtenidos no son rigidos (Fig. 7). Las moléculas de surfactante difunden
lateralmente sobre la superficie y hacia arriba-abajo en direccién radial. Observando la
estructura del fosfolipido en la figura 4, encontramos que el grupo P se encuentra mas
obstaculizado en su movimiento que el grupo N. Por otro lado la distancia N-c.o.m
representa de manera hipotética el radio de la esfera por lo que esta medicién podria

correlacionarse al radio hidrodinamico, el cual incluye efectos de forma y disolvente
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Fig. 6. Grafico de SAS por molécula como funcidon del tiempo. En el grafico se

muestra el promedio para cada micela en una configuracién de grano fino.
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En este trabajo se reporta por primera vez la difusion lateral de surfactantes en
micelas, observando que las moléculas individuales difunden en la micela como los

lipidos lo hacen en una membrana fluida.
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Fig. 7. Distancia de cada atomo de N y P al centro de masa de la micela como funcion
del tiempo. Centro de masa de la micela (c.m.m) @, los colores @ y @ corresponden

a dos atomos de N o P seleccionados al azar para medir su distancia al c.m.c.
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Conclusiones

Las transiciones de estructura secundaria del dominio C-terminal de CETP son claves
en la funcion que realiza esta proteina y con el conocimiento previo de que la
estructura helicoidal es la forma funcional, este acercamiento in silico permitid
corroborar que en un ambiente lipidico es capaz de estructurar los lipidos en micelas.
Estos datos corroboran lo observado mediante TEM con lo cual se da un paso mas
respecto a la elucidacién del mecanismo por el cual CETP realiza el transporte de
lipidos entre lipoproteinas. En una intencidn por generar modelos in silico y de esta
forma estudiar los procesos realizados por CETP y apolipoproteinas, en el grupo de
investigaciéon se implement6é una metodologia para generar micelas de fosfolipido. Se
observé que a nivel atomico las micelas presentan una geometria practicamente
esférica y el radio N-c.o.m podria ser un valor aceptable como radio geométrico en
este caso. En general, esta metodologia proporciona estructuras micelares que
reproducen trabajos experimentales. Mediante la implementacién de este método
contribuimos en manera importante al estudio sobre los procesos que rigen la
formacion de nanoagregados. En los capitulos anteriores y en este mismo se
revisaron los mecanismos por los cuales proteinas como la ApoA-l, ApoC-l y CETP
podrian estar llevando a cabo su funcién, sin embargo en el laboratorio también
tenemos el interés de explorar las transiciones desorden-orden que generan proteinas
mal plegadas y por tanto enfermedad. En este contexto, revisamos los posibles
mecanismos hasta ahora descritos de varias proteinas involucradas en enfermedades
generadas por un plegamiento anomalo, el cual sera expuesto en el siguiente

capitulo.
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Perspectivas

El estudio de CETP mediante dindamicas moleculares hasta el momento se ha venido
realizando mediante simulaciones en GG por el tamano de la proteina, sin embargo,
el poder disecar un segmento con una funcion relevante como fue el segmento
C-terminal abre varias posibilidades para su posterior estudio con éste método. Se
plantea como siguiente paso abordar dinamicas de este péptido pero en presencia de
membranas de fosfolipidos y micelas con un nucleo de moléculas como éster de
colesterol y triglicéridos. Asi mismo, explorar con el método de “backmaping” el
ensamblado de estructuras complejas como son las lipoproteinas, que hasta el
momento se ha venido estudiando mediante modelos preensamblados en grano

grueso.
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Resumen

Actualmente existen evidencias que sugieren que las proteinas pueden desempenfar
funciones importantes por medio de segmentos no estructurados. Esto contrasta con
la vision clasica de que la funcién de una proteina depende de una estructura
tridimensional definida. Los estados intermedios entre una proteina plegada y
totalmente desnaturalizada se conocen como globulo fundido. Estos intermediarios
proteicos pueden adoptar una gran variedad de conformaciones por medio de
interacciones altamente especificas pero de baja afinidad. Dichos cambios de
conformacion en las proteinas, conocidos como transiciones desorden-orden, podrian

explicar un importante numero de procesos bioldgicos y patoldgicos en las células.

Introduccion

Desde hace muchos afios el concepto de enfermedad se ha asociado directamente
con anomalias especificas en las interacciones proteina-proteina, proteina-ADN y
proteina-ARN. Este conocimiento acumulado ha dado cabida al desarrollo de un area
llamada protedmica la cual ha permitido la creacion de terapias novedosas [1]. Con
base a este nuevo tipo de estudios, un numero importante de enfermedades se han
asociado especificamente con el plegado anémalo en las proteinas. El concepto de
plegamiento de proteinas esta directamente relacionado con transiciones desorden-
orden, mediante las cuales una cadena polipeptidica desplegada adquiere una
estructura especifica y funcional [2]. Durante mucho tiempo se pensé que éste era un
concepto tedrico y fue hasta hace poco que se hizo evidente que las proteinas
plegadas de manera incorrecta podrian estar relacionadas con enfermedades.

Posteriormente, estas anomalias se clasificaron en dos grupos donde el primero
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incluye errores de tipo genético (ej. mutaciones en la proteina p53) y el segundo se
refiere a la presencia de grandes cantidades de proteina mal plegada generando
alteraciones conocidas como amiloidosis. Este tipo de alteraciones se encuentran en
la enfermedad de Alzheimer, Creutzfeldt-dakob, Parkinson y diabetes mellitus tipo |l
no-insulinodependiente. Todas las enfermedades mencionadas anteriormente se
sabe que se originan por la presencia de agregados de proteinas constituidas de
fibrillas amiloides, sin embargo, existen otros factores como los mecanismos de

formacion y propagacion, los cuales todavia no se entienden en su totalidad.

Enfoque fisicoquimico

En general las proteinas para plegarse a su estado nativo requieren la intervencion
de todas las interacciones débiles como son puentes de hidrogeno e interacciones
electrostaticas. Una cadena de polipéptido comienza a plegarse cuando se le coloca
en un medio acuoso debido a interacciones hidrofébicas y rapidamente adquiere una
conformacion de un glébulo fundido seguido por una liberaciéon importante de calor
latente. La estabilizacién del globulo fundido es alcanzado principalmente cuando los
residuos hidréfobos ya no interaccionan con la matriz de agua. Por otra parte, debido
a que los residuos polares contenidos en una proteina desarrollan interacciones intra
e intermoleculares, estas ultimas entre proteina-proteina y proteina-agua, se observa
la formacion de estructuras hélices-a y hojas-B. Se ha calculado que este tipo de
enlaces podrian ser del orden de 102 s, muy similares a los que encontramos en el
agua. Las proteinas que en equilibrio presentan estructuras desplegadas pueden
adquirir una conformacién de glébulo fundido o una estructura 3D definida por medio

de dos etapas o estados. La primera etapa corresponde a un estado que ocurre
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rapido, durante el cual la proteina desplegada llega a la conformacion de globulo
fundido; el segundo estado transcurre lento y es donde este ultimo se transforma en
la estructura nativa de la proteina [3]. Estas dos etapas de plegamiento de la proteina
pueden ser ilustrados por un “embudo de plegamiento” en el cual debido a un
pequefio cambio en la entropia con una gran pérdida de energia, el glébulo fundido

evoluciona hacia el estado nativo (Fig. 1) [4].

Estados
intermediarios

ei1bia

Fig. 1. Embudo de plegamiento. Las proteinas globulares se organizan a partir de
una conformacién desordenada pasando por un estado intermediario como lo es el

glébulo fundido hasta alcanzar su estructura nativa.

Aunque el proceso es extremadamente eficiente, siempre existe la posibilidad de que
este mecanismo pueda fallar y se pueda encontrar una proteina plegada en una
conformacion no nativa. Las proteinas que siguen esta via podrian presentar
conformaciones con una estabilidad transitoria, que a su vez interaccionarian con

otras moléculas facilitando la formacion de oligémeros amorfos y en consecuencia un
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estado de agregacion. La agregacion no se genera a partir de un estado desplegado,
sino mas bien a partir de una serie de intermediarios que considerando el tipo de
estructura secundaria adquirida durante el plegamiento puede o no parecerse al

estado nativo (Fig. 2) [5].

Oligomeros desordenados fluctuantes

Oligémeros
amorfos
permanentes

w
=
2
(I

Fig. 2. Paisaje energético de proteinas agregadas. A diferencia del embudo de
plegamiento para proteinas nativas, cuando existe una alta concentracion de
polipéptido se presentan otro tipo de interacciones que originan agregacion. Las
regiones caracterizadas por una baja energia y entropia son caracteristicas de

especies que se encuentran ordenadas, tales como las fibras y los cristales.

Actualmente es bien conocido que la estructura primaria del polipéptido es un factor
clave durante el proceso de agregacion, mientras que el microambiente que rodea la
proteina es un factor determinante en el proceso de plegamiento [6]. Por otra parte
las proteinas nativamente desplegadas, conocidas por carecer de estructuras

secundarias y terciarias permanentes, presentan la tendencia a organizarse en
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estructuras amiloidogénicas. Este es el caso de la a-sinucleina, una proteina
encontrada en los cuerpos de Lewy depositados en el cerebro de pacientes afectados
con la enfermedad de Parkinson [7]. En el caso de las enfermedades por priones, la
proteina PrP ha sido aislada a partir de las placas amiloides, en la que se observé un
cambio conformacional de una hélice-a a hoja-p [8]. Este cambio conformacional
genera un mecanismo tipo molde, en donde se induce también una conformacion de
hoja-p a otras proteinas cercanas con estructura nativa. Teniendo en cuenta que el
estado nativo se encuentra en el minimo mas bajo del embudo de plegamiento, esta
region contiene la conformacion termodinamicamente mas estable para el polipéptido
en condiciones fisiolégicas. Para las proteinas cuyo estado funcional es una
estructura globular compacta, un proceso de desplegamiento parcial o total es menos
factible, lo cual les confiere una proteccion contra la agregacion [8]. Por esta razon,
muchas de las formas conocidas de enfermedades amiloides se han asociado con
mutaciones genéticas que decrecen la estabilidad de las proteinas y promueven un
desplegamiento que posteriormente se reorganiza en estructuras-f. Este mecanismo
asocia a las enfermedades amiloidogénicas a transiciones conformacionales del tipo
desorden-orden. En un trabajo de Chen S, et al. se demostrd que la poliglutamina
monomeérica en solucion representa un centro de nucleacion para la generacion de
agregados con una conformaciéon de hoja-p, los cuales se generan inicialmente por
una transicion desorden-orden [9]. Existen varios articulos que proporcionan una
caracterizacion cuantitativa de estas fluctuaciones tipo desorden-orden mediante
simulaciones de dinamica molecular con péptidos de poliglutamina. El primer trabajo
que presentd evidencias experimentales sobre las transiciones de tipo desorden-

orden, corresponde a la descripcidon de la conversion de tripsinogeno a tripsina
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publicado hace 30 afios [10]. Este mecanismo se caracteriza por la eliminacion
enzimatica de un hexapéptido de la region N-terminal de tripsindgeno con el fin de
formar tripsina. La delecion del hexapéptido promueve una transicion de un estado
desordenado del sitio de interaccion en el tripsinégeno a un estado ordenado en la
tripsina. Estas transiciones desorden-orden pueden llevarse a cabo tanto en proteinas
completas o péptidos los cuales carecen de estructuras terciarias definidas una vez
que se unen a uno o varios ligandos [11]. La capacidad que en general presentan las
“proteinas desordenadas” de modular la estructura en funcion del microambiente y
que esto permita la promocidn de diversas funciones hace que sean propuestas como
“interruptores moleculares” [12].

Por otro lado, Dunker y Obradovic [13] asi como el grupo de Uversky [14] presentaron
una definicion ampliada sobre el paradigma proteina-funcion. Estos investigadores
extienden la definicion de proteina funcional considerando ademas de las proteinas
con una estructura 3D ordenada, a aquellas con un alto porcentaje de estructura
desordenada (Fig. 3). Un ejemplo de esto ultimo seria el sitio de union de la
a-sinucleina a iones metalicos di y trivalentes, que muestra una transicion de
estructura helicoidal a pre-glébulo fundido [15]. Asi mismo se ha observado el caso
contrario en la proteina mielina, donde se da un arreglo estructural una vez que se
une a lipidos partiendo de una estructura desordenada a una conformacion de

glébulo fundido [16].
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Fig. 3. Modelo de cuatro conformaciones para las transiciones estructurales en las

proteinas.

Desde un punto de vista evolutivo, se ha propuesto que el desorden intrinseco podria
ser el mecanismo por el cual se generé la capacidad de adaptacion a varios procesos
en proteinas [17]. Esta vision se refuerza al observar que va en incremento el numero
de proteinas que presentan regiones desordenadas relacionadas directamente con la
funcion y por lo tanto con enfermedades, por esta razdén, también ha surgido un
interés en generar bancos de datos accesibles para mejorar el manejo de toda esta
informacion. Con esta intencién se cred la base de datos de proteinas desordenadas
DisProt (por sus siglas de Disorder Protein) liberada en agosto del 2006 por el grupo
de Dunker [18]. Desde entonces, otros sistemas se han creado para el estudio de

proteinas desordenadas, tales como el algoritmo IPDA (por sus siglas de Integrated
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Protein Disorder Analyzer) y AGGRESCAN que permiten identificar y predecir

regiones desordenadas en proteinas [19,20].

Enfermedades asociadas a un plegamiento anémalo de proteinas

En general, las regiones desordenadas en proteinas se han dividido en dos clases, la
primera esta relacionada con proteinas que retienen un bajo porcentaje de estructura
secundaria junto con una estructura terciaria inestable durante el estado como
glébulo fundido, a la cual se le denomind clase colapsada. La segunda clase
denominada de tipo extendido, corresponde a las proteinas que presentan un
esqueleto altamente extendido similar a la estructura tipo hoja-p [21].
Interesantemente, debido a que en muchos de estos casos se involucra funciones de
senalizacion celular, existe una fuerte posibilidad de que transiciones desorden-orden
en proteinas jueguen papeles de interruptores para determinadas funciones en la
célula. Por otro lado, debido a la alta plasticidad estructural en las proteinas estas
transiciones desorden-orden también podrian transformar o suprimir el lenguaje
normal de la interaccion proteina-proteina en uno aberrante. Por diversos estudios se
ha observado que las transiciones conformacionales que forman complejos del tipo
proteina-proteina o proteina-ligando se basan en un equilibrio entre alta especificidad
y débil afinidad, acompafiadas por una gran disminucion de entropia conformacional.
Este fendmeno permite que se amplien las superficies de interaccién, en
comparacion de las que se podrian obtener a partir de estructuras proteicas rigidas
[22].

A pesar de la extraordinaria importancia de este tipo de transiciones, seguimos

careciendo de estudios biofisicos detallados que puedan demostrar una estrecha
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relacion entre los cambios conformacionales del tipo desorden-orden y la funcién de
proteinas. Durante los ultimos afios, sobre todo con el empleo de potentes algoritmos
de bioinformatica, muchas proteinas han mostrado un desorden intrinseco y se han
estudiado en relacién con enfermedades [23]. Un buen numero de estas proteinas
pueden ser consideradas como candidatos potenciales para el estudio y tratamiento
de enfermedades cuando se reconocen en estos grupos dominios especificos que
experimentan transiciones del tipo desorden-orden [23]. Un ejemplo corresponde a la
proteina supresora de tumores p53, que es una de las proteinas mas estudiadas en
la historia. Se sabe que la p53 activa un gran numero de genes, su funcion principal
es la detencion del ciclo celular en G1 y G2, lo que permite la activacion de
mecanismos de reparacién del ADN y por lo tanto de propiedades inhibitorias de
cancer. Las personas que heredan soélo una copia funcional del gen p53 estan
predispuestos a desarrollar varios tipos de tumores. Mas del 50 % de los canceres
humanos se han asociado con mutaciones en p53, y segun el analisis sistematico de
un gran numero de mutaciones, se observd que 304 de las 882 mutaciones
estudiadas que afectan el dominio central en la estructura de p53 pueden explicarse

por sus efectos sobre el plegamiento de esta proteina [24].

Estructura de proteinas transferidoras de lipidos y su asociacion a enfermedad

En nuestro laboratorio, con la finalidad de dilucidar los mecanismos a través de los
cuales apolipoproteinas como la ApoA-l y ApoC-I llevan a cabo estos fendbmenos, nos
enfocamos en el estudio de cambios conformacionales de apolipoproteinas en
interfases aire/agua y lipido/agua. Para ello, hemos caracterizado las monocapas de

Langmuir que se forman espontaneamente a partir de estas proteinas y las
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sometimos a diferentes presiones laterales. Por medio de técnicas biofisicas se
observd la adsorcion del segmento carboxilo terminal de ApoC-l hacia la fase
hidrofdbica, el aire, o las cadenas de acilo en interfases con lipido (Fig 4). En nuestro
interés por conocer si la estructura secundaria del segmento carboxilo de ApoC-l
permanecia estable independientemente de su posicion en las diferentes interfases
hidrofilico/hidrofébicas, se realizaron estudios de este segmento en diferentes
ambientes, asi como de otros dos péptidos derivados de esta misma proteina. En
estos experimentos observamos que los segmentos peptidicos que responden a
cambios de ambiente especificos, presentan transiciones de tipo desorden-orden
[25]. Estos cambios conformacionales podrian funcionar como interruptores
moleculares permitiendo que la proteina realice sus funciones de modulacion
enzimatica y se pueda intercambiar entre las particulas lipoproteicas. Otra proteina

que podria modular su funcién por medio de este tipo de cambios conformacionales

98



Capitulo 5

dinamicos es CETP, que también hemos estudiado en nuestro laboratorio. Estudios
realizados por otros investigadores con un anticuerpo monoclonal especifico para la
region C-terminal de CETP, mostraron la importancia que tiene esta region helicoidal.
En nuestro grupo se describié que este segmento de CETP, presenta un arreglo
estabilizador entre 466H y 470D. También se planted que la actividad de union a
lipidos puede ser producida por la distribucion asimétrica de residuos polares/no

polares y por la presencia de este arreglo estabilizador [26].

a) b)
Alre Alre

Fig. 4. Representacion de monocapas de Langmuir de ApoC-I en interfaces aire/agua
bajo presiones laterales bajas (a) y altas (b). Monocapas de Langmuir binarias de
fosfatidilcolina/ApoC-I en interfaces lipido/agua a presiones laterales bajas (c) y altas
(d). En este diagrama se representa la posible funcién de interruptor molecular de la
region C-terminal al presentar cambios conformacionales dependiendo de la presién

lateral a la que se somete.
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Por otra parte, considerando el mismo enfoque con péptidos especificos sintetizados
a partir de la secuencia de la ApoA-l, cuando se deja en agua a 4° C se desarrolla
una transicién desorden-orden muy lenta, inclusive por el transcurso de semanas, a
partir de un estado completamente desordenado pasa a una estructura secundaria de
hoja-B [27]. Estos mismos péptidos en presencia de moléculas como TFE, SDS y
lisofosfolipidos presentan conformaciones con un alto contenido de estructura
hélice-a. Este comportamiento apoya el hecho de que las caracteristicas
fisicoquimicas del medio ambiente se deben considerar como un factor clave en el
desplazamiento del equilibrio dentro de la estructura secundaria de una proteina o
segmentos especificos hacia hélices-a 0 estructuras hoja-p [28]. En este caso, el
resultado de que los segmentos especificos de ApoA-lI lentamente desarrollan
estructuras fibrilares indica la posibilidad de que un proceso patolégico tal como
aterogénesis podria ser también considerado como una enfermedad relacionada a un

proceso amiloidético (Fig. 5) [29].
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Fig. 5. Imagen de microscopia de fuerza atémica del péptido DRV derivado de la

secuencia de la ApoA-l (aminoacidos 9-24).

Enfermedades de tipo amiloidogénicas

En la actualidad, un numero importante de enfermedades afectan varios tejidos y
producen una serie de sintomas comunes debidos al depdsito de proteinas en
agregados insolubles [30]. Aunque no existe una absoluta conexion entre la
formacion de fibras amiloides y su toxicidad sobre las células in vitro [31], se cree que
su efecto reside en procesos que permiten que estas proteinas generen estructuras
del tipo hoja-p. Independientemente de si la proteina precursora es sintetizada como
una proteina normal, existen factores externos principalmente relacionados con el
ambiente de la proteina durante la sintesis o durante su ruta al sitio blanco que

detonan este potencial amiloidogénico. Por otro lado varios estudios han mostrado
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que un cierto numero de polipéptidos que no estan relacionados directamente a
enfermedades amiloides también presentan la propiedad de formar fibras amiloides
bajo ciertas condiciones [32]. El hecho de que existan diferencias entre amiloides
“funcionales” y los que estan asociados a enfermedad puede explicarse en términos
de mecanismos de regulacion evolutiva, como es el caso de la proteina Pmel17 [33].
Esta ultima, después de un proceso proteolitico genera un polipéptido denominado
Ma, el cual sirve de soporte para que se lleve a cabo la polimerizacion de la
melanina.

Debido a que muchos péptidos y proteinas del tipo amiloide corresponden a
fragmentos de moléculas precursoras mas grandes, se ha observado que usualmente
un incremento de 1000 veces en la concentracidn plasmatica de estos precursores es
necesario para generar un depdsito amiloide. Los procesos proteoliticos de estos
precursores asociados a una serie de factores de trafico y sefializacion alterados
parece ser un factor critico en la formacion de depdsitos amiloides [34]. La presencia
de iones metalicos y la asociacion con proteinas accesorias tales como
apolipoproteinas y proteoglicanos sulfatados han mostrado la propiedad de modular
la amiloidogénesis [35]. Muy probablemente las moléculas mas comunes asociadas a
proteinas amiloides son los proteoglicanos, los cuales contienen un gran numero de
cadenas de glicosaminoglicanos sulfatados. Estas moléculas se han sugerido como
factores clave en la formacién de placas amiloides maduras, ya que sirven de molde y
escudo protector contra la protedlisis [36]. Varios subtipos se han asociado con
placas del beta amiloide, como son heparina, dermatan, queratina y proteoglicanos
de condroitin sulfato [37]. Dentro de las proteinas con mayor potencial para generar
fibras amiloides se encuentra la proteina precursora del B amiloide (ABPP, del inglés

amyloid g precursor protein). ABPP es una proteina transmembranal con un bajo
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potencial amiloidogénico in vitro, sin embargo existen tres mutantes de esta proteina
en los aminoacidos 695V, 751K y 770N que bajo un proceso de protedlisis por la a-
secretasa forma un ectodominio soluble con la retencién de un fragmento del C-
terminal en la membrana. De manera secundaria a la accion de la o y B secretasas se
libera un péptido denominado  amiloide, el cual es altamente amiloidogénico. Se ha
observado que el p amiloide promueve un importante estado oxidativo en la célula
[38] y posteriormente genera Alzheimer, la enfermedad mas comun entre las
personas de edad avanzada. Dentro del grupo de proteinas que generan
enfermedades cronicas neurodegenerativas se encuentran la proteina PrP, cuyas
isoformas se acumulan en el cerebro. Entre las enfermedades que genera se
encuentra la enfermedad de “scrapie” en ovejas y cabras, la encefalopatia
espongiforme en ganado y en humanos produce la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob,
Gerstmann-Strausler-Scheiker y la encefalopatia amiloide cerebral por PrP. La
funcion de PrP°¢ permanece desconocida pero se plantea que podria estar involucrada

en procesos de sinapsis [39].

Amiloidosis de nervios periféricos y transteritina (TTR)

La amiloidosis nerviosa de tipo periférica es frecuente en la polineuropatia amiloide
familiar (FAP, por sus siglas de Familial Amyloid Polyneuropathy) [40]. FAP es un
grupo heterogéneo de desdérdenes autosdmicos dominantes caracterizados por la
deposicion de la proteina fibrilar asociada con la proteina Transteritina (TTR) en
forma de amiloide [41]. La proteina TTR es un homotetramero de 127 residuos cuya
funcion es transportar en el plasma tiroxina y vitamina A. Sin embargo, varias

mutaciones en TTR causan deposicién tejido-selectivo (Fig.6) [24], las bases clinicas
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para la manifestacion predominante de cada mutacion aun no ha sido establecida.
Sin embargo la patogénesis se ha asociado con la disociaciéon del tetramero nativo en
especies parcialmente desplegadas, las cuales pueden subsecuentemente
autoensamblarse en la forma de fibra amiloide. FAP también puede generarse de
forma secundaria a la deposicion de la ApoA-l y de la proteina gelsolin, donde dos
mutantes descritas en el gen de gelsolin han sido directamente asociadas a este tipo

de enfermedades [42].

Fig. 6. Estructura tridimensional del monémero de transteritina por difraccion de rayos
X. En color se muestra la posicién de regiones con las mutaciones amiloidogénicas
mas comunes. El color blanco representa regiones libre de mutaciones, rojo es una
mutacion, verde de dos a tres, azul cuatro o mas mutaciones. Cddigo PDB: 1rlb, la

imagen esta visualizada con Pymol.

Polipéptido amiloide de islote (IAPP) y 2 microglobulina (f2m)

La proteina Amilina o IAPP (del inglés Islet Amyloid Polypeptide) es sintetizada en las
células-p de los islotes pancreaticos y sufre una serie de modificaciones
post-transduccionales para producir una proteina madura de 37 aminoacidos (Fig. 7)
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[43]. IAPP es una molécula involucrada en la modulacion del metabolismo de glucosa
asi como el metabolismo del calcio. Los agregados de IAPP son el componente

primario de los depdsitos amiloides encontrados en las células-p pancreaticas de

a 1? 20 30
QRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY

Fig. 7. Estructura tridimensional de la amilina humana. a) Estructura primaria de la
proteina completa (1K-37Y) se muestra en rojo la regiéon amiloidogénica que esta
entre 20S y 29S. b) Estructura secundaria de la amilina determinada por RMN en

presencia de micelas de SDS. Codigo PDB: 2kb8, imagen visualizada con Pymol.

pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [44]. El oligdmero prefibrilar de IAAP ha
mostrado tener la propiedad de permear en las membranas a través de mecanismos
tipo poro, sugiriendo que esta proteina podria estar relacionada a un mecanismo
patogénico involucrado en la génesis de diabetes mellitus no insulino-dependiente
(tipo Il) [45]. La B2m es una proteina encontrada en una asociacion no covalente de
las cadenas pesadas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHCI). La
B2m se encuentra normalmente en plasma y posteriormente es transportada a los
rinones donde es degradada y excretada [46]. Debido a una disfuncién renal, la

concentracién de f2m en plasma puede incrementarse arriba de 60 veces, por lo que
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se acumula como estructuras filamentosas en tejidos conectivos generando
amiloidosis relacionada con didlisis [47]. Sin embargo, se sabe que la disociacion del
MHCI predispone a una amiloidosis transitoria por 2m [48], el mecanismo por el cual

la B2m genera fibrilogénesis in vivo todavia permanece desconocido.

Conclusion

La medicina ha demostrado que muchas enfermedades tienen su origen en la forma
en que las proteinas llevan a cabo cambios estructurales donde emplean transiciones
desorden-orden y orden-desorden los cuales son finamente sincronizados. Teniendo
en cuenta que varias estructuras de tipo amiloide son funcionales y se han
caracterizado en bacterias, hongos, insectos y mamiferos observamos que existe un
consenso para la formacion de fibras amiloides lo cual representa un camino
evolutivo bien conservado en la estructura de proteinas [49]. Por lo tanto, las
diferencias entre amiloides " funcionales" y "patologicos” podrian simplemente residir
en las vias moduladoras involucradas a lo largo de su sintesis. Como el profesor
Christopher M. Dobson declaré: “Las enfermedades amiloides son resultado de la
reversion de formas biolégicamente funcionales y altamente evolucionadas de
proteinas en una estructura alternativa no deseada, que existe como resultado de la
inherente fisicoquimica de las cadenas polipeptidicas....” [8]. Sin lugar a dudas
podemos afirmar que en el futuro cercano, muchas enfermedades de origen
desconocido encontraran su explicacion en la forma en que esta clase de fendmenos

se regulan.
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Una vez que revisamos varios ejemplos de proteinas con plegamiento anémalo nos

enfocaremos nuevamente en nuestro modelo de estudio que son las

apolipoproteinas. En forma muy concreta en el siguiente capitulo estudiaremos los

mecanismos por los cuales la ApoA-l nativa o modificada puede generar procesos

anomalos como la agregacion y por tanto desarrollar en el humano amiloidosis.
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Capitulo 6

Estructura y funcion de la ApoA-I

La ApoA-| pertenece a las lipoproteinas intercambiables, lo que le permite moverse
entre diferentes particulas lipoproteicas. Debido a la importancia de la ApoA-I en el
TRC se ha pensado que es la proteina con la mayor funcidon antiaterogénica lo que
significa una proteccién contra el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La
ApoA-I| es sintetizada en el higado y en segundo lugar en el intestino como una pre-
pro-proteina. Posterior al corte del pre- y pro péptido, se genera una proteina de 243
aminoacidos los cuales son codificados por el exén 3 (residuos 1D-43N) y exon 4
(residuos 44L-243Q) localizados en el brazo largo del cromosoma 11 (Fig.1). La
regulacion transcripcional del gen de la ApoA-l es algo complejo y esta influenciado
por factores genéticos como polimorfismos en la secuencia del promotor, asi como
factores hormonales y nutricionales [1,2]. La proteina madura (28 kDa) es secretada
en el plasma, donde puede encontrarse asociada a lipido o en estado libre (5-10%)
[3]. Durante la biogénesis de la HDL, el principal aceptor de colesterol y fosfolipidos
de macrofagos es la ApoA-l libre de lipido. Como se ha comentado en capitulos
anteriores la ApoA-I esta conformada principalmente por hélices-a de tipo anfipaticas
[4,5]. Un analisis detallado por RMN en medio mimético a lipido, muestra que el
segmento N-terminal, constituido por los residuos 1D al 43N, presenta segmentos
desestructurados especificamente en los residuos 1D al 7P y 33F al 44L, éste ultimo
separa el dominio N-terminal del resto de la molécula [6]. Las hélices-a se proponen
como las regiones que podrian estar mediando las diferentes funciones de la proteina,
como la union de lipidos [4], activacidon de LCAT [7], estimulacién del flujo de

colesterol de células [8] y la interaccidn con receptores [9].

111



Estructura, funcién y propension amiloidogénicas de la Apolipoproteina A-l

Dominio de union a lipido: 44-243
Exon 3 Exon 4

Clase G*8-33
Clase A44-65
Clase Y 99-120
Clase A143-164
Clase A 166-186
Clase A 187-208
Clase Y 209-219
Clase Y 220-241

™~
=
-—
—
o~
-
<

@

w
s
o

Clase A66-87
Clase Y 88-98

()
¥
-—

23 4 5 6 7 8 910

Fig. 1. Dominios estructurales de la ApoA-l. La ApoA-I contiene un dominio globular
en el segmento N-terminal codificado por el exén 3 y otro de unién a lipido codificado
por el exdon 4. El dominio globular presenta una hélice del tipo G* y el dominio de

union a lipido 10 hélices-a, clases tipo Ay Y.

Interaccion ApoA-l/lipido

En varios estudios se ha evaluado la interaccion proteina-lipido de cada una de las
hélices que conforman a la ApoA-l, notando que el extremo N-terminal determina la
estructura abierta o cerrada de la proteina. Este proceso es modulado por la
presencia de colesterol obtenido por la interaccién con la proteina ABCA1, dando
lugar a la HDL naciente. Asi mismo debido a su alta hidrofobicidad, el dominio
C-terminal de ApoA-I facilita el anclaje a membranas [10]. Estos estudios son basados
en el modelo ampliamente aceptado para la HDL discoidal, la cual corresponde a un
disco hecho de una bicapa rodeado por moléculas de ApoA-I helicoidales en donde su
eje X es perpendicular a las cadenas acilicas de los fosfolipidos [11]. Estas
propiedades pueden ser faciimente observadas en el perfil de hidrofobicidad de

ApoA-I obtenido con el algoritmo EMBOSS Pepinfo, empleando una ventana de 9
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aminoacidos y la escala de Kyte J. & Doolittle RF. [12] (Fig.2a). El perfil negativo es
caracteristico de proteinas de membrana, sin embargo, las regiones del segmento N y
C-terminal de la proteina (10R-17V, 213D-229F), indican una alta hidrofobicidad. Por
otro lado, el uso del algoritmo HCA para ubicar parches hidrofobicos, el cual considera
en la proteina una estructura secundaria hélice-a mostro tres segmentos altamente
hidrofobicos (13D-22L, 45K-49N y 216Q-232L), (Fig. 2a, grupos hidrofébicos) [13]. La
distribucion en la hélice de aminoacidos negativos, positivos 0 neutros, genera
diferentes tipos de hélices presentes en la ApoA-I. Este cambio en la distribucién de
aminoacidos en la proteina es lo que le otorga la capacidad de asociarse a lipidos.
Por ejemplo, los segmentos que corresponden a las hélices 1 y 2 son tipo A, las
hélices 9 y 10 son tipo Y. Los dos tipos de hélices presentan la caracteristica de tener

la mayor afinidad a lipido dentro de la estructura de la ApoA-I.
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Fig. 2. Métodos empleados en la prediccion de desorden, agregacion y propensiéon de
formacion de fibras amiloides basado en la secuencia de la ApoA-I nativa. a) Perfil de
hidrofobicidad calculado con el servidor EMBOSS:Pepinfo, usando una ventana de
9 aa y la escala hidrofébica de Kyte & Doolittle, linea roja. Los bloques hidrofébicos
calculados con el servidor HCA, recuadro naranja. Posicion de los péptidos DRV©®-24),
KLL“#563) y VLES®21239) en |a secuencia de ApoA-l, recuadro negro. b) Perfil de
desorden determinado por el servidor PONDR (PONDR VL-XT). c) Perfil de carga
calculado con el servidor EMBOSS: usando una ventana de 9 aminoacidos. d)
Propension de formacion de fibras amiloides con el servidor Ziggregator (Zigg) y

formacion de estructuras globulares (Ztox).

Por otro lado, en dos estudios espectroscopicos enfocados en los dominios Ny C-

terminal de la ApoA-l con la técnica de RPE, se observd dos segmentos con

114



Capitulo 6

estructura-p [14,15]. Este resultado es interesante, debido a que la estructura
cristalina asi como las predicciones de estructura secundaria indican solo la presencia
de estructura hélice-a. en estos segmentos de la ApoA-l. La posibilidad de cambios
conformacionales, sobre todo en presencia de lipidos también se ha observado en
otras proteinas como la unidad fusogénica HA2 de la hemaglutinina del virus de la
influenza. La proteina HA2 corresponde a un segmento de 36 aminoacidos que
presenta la capacidad de realizar transiciones desorden-orden, de un segmento
desordenado a una conformacion hélice-a. La presencia de estos cambios
conformacionales en la ApoA-l en presencia de lipido podria servir como un
mecanismo para decrecer la barrera energética en su interaccion con estas

moléculas, un paso crucial en el flujo de colesterol y ensamble de la HDL.

Desorden intrinseco en la ApoA-I|

La ApoA-l es considerada dentro del grupo de las proteinas nativamente
desestructuradas [16] y por la relevancia clinica que han cobrado se acufié el término
en inglés “unfoldomic”. Estas proteinas estan asociadas a enfermedades tales como
amiloidosis, cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas y otras. Se ha
observado con varias técnicas como RMN y RPE que el N-terminal de ApoA-I libre de
lipido presenta una gran movilidad y variabilidad en su estructura secundaria
[6,8,14,17-20]. Mediante el uso del algoritmo PONDR con la secuencia nativa de esta
proteina, se predijo la presencia de cinco segmentos altamente desordenados
(Fig.2b). El primer segmento (1D-10R) corresponde al sitio que podria servir como
sensor de uniodn a lipido cuando la ApoA-| esta unida a la particula discoidal [21]. El

segundo sitio (69Q-89D) tiene una particular carga negativa en comparacion a los
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otros sitios desordenados (Fig. 2c). Este sitio también presenta la caracteristica de ser
una transicion entre una hélice tipo A y tipo Y, lo cual se ha postulado que podria ser
un factor desestabilizante en la continuidad de la estructura secundaria de una hélice-
a. El tercer segmento, que ademas de ser el mas largo, es el que tiene mayor
propension al desorden (aa 116K-150D) y coincide con un segmento propuesto como
de bisagra en el modelo de HDL discoidal propuesto por Wu. Z. et al. 2007 [21]. Este
mismo modelo presenta un asa (aa 159L-180A) que esta incluida dentro del cuarto
segmento desordenado (aa 172L-194A). Ademas este segmento también esta
relacionado con el sitio propuesto para la interaccion ApoA-I/LCAT (159L-170L). El
quinto segmento desordenado esta localizado en una regién de transicion de una
hélice tipo A a una hélice de tipo Y. Aunque se observa que en la estructura cristalina
de ApoA-l este segmento estd completamente estructurado en hélice-a, mediante
estudios de RPE se observé una estructura B, el cual se propone podria servir como
un mecanismo para facilitar la interaccion con lipidos. Por otro lado se ha observado
in vivo la presencia de bajas concentraciones de un segmento de 10 kD del N-terminal
de la ApoA-I nativa, mismo que posteriormente genera fibras del tipo amiloide[22]. Las
fibras amiloides estan constituidas por estructuras p-cruzada que a su vez producen
hojas-p orientadas en una forma perpendicular con respecto al eje longitudinal de la
fibra, resultando en un proceso de extension. Subsecuentemente, protofibrillas se
asocian de manera lateral para formar fibras de didmetros mayores. Por medio de un
analisis de la secuencia nativa de la ApoA-I empleando el servidor Ziggregator [23], se
observd que esta proteina presenta varios sitios con propension a formar fibras
amiloides:15A-20D, 50W-57F y 224S-230L (Fig. 2d, Zigg). Este servidor usa un

algoritmo que considera patrones de hidrofobicidad, aminoacidos polares y el
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contenido aromatico que se han observado en proteinas amiloidogénicas. Los
segmentos con propension a la agregacion en la ApoA-l presentan secuencias con
bloques altamente hidrofébicos compuestos de seis a siete aminoacidos flanqueados
por cargas negativas o positivas. Este algoritmo también puede identificar secuencias
que tedricamente presentan tendencia a formar estructuras globulares, las cuales se
han observado son un paso importante en la formacién de fibras amiloides. En este
sentido, por estructuras globulares nos referimos a los agregados de proteina con una
morfologia esférica. Realizando experimentos in vitro con proteinas amiloides que
generan este tipo de estructuras en condiciones estables, se observé que podrian
estar involucradas en procesos de citotoxicidad celular debido a la formacién de poros
en las membranas [24]. Los segmentos de secuencia de ApoA-I propensos a formar
estructuras amiloides calculados con el servidor Zyggregator, también muestran una
capacidad de formar estructuras de tipo fibrilar (Fig.2d, Ztox). En estos experimentos
nuevamente trabajamos con los péptidos DRV®24) y KLL“563) ambos localizados en el
extremo N-terminal de ApoA-l y VLES®?'239) que se encuentra en el segmento

C-terminal.

ApoA-l amiloidogénica

Interesantemente dentro de las mutantes existentes en la ApoA-I, un grupo de 4
isoformas estan asociadas con amiloidosis sistémica hereditaria. Las mutaciones
corresponden a 26G—R, 60L—R, 50W—R y una delecién/insercion del segmento
(60L-71F)—(V-V-T). Considerando la estructura de la ApoA-I libre de lipido propuesta
por Ajees et al. 2006 [4], estas mutantes generalmente proveen de carga positiva a la

interfase hidrofébica formada entre los dos pares de hélices del segmento N-terminal
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(1D-188R). El introducir un residuo polar debido a las mutaciones en la interfase
hidrofobica de la ApoA-I libre de lipido probablemente interviene en la formacion de
este grupo de cuatro hélices en el segmento N-terminal. Esto también modifica la
formacion de parches hidrofilicos en este dominio, los cuales se han propuesto como
motivos claves para la interaccion de ApoA-I con ABCA1, proteina de membrana que
la provee de colesterol y fosfolipidos. Esta interaccion es crucial en la transicion de
HDL discoidal a esférica. Las particulas HDL discoidales generadas por isoformas de
ApoA-I son rapidamente catabolizadas y no llegan hasta la particula esférica [10]. Es
importante mencionar que la ruta metabdlica de las isoformas de ApoA-I las cuales
generan depositos amiloides no ha sido elucidada. Sin embargo, cualquiera de estas
mutantes que se ubican en la hélice 1 y hélice G* de ApoA-l podrian generar un asa
susceptible a protedlisis entre las hélices 2 y 3. Estas ultimas, corresponden al un
segmento desordenado desordenado, cuyos aminoacidos presentan principalmente
una carga negativa. Asi mismo, se ha observado de manera experimental que este
segmento tiene la menor afinidad a lipido en comparacion al resto de la proteina (Figs.
2b y 2c¢). En todos los casos, las fibras amiloides derivadas de ApoA-I son generadas
a partir de péptidos correspondientes a los primeros 83R-94K aminoacidos del
segmento N-terminal. Las mutaciones de los aminoacidos 26G, 50W y 60L también
generan un cambio en la carga, una caracteristica que favorece la formacion de una
conformacion extendida de hoja-p. Estos péptidos liberados presentan la misma carga
neta, independientemente del origen de la mutacion por lo que se observa una
conservacion en el perfil hidrofilico. Es importante resaltar que varios datos teoricos y
experimentales relacionados con los dominios N y C-terminales de ApoA-I indican que

ambos tienen una alta propension para agregarse.
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Fig. 10. El receptor ABCA1 promueve la transferencia de fosfolipidos a la forma
pobre de lipido de la ApoA-l nativa, el principal componente de las HDLs.
Probablemente ABCA1 transloca fosfolipidos y colesterol de la membrana
plasmatica a la ApoA-I generando la particula HDL discoidal. Esta particula discoidal
es transformada en HDL esférica en la sangre por la accién de la enzima LCAT. La
HDL esférica se asocia con el receptor SRB1 en la membrana plasmatica de
hepatocitos y transfiere colesterol libre y esterificado al higado para su excrecion en la
bilis como colesterol libre (via ABCG5/G8) o una subsecuente conversion en sales
biliares [9]. En el caso de las isoformas amiloidogénicas de la ApoA-l, una adecuada
interaccion con ABCA1 es impedida y por tanto el proceso para la formacion de la
particula HDL discoidal no es eficiente. Un tamafo no adecuado de la particula
discoidal impide la interaccién con la enzima LCAT asi como con el receptor SRB1.
Esta particula discoidal de tamafo anormal rapidamente es catabolizado, liberando

diferentes péptidos con la capacidad de generar fibras amiloides.
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Sin embargo, solo péptidos del N-terminal se encuentran en placas amiloidogénicas
aisladas de personas afectadas por amiloidosis familiar o Alzheimer. Los segmentos
de la ApoA-I con una tendencia a mantenerse en un estado desordenado, junto con
su baja afinidad a lipido podria ser la clave para entender la formacién de las

particulas de HDL.

Conclusiones

Actualmente el entender los mecanismos por los cuales las proteinas mutadas o
nativas asi como segmentos derivados de estas generan estructuras amiloides, ha
resultado ser todo un desafio. En las proteinas varias transiciones del tipo desorden-
orden han resultado ser reversibles por lo que este fendmeno se ha asociado
frecuentemente con importantes eventos de senalizacién en la célula. Asi mismo,
debido a la posicion clave de este fendmeno en la biologia celular, el plegamiento
anomalo de proteinas y transiciones conformacionales aberrantes se han asociado
actualmente con un gran numero de enfermedades. Sin embargo, en las proteinas las
diferentes transiciones estructurales de tipo funcional o patolégico podrian dar origen
a amiloidosis, lo cual indica que tal vez simplemente la modulacion de las rutas
metabdlicas involucradas a lo largo de la sintesis y de su microambiente es lo que

regulan su destino amiloide o no.

Perspectivas

Como una continuacion de este trabajo se plantea estudiar de forma experimental las
transiciones desorden-orden en nuestro modelo que es la ApoA-l, mediante

mutaciones y en un medio mimético a la HDL que son las HDL reconstituidas (HDLr).
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Con este sistema se evaluaran los cambios conformacionales del complejo

ApoA-I/HDLr durante la interaccion con receptores como ABCA1.
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Capitulo 7

Resumen

En este trabajo se estudiaron péptidos derivados de los dominios N y C-terminal de la
ApoA-I [DRVE-24] [KLLA#563)] y [VLES®?2'-239)], los cuales contienen los segmentos mas
hidrofobicos y no presentan una estructura definida en esta proteina. Mediante
mediciones de DC en diferentes condiciones se demostré6 que ambientes lipidicos
promueven sensiblemente estructuras hélice-a. en estos péptidos. Las observaciones
con MFA de muestras acuosas de los péptidos DRV®24 y VLES?21-239) mostraron
estructuras amiloides similares a las encontradas en placas de pacientes con
Alzheimer. Cuando los péptidos en estudio fueron incubados bajo condiciones que
promueven la formacion de estructuras globulares estables, VLES®?2'-239) presentd una
mayor citotoxicidad en células de microglia y macrofago de ratén. Nuestros resultados
proveen informacion valiosa para explicar diferentes propiedades fisicoquimicas de
segmentos clave en la ApoA-l los cuales podrian estar implicados en transiciones
desorden-orden que mantienen el delicado equilibrio entre las conformaciones nativa

y anormal.

Introduccion

La apolipoproteina A-l representa un componente clave en el transporte reverso de
colesterol y por esta razén los péptidos derivados de esta proteina son considerados
como agentes terapéuticos potenciales contra enfermedades cardiovasculares [1]. Por
otro lado, la ApoA-l en afios recientes se ha convertido en blanco de multiples
estudios experimentales y teoricos [2]. Los dominios sin una estructura definida

presentes en ésta y otras proteinas se han asociado a una capacidad para desarrollar
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varias funciones [3]. Sin embargo, como se menciond en la introduccién estos
segmentos presentan un factor potencial para el desarrollo de enfermedad [4].
Mediante diversos estudios se ha propuesto que los dominios funcionales en ApoA-I
corresponden al N y C-terminales [5,6]. Con este estudio nosotros identificamos
modulos hidrofébicos dentro de la secuencia de esta proteina que promueven el
autoensamble y la agregacion. Asi mismo identificamos que determinada posicion de
residuos aromaticos en una posicion determinada en la secuencia proteica puede ser
clave en la interaccién con lipidos. Nuestros resultados proporcionan informacion
importante sobre los mecanismos que regulan las transiciones conformacionales

localizadas que podrian afectar la interaccion de ApoA-I con las particulas HDL.

Resultados

Analisis in silico de la proteina y péptidos derivados de ApoA-I|

Se utilizé el meta servidor PONDR-FIT y se encontraron cuatro regiones propensas al
desorden (aminoacidos 1D-13D, 112M-154A, 204S-210A, 233L-243Q) en la
secuencia de la proteina. Usando el servidor HCA (del inglés Hydrophobic Cluster
Analysis) encontramos que son tres los segmentos con la hidrofobicidad mas alta
(aminoacidos 13D-22L, 45K-49N, 216Q-232A) y que corresponden a la secuencia de

los péptidos DRV©®-24), KLL“5-63) y VI ES(221-2%9) (Fig. 1A). Asi mismo, el algoritmo
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Zyggregator identifico varios sitios con propension para formar fibras amiloides vy

estructuras globulares (aminoacidos 15A-20D, 50W-57F y 224S-230L), los cuales

también corresponden a la secuencia de los péptidos en estudio (Fig.1B). La

prediccion tedrica para las velocidades de agregacion (Zag propensity) indican que el

péptido VLES@21-2%9) podria formar agregados tipo amiloide mas rapido que los otros

péptidos probados (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos DRV®-24) KLL“#5-63) y

VLES(221-239)

Péptido

DRV (9-24)

KLL (45.63)

VLES (221-239)

Secuencia de
aminoacido?

BRVEBLATVYVEVLEE

KLLENWESVISTFSKLREG

VLESFEVSFLSAL BEYTEK

Carga
promedio

-1

0

0

Hidrofobicidad
Promedio
(kcal/mol)

0116

0.151

0.118

Momento
Hidrofobico
HH (kcal/mol)

0.480

0.280

0.390

Hidrofobicidad
del Steric

zipper®
(kcal/mol)

0675

0218

0.664

Tendencia de
agregacion
Zag log K(s™)

4.3

4.5

-3.2

Aminoacido
aromatico (X) y
polar positivo

(P)

-|I-|I-| sanneean I'I

Ilili}{i..oooxolllli

lili}{looX.oooil_}{_l-

Formacidén de

estructura si si si
globular

Formacién de . o s
fibrillas

Citotoxicidad media pobre alta

@ amino acidos: positivo e, negativo e, polar sin carga e, aromatico

b El “steric zipper” esta subrayado.
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Mediciones de Dicroismo Celular

Se realizaron mediciones de DC en el UV lejano para los péptidos DRV©®-24) KLL#5-63)
y VLES®21-239) en solucion acuosa con intervalos de 24 h (Fig. 2A-C), en presencia de
20 mM de Liso-C12PC (cmc=0.9 mM) o 40% TFE (Fig. 2 D-F). El espectro de DC de
péptidos disueltos en agua presentaron un simple minimo alrededor de 200 nm en el
tiempo 0 h, lo que indica la presencia principalmente de estructuras desordenadas. En
la presencia de Liso-C12PC y TFE los tres péptidos mostraron un claro minimo a 208
nm y 222 nm, asi como un maximo a 195 nm, caracteristico de una hélice-a (Fig. 2D-
F). La deconvolucion de los espectros de DC para los péptidos DRV©®-24), KLL“5-63) 'y
VLES®21-239) en agua desplegaron una mezcla de estructuras hélice-a, hoja-p y
desordenada (Tabla 2). En esta tabla solo se muestran los porcentajes de las tres
principales estructuras analizadas en este trabajo que son hélice-a, B y sin estructura
definida (rc, del inglés random coil). El resto de los porcentajes corresponden a

vueltas tipo beta (en inglés Beta-turn) y estructuras paralelas.
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Fig. 2. Espectros de DC en el UV -lejano de los péptidos derivados de ApoA-I.
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diferentes periodos en agua. D-F) Espectro de DC de los péptidos DRV©®-24) KLL(45-63)
y VLES#2'239) incubado por 24 h en 40% de TFE y 20 mM de Liso-C+2PC.

130

260



Capitulo 7

Tabla 2. Contenido de estructura secundaria de péptidos derivados de ApoA-l en

agua o moléculas de caracter anfipatico.

Tiempo PEPTIDOS
Muestra Incubacian DRV®-24 K LLI45-63) VLE §(221-239)

horas)  o,q  %up  wrc [wo %P %rc |ua %B wrc
H20 0 66 353 384 |45 382 354 | 85 460 286
24 70 341 382 |50 369 353 | 105 478 270
48 73 323 384 |51 364 352 | 111 452 277
72 97 277 372 |42 395 352 | 103 502 262
96 112 269 364 |40 412 352 | 103 460 276

120 127 220 368

144 131 220 365

168 168 198 347

192 176 184 345
TFE 40% 24 472 06 267 |263 194 280 | 395 27 250
Liso-C,PC 24 268 39 463 |242 134 280 | 340 59 260

20 mM

o estructura hélice-a, B: estructura beta, rc: sin estructura definida

Péptidos agregados observados por MET y MFA

Debido al incremento en estructuras hoja-p, se exploré la posible formacién de fibras

tipo amiloide. Las muestras de péptido se analizaron por MET (Fig.3) y MFA (Fig. 3,

insertos). Esta figura muestra las diferentes conformaciones que los péptidos

VLES®@21239) (Fig. 3A-F), DRV (Fig. 3G-L) y KLL“5%3 (Fig. 3M-R) adquieren

durante el tiempo de experimentacion. El péptido VLES®2239) al tiempo 0 h reveld

estructuras protofibrilares (Fig. 3A, flechas) las cuales crecen de forma longitudinal a

las 24 h de incubacion (Fig. 3B). Se observa una modificacion importante hasta los

120 dias de incubacion donde se forman estructuras globulares que incrementan su
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tamafio significativamente (Fig. 3F). El péptido DRV®2?% desplegd una mezcla de
oligdbmeros e intermediarios protofibrilares al inicio del experimento (Fig. 3G) y a las 24
horas de incubacion observamos largas estructuras fibrilares (Fig. 3H). Las
estructuras fibrilares generadas por este péptido aumentaron de tamafo
paulatinamente hasta los 120 dias de incubacién (Fig. 3L). En contraste, agregados

de tipo no fibrilar se observaron durante la incubacion de KLL“53) (Fig. 3M-R).
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Fig. 3. Microfotografias de MET y MFA de los péptidos DRV(©-24) KLL{#563) y
VLES(?21-239) Estudio de los agregados en agua con microscopia electronica y de
fuerza atomica de los péptidos VLES®@21-239) (A-F), DRV(©-24) (G-L) y KLL®#563) (M-
R). Los tiempos de incubacion de los péptidos son: Oh (A, G, M), 24h (B, H, N),
48h (C, I, O), 72h (D, J, P), 92h (E, K, Q) y 120 dias (F, L, R). Las flechas en A
muestran las estructuras protofibrilares. Los insertos son imagenes de MFA de las
muestras estudiadas por DC.
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Ensayo de viabilidad celular y microscopia éptica

Los efectos citotdxicos de los agregados formados por los péptidos DRV©®-24) KLL“#5-63)
y VLES@2"-2%9) fyeron evaluados en células de macrofago y microglia de ratén [7],
siguiendo la reducciéon de MTT como un indicador indirecto de estrés oxidativo celular.
Los péptidos DRV©®-24), KLL®“#563) y VILES®2239) fyeron incubados durante 120 dias
previos a la prueba de viabilidad. Cuando los macréfagos se expusieron a
concentraciones incrementadas de los tres péptidos en estudio, la viabilidad celular
decrecio ligeramente en el caso de VLES®?-239) sin mostrar una dependencia de la
concentracion de péptido (Fig. 4A). Para los experimentos de viabilidad realizados con
células de microglia, se amplié el rango de concentracién a 93 ug/mL. En estos
ensayos se observo una descenso de viabilidad mas clara (Fig. 4B). Las imagenes de
microscopia Optica mostraron en las figuras 4Ad y 4Bd cambios morfolégicos muy
claros en ambos tipos de células tratadas con el péptido VLES??-29)_En esta serie de
experimentos de viabilidad celular en correlacion a los agregados observados por
MET y MFA, se observa claramente que las estructuras protofibrilares y oligdmeros

del péptido VLES®?2'-239) corresponden a la forma mas citotoxica del péptido.
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Fig. 4. Efectos citotoxicos de péptidos derivados de ApoA-l. A) Células de
macrofago y B) Células de microglia. Los porcentajes de reduccion de MTT
corresponden al porcentaje de viabilidad. Las imagenes de microscopia Optica en
(Aa-d) muestran células de macréfago tratadas con péptidos a 46 ug/mL y (Ba-d)
corresponde a células de microglia tratadas con péptidos a 93 pg/mL. Los
péptidos se probaron de la siguiente manera a) control, b) DRV©®-?4), ¢) KLL“#%63) y

d) VLES(21-239)  estos péptidos se incubaron previamente a 4°C durante 120 dias.

135



Modificacion por el microambiente de la estructura secundaria de péptidos derivados de ApoA-I

Discusion

Cuando las apolipoproteinas son expuestas a interfases aire/agua y lipido/agua, una
evidente transicion conformacional desorden-orden toma lugar lo cual podria tener un
impacto importante para la funcion de la HDL [8]. En este sentido, nosotros
previamente mostramos que transiciones conformacionales observadas con una serie
de péptidos derivados de la ApoA-l estabilizan y mejoran la actividad enzimatica de
LCAT [9]. En funcién de predecir cuales segmentos de ApoA-l podrian presentar la
mayor propension para generar transiciones desorden-orden, se uso el servidor
PONDR-FIT con el cual encontramos tres segmentos que se unen a lipidos vy
adquieren una conformacién helicoidal que podrian contribuir a la estabilizacién de la
interaccion lipido-proteina. En nuestro analisis también utilizamos el servidor HCA y
observamos nuevamente tres segmentos altamente hidrofébicos dentro de la
estructura helicoidal de la ApoA-I.

Los péptidos y proteinas capaces de generar fibras amiloides presentan en comun
bloques de aminoacidos hidrofébicos llamados “steric zipper” [10]. Interesantemente,
el péptido DRV©®?4) presenta el valor de pH e hidrofobicidad promedio del “steric
zipper” mas alto seguido por el péptido VLES?2'-239) Esto nos permitié concluir sobre
la importancia de un segmento que funge como centro de nucleacién adecuado para
la generacion de estructuras fibrilares. Aunado a lo anterior, se observé en la
deconvolucion del espectro de DC para los péptidos DRV®24 y VLES@21-239) yn
moderado incremento en el contenido de hélice-a, a pesar de que las microfotografias
mostraron la formacion de fibrillas (Tabla 2). Esto sugiere que la estructura hélice-a
podria tener un papel importante en la formacién de este tipo de agregados, ya que se

ha observado que pueden funcionar como un mecanismo para reclutar proteina
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formando micelas de péptido, lo cual otorga de un cierto ordenamiento previo a la
generacion de la fibra. Por otro lado, el uso del servidor Zyggregator predijo que la
propensiéon para la formacién de fibras amiloides fue similar para los péptidos
DRV®-24) KLL“#563) y VLES®?21-239) (Fig. 2B). Nosotros encontramos tres caracteristicas
elementales en los péptidos DRV©®-24 y VLES?2'239) que conducen a la agregacion de
proteinas. En primer lugar, los péptidos presentan un “steric zipper” caracteristico de
las proteinas amiloides (Tabla 1). Segundo, la presencia de aminoacidos aromaticos,
en particular la fenilalanina, esta relacionada con el auto-ensamble de fibras
amiloides. Finalmente, observamos una uniformidad en los aminoacidos que
componen el “steric zipper” y las regiones adyacentes, una propiedad relacionada a
interacciones proteina-proteina que dirigen la formacion de fibras tipo amiloide. La
existencia de segmentos desestructurados en los dominios N y C-terminal de ApoA-I
hacen a la proteina susceptible a hidrélisis enzimatica [11], fendbmeno que incrementa
la probabilidad para la generacion de estructuras autoinmunes altamente hidrofébicas
que en turno podrian inducir una respuesta inflamatoria [12], promoviendo la
generacion de centros de nucleacion importantes en la formacién de fibras tipo
amiloide (Fig. 5) [8]. Durante nuestro ensayo de viabilidad, el péptido VLES?2'-239) y en
una menor extension el péptido DRV®24), |os dos péptidos que generan fibras, tienen
la habilidad de promover citotoxicidad. El péptido VLES?2'-23%) gademas presenta la
propiedad de alterar la membrana celular como se observd por microscopia Optica
(Fig. 4Bd), lo cual podria estar asociado a la formacién de estructuras hélice-a en
presencia de lipidos. Se ha observado que la estructura helicoidal en péptidos permite
la formacién de canales de tipo amiloide o inclusive se genera un efecto tipo

detergente en las membranas.
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Fig. 5. Propiedades de agregacion de ApoA-I. ApoA-|l pobre de lipido interactua con el
receptor ABCA1 y producen estructuras discoidales siguiendo un proceso hasta el
momento no definido. Las particulas discoidales son transformadas en HDLs esféricas
por la accion de la enzima LCAT. Solamente las formas esféricas de HDL pueden
interactuar con el receptor SRB1. La ApoA-I modificada no puede interactuar
propiamente con el receptor ABCA1 formando HDLs discoidales anormales. Una
consecuencia de esta condicion es la exposicion de segmentos altamente
desestructurados de ApoA-l propensos a la hidrolisis enzimatica. Los péptidos
liberados podrian generar estructuras amiloidogénicas que se organizan en
estructuras tipo micela y posteriormente evolucionan a estructuras protofibrilares
dependiendo de la composicion de los residuos. Modificado de Mendoza-Espinosa P,
etal. 2011 [13].

Mediante las microfotografias de TEM y MFA de las muestras del péptido VLES(?21-239)
es posible concluir que los protofilamentos, asi como las estructuras globulares

corresponden a las estructuras citotoxicas de este péptido. Basados en las
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transiciones conformacionales y la citotoxicidad asociada a la ApoA-I derivada de los
péptidos utilizados en este trabajo, nosotros sugerimos que las transiciones desorden-
orden que permiten la formacién de una estructura hélice-a. en esta proteina en una
interface hidrofilico/hidrofébica de membranas, puede ser considerada una

caracteristica clave para explicar la citotoxicidad celular.

Nuestros estudios ponen en perspectiva el hecho de que segmentos altamente
hidrofébicos de la ApoA-I presentan la habilidad de desarrollar transiciones desorden-
orden de estructura secundaria dependiendo de las moléculas a las cuales se asocia.
La asociacion de estos segmentos altamente hidrofébicos a tipos de moléculas
especificos podria cambiar el equilibrio hacia la consolidacion de segmentos
helicoidales de tipo hélice-a que podrian aparentemente garantizar la funcién normal
de la proteina. En contraste, si estos segmentos realizan interacciones proteina-
proteina o son puestos en ambientes altamente hidrofilicos, se propicia la posibilidad
de generar estructuras pro-agregantes que podrian afectar la funcién normal de la

ApoA-I.

Conclusiones

La estructura dinamica que exhibe la ApoA-l basicamente soportada por segmentos
expuestos intrinsecamente desordenados, experimentan transiciones
conformacionales de tipo desorden-orden y orden-desorden que podrian explicar las
propiedades intercambiables observadas en esta familia de apolipoproteinas. Cuando
la proteina es localizada en un ambiente altamente hidrofilico con sus segmentos

hidrofobicos expuestos, adquiere una conformacion desordenada y esto permite la
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permanencia de la proteina en plasma. Sin embargo, cuando estos segmentos
comienzan a asociarse a lipido, adquieren estructuras secundarias organizadas
principalmente de tipo hélice-a, permitiendo la formacién y consolidacion de particulas
lipidicas que daran origen a las HDL.

Durante muchos afos, la funcién de la proteina se ha sustentado en estructuras bien
ordenadas, tridimensionalmente rigidas y fueron fundamentales para el entendimiento
de la funcion proteica. En este sentido, un nimero importante en enfermedades que
en el pasado habian sido dificiles de entender, actualmente comienzan a encontrar
una explicacion en el plegamiento anémalo de proteinas [14]. Sin lugar a dudas,
nosotros podemos decir que, en el futuro cercano muchas enfermedades con un
pobre entendimiento en sus origenes no solo encontraran una explicacion molecular
basada en este fendmeno, sino también en la forma en la que regiones de proteinas

intrinsecamente desordenadas son moduladas.

Perspectivas

Este trabajo representa la culminacion de todo un bloque de estudios realizados en el
laboratorio, sin embargo el encontrar respuestas lleva consigo la generacion de otras
preguntas. En este sentido, la direccion del siguiente trabajo estara encaminado a
estudiar las interacciones de ApoA-I con el receptor de membrana SRB1, lo cual sin
lugar a dudas nos dara informacion relevante sobre el proceso del transporte reverso

de colesterol.
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Materiales y Métodos

Sintesis de péptido y preparacion de las muestras: Los péptidos fueron
sintetizados basados en la secuencia reportada para la ApoA-l, y la funcion deL N-y
C- terminal: D®-RVKDLATVYVDVLKD?* [DRV9-24], K*-LLDNWDSVTSTFSKLREQ®
[KLL45-63], y V?2-LESFKVSFLSALEEYTKK?® [VLES221-239]. La pureza de los
péptidos fue mayor que 98% (GenScript Corp., Piscataway, NJ, USA). Los péptidos
liofilizados fueron disueltos en agua ultrapura (18.2 MQ-cm, pH 6.8) a 1 mg/ml y
diluido para dar una concentracion final del péptido de 200 ug/ml en solucion acuosa o
con las molécuflas que van a ser probadas como el Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-
fosfocolina (Liso-C12PC) vy trifluoroetanol (TFE). La concentracion de la proteina fue

determinada por residuos aromaticos en una absorbancia a 280 nm.

Espectroscopia de Dicroismo Circular: Los espectros de Dicroismo Circular en
el UV lejano se registraron en un espectropolarimetro Avid 62DS, utilizando una celda
de cuarzo de 0.1 cm. Los parametros utilizados para las mediciones fueron 2.5 s en el
tiempo promedio y 0.5 nm en el tamafo de paso sobre un rango de longitud de onda
de 190-260 nm. Los resultados de DC son reportados como elipticidad molar
promedio (©, deg cm? dmol™'), considerando una correccion de la linea base. El
contenido de estructura secundaria fue calculado en un rango de longitud de onda de

190-260 nm, usando el algoritmo de redes neurales CDNN [14].

Andlisis in silico: Se utilizé el algoritmo PONDR-FIT para predecir cambios
conformacionales [15]. Los segmentos hidrofdbicos basados en la estructura

secundaria de las cadenas polipeptidicas de la ApoA1 fueron predichas usando el
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servidor HCA [16]. Las regiones propensas a formar estructuras amiloides y
estructuras globulares en estas proteinas fueron realizadas con el servidor

Zyggregator [17].

Cinética de agregacion del péptido: Las soluciones del péptido en agua fueron
incubadas a 4°C durante varios dias. Las muestras de estos péptidos fueron tomadas
a Oh, 24h, 48h, 72h, 96h y 120 dias, posteriormente se observaron usando

microscopia eléctronica de transmision y microscopia de fuerza atémica.

Microscopia electronica de transmision (MET): Las soluciones de los péptidos
fueron depositadas en rejillas de carbén activado de MET y posteriormente tefidas
con 2% de acetato de uranilo. Las estructuras tefidas con la tincion negativa fueron

analizadas usando un equipo de TEM JEM-1200EX11 (JEOL,Japan).

Microscopia de fuerza Atémica (MFA): Unas alicuotas de solucion de péptido
en agua fueron depositadas en mica recién cortada y posteriormene fue secada bajo
flujo laminar durante 5 minutos. Las imagenes fueron obtenidas usando un
microscopio MultiMode (Digital Instruments, Ltd., Veeco Instruments, Watford, UK) en
conjunto con el control del sistema Nano Scope llla (Digital Instruments Ltd., Veeco
Instruments). Las imagenes fueron tomadas en modo contacto con tamaros de 5.0
pum x 5.0 ym, a una frecuencia de escaneo de 2 Hz, usando puntas de nitruro de

silicio.

Ensayo de toxicidad con MTT: Se crecieron células RAW y EOC como se

describe en Manzano-Leon et al. 2006. Las células de macréfago y microglia fueron
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sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10* células/pozo (100

pL/pozo) e incubadas por 24 h. Se realizaron diluciones seriales de péptidos

previamente incubados (120 dias a 4°C en agua ultrapura) utilizando medio reducido

en suero Opti-MEM sin rojo de fenol. Posteriormente se adicionaron 100 ul de estas

diluciones en cada pozo con células. Las incubaciones se realizaron por 20 h y la

viabilidad celular se estimdé midiendo la reduccion celular del Bromuro de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazdélico (MTT) [7]

Microscopia Optica: Las imagenes de las células fueron capturadas,

procesadas y convertidas a formato TIFF utilizando un microscopio Olympus IX71

(100 y 400x) y el software Image-Pro 3DS 6.0.

Referencias

10.

11.

143

Barter PJ, Rye KA. Molecular mechanisms of reverse cholesterol transport, Curr. Opin. Lipidol. 7
(1996) 82-7.

Uversky VN, Gillespie JR, Fink AL. Why are "natively unfolded" proteins unstructured under
physiologic conditions? Proteins 41 (2000) 415-27.

Tompa P. Intrinsically disordered proteins: a 10-year recap, Trends Biochem. Sci. 37 (2012) 509-16.
Mendoza-Espinosa P, Garcia-Gonzalez V, Moreno A, Castillo R, Mas-Oliva J. Disorder-to-order
conformational transitions in protein structure and its relationship to disease, Mol. Cell. Biochem. 330
(2009) 105-20.

Kono M, Okumura Y, Tanaka M, Nguyen D, Dhanasekaran P, et al. Conformational flexibility of the N-
terminal domain of apolipoprotein A-I bound to spherical lipid particles, Biochemistry 47 (2008) 11340-
7.

Okon M, Frank PG, Marcel YL, Cushley RJ. Heteronuclear NMR studies of human serum
apolipoprotein A-l. Part |. Secondary structure in lipid-mimetic solution, FEBS Lett. 517 (2002)139-43.
Garcia-Gonzalez V, Mas-Oliva J. Amyloidogenic Properties of a D/N Mutated 12 Amino Acid
Fragment of the C-Terminal Domain of the Cholesteryl-Ester Transfer Protein (CETP), Int. J. Mol. Sci.
12 (2011) 2019-35.

Abe K, Saito H. Both oxidative stress-dependent and independent effects of amyloid beta protein are
detected by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay,
Brain Res. 830 (1999) 146-54.

Campos-Teran J, Mendoza-Espinosa P, Castillo R, Mas-Oliva J (2012) Conformational and Disorder
to Order Transitions in Proteins: Structure / Function Correlation in Apolipoproteins. In: Weibo Cai and
Hao Hong (Eds) Protein-Protein Interactions- Computational and Experimental Tools, Intech, Rijeka,
Croatia pp. 331-358.

Okon M, Frank PG, Marcel YL, Cushley RJ. Heteronuclear NMR studies of human serum
apolipoprotein A-l. Part |. Secondary structure in lipid-mimetic solution, FEBS Lett. 517 (2002) 139-43.
Okon M, Frank PG, Marcel YL and Cushley RJ Secondary structure of human apolipoprotein
A-1(1-186) in lipid-mimetic solution, FEBS Lett. 487 (2001) 390-6.



Modificacion por el microambiente de la estructura secundaria de péptidos derivados de ApoA-I

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Wu Z, Wagner MA, Zheng L, Parks JS, Shy JM, 3rd, Smith JD, Gogonea V, Hazen SL. The refined
structure of nascent HDL reveals a key functional domain for particle maturation and dysfunction, Nat.
Struct. Mol. Biol. 14 (2007) 861-8.

Campos-Teran J, Mendoza-Espinosa P, Castillo R, Mas-Oliva J. Conformational and Disorder to
Order Transitions in Proteins: Structure/Function Correlation in Apolipoproteins, (2012) In Protein
Interaction/Book 2, In Tech — Open Acces Publisher.

Xue B, Dunbrack RL, Williams RW, Dunker AK, Uversky VN. PONDR-FIT: a meta-predictor of
intrinsically disordered amino acids, Biochim. Biophys. Acta 1804 (2010) 996-1010.

Wu Z, Gogonea V, Lee X, Wagner MA, Li XM, et al. Double superhelix model of high density
lipoprotein, J. Biol. Chem. 284 (2009) 36605-19.

Fang Y, Gursky O, Atkinson D Lipid-binding studies of human apolipoprotein A-l and its terminally
truncated mutants, Biochemistry 42 (2003) 13260-8.

DuBay KF, Pawar AP, Chiti F, Zurdo J, Dobson CM, Vendruscolo M. Prediction of the absolute
aggregation rates of amyloidogeni

c polypeptide chains, J. Mol. Biol. 341 (2004) 1317-26.

144



Capitulo 7

145



Discusion y Perspectivas



Capitulo 8

Este estudio nos permiti6 comprender los mecanismos por los cuales las
apolipoproteinas como la ApoA-l y la ApoC-I llevan a cabo su funcion dentro del
importante proceso conocido como transporte reverso de colesterol. El estudio
realizado a través de péptidos derivados de la secuencia de ApoC-l nos permitié
identificar que la proteina completa podria tener la capacidad de modular cada dominio
de manera independiente en funcion del microambiente en el que se encuentre inmersa.
De esta manera puede permanecer parcialmente anclada a la particula HDL por medio
de un segmento con estructura hélice-o,, mientras que el dominio expuesto al medio
permanece desestructurado y disponible para interaccionar con un receptor o una
enzima. Asi mismo, los experimentos con ApoC-l nos permitieron comprender que la
presencia de lipidos especificos es capaz de modular la funciéon de esta y otras
proteinas. En el caso de la interaccion de LCAT con la HDL se genera como
subproducto a la esterificacion del colesterol el lisofosfolipido Liso-C12PC. El Liso-C12PC
es un inhibidor de la actividad de LCAT, lo cual podria estar relacionado con cambios
de la estructura en su sitio activo o de ApoC-l que tiene la funciéon de activar a esta
enzima. En nuestros experimentos de DC observamos que los péptidos derivados de
ApoC-l (ALDO-24) ARELI??-38) y SAKE5-53)) adquieren un alto porcentaje de estructura
secundaria en presencia del Liso-C12PC, principalmente el péptido que corresponde al
segmento C-terminal. En la literatura se ha reportado que el segmento C-terminal de
ApoC-I podria ser el dominio que activa a la enzima LCAT y el adquirir una estructura
secundaria rigida, en este caso de hélice-a, podria detener su funcion de activador. En
nuestro estudio sobre péptidos derivados de ApoA-Il y su efecto en la actividad de LCAT
también observamos un efecto de Liso-C12PC como modulador en la actividad de la

enzima. Se observd una actividad 6ptima de los péptidos DRV, KLL y VLES sobre
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LCAT usando una concentraciéon de péptido/Liso-C12PC de 0.9 mg/mL:30mM. En este
caso consideramos que el Liso-C12PC funcioné como un estabilizador de una estructura
soluble en los péptidos para que pudiera interactuar con la enzima LCAT.

La ApoA-I tiene la particularidad de estar conformada principalmente por hélices-a. de
tipo anfipatica, ademas cada hélice presenta un parche altamente hidrofébico. Esto
favorece una mejor interaccién con la monocapa de fosfolipidos que componen a la
HDL, pero cuando esta cambia su estructura de discoidal a esférica presenta un cambio
en la tension interfacial. Una consecuencia es que la interaccion ApoA-I/HDL se vea
disminuida y a medida que queda mas expuesta la ApoA-l en la superficie, ciertos
dominios sensibles a la interaccion con lipido pierden estructura. Esto ultimo facilita el
proceso de intercambio entre lipoproteinas que realiza la ApoA-l, dado que al perder
la estructura de hélice-a la estructura desordenada presenta caracteristicas de tipo
hidrofilico. Asi mismo, la presencia de segmentos desordenados permite la interacciéon
con diferentes receptores y enzimas. Como es el caso de la interaccion de ApoA-I con
los receptores de membrana ABCA-1 o SRB1 y la enzima LCAT. Se postula que todas
estas interacciones podrian ser llevadas a cabo por segmentos desestructurados como
de ApoA-I como son el dominio N y C-terminal dada la alta plasticidad observada en la
molécula completa y por nosotros en los péptidos derivados de estos segmentos. Los
cambios estructurales denominados en este trabajo como transiciones desorden-orden
y orden-desorden permiten modular cada una de las interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido, por lo que resulta para nosotros muy satisfactorio mencionar que en
este trabajo encontramos detalles estructurales y fisicoquimicos que permiten explicar

estas transiciones en la ApoA-I. El efecto de estas transiciones en la funcion de ApoA-

148



Capitulo 8

| se observaron de manera contundente en el estudio de la activacién de la enzima
LCAT por los péptidos DRV, KLL y VLES.

Un ejemplo mas sobre las transiciones desorden-orden lo constituye CETP, esta
proteina encargada del transporte de éster de colesterol y triglicéridos de la HDL a la
LDL principalmente mediante un mecanismo que actualmente esta bajo una profunda
investigacion por las grandes repercusiones que tiene en el campo clinico. Este
proyecto corresponde a una linea que lleva varios afios de estudio en el laboratorio y
ha crecido al punto en el cual los resultados obtenidos han generado desarrollos
tecnolégicos. Los resultados obtenidos en el trabajo aqui presentado permitieron
corroborar, mediante experimentos in silico, una propuesta del laboratorio, en donde el
dominio C-terminal de CETP estaria realizando la transferencia de lipido mediante un
proceso de micelizacion.

Nuestro interés no solo es sobre los mecanismos que regulan la funcion de las
proteinas, que en este caso usamos como modelo principal a las apolipoproteinas, si
no que abarca también aquellas situaciones en las cuales pierden su estructura nativa
y generan alguna enfermedad. Nosotros abordamos principalmente la agregacion, la
cual es debida principalmente a la mutacion o delecion de ciertos segmentos en las
apolipoproteinas y otras proteinas como Transteritina, P53 y Amilina. Con respecto a
la ApoA-I, nuestros estudios nos permitieron observar cambios conformacionales o
transiciones desorden-orden en un contexto fisiologico y de enfermedad. La ApoA-I
debido a su alta hidrofobicidad también es altamente susceptible a agregarse y por tal
razon se asocia a procesos amiloidogénicos. En este contexto realizamos estudios in
silico con la secuencia nativa de ApoA-l y encontramos tres sitios clave que podrian ser
centros de nucleaciéon y agregacion. Estos sitios de nucleacidén corresponden a los
péptidos DRV®24 KLL“563) y VLES?2-2%) por lo que esta coincidencia refleja la
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importancia entre la funcioén y la interaccion con lipido en ApoA-I. Nuestros hallazgos
nos permitieron postular un mecanismo por el cual la proteina ApoA-I modificada
(debido a una mutacién o un agente altamente oxidante) entra en un proceso
amiloidogénico. Inclusive, con base a multiples observaciones de micrografias de TEM
y de MFA propusimos una sucesion de pasos que ocurren hasta la formacion de la fibra
y su crecimiento mediante estructuras globulares, lo cual hasta el momento algunos
todavia consideran que se debe unicamente a la adhesion de péptido libre en los

extremos de las fibras.

Todos estos trabajos nos permitieron reconocer un punto comun en los procesos que
generan estructuras nativas o patolégicas en las proteinas, que es la modulacion de
estas transiciones desorden-orden mediante el microambiente. A este respecto, en el
laboratorio se abren nuevos caminos para estudiar innumerables aplicaciones de estas
transiciones desorden-orden en proteinas involucradas en el transporte de lipidos.
Actualmente existen evidencias que sugieren que las proteinas pueden desempenar
funciones importantes por medio de segmentos no estructurados. En este contexto,
diversas enfermedades que en el pasado han presentado dificultades para entenderse
actualmente podrian encontrar una explicacion en el plegamiento andémalo de
proteinas. Indudablemente, podemos decir que en el futuro cercano muchas
enfermedades con un pobre entendimiento de sus origenes no solo encontraran una
explicacion a nivel molecular basados en este fendmeno, sino que ademas se
entendera como se modulan los segmentos intrinsecamente desordenados en las

proteinas.
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Para entender mejor los cambios de estructura desorden-orden de los péptidos
estudiados en este trabajo se realizaran estudios de tipo termodinamico para conocer

los cambios energéticos que se requieren para llevar a cabo estos procesos.

Se realizara un estudio de dinamica molecular con los péptidos mencionados en este
trabajo para conocer a nivel atbmico su interaccién con lipido estructurado en micelas

Y en monocapa.

Estudiar mediante cultivos celulares la interaccién de ApoA-l con su receptor SRB1,

mediante péptidos derivados de esta apolipoproteina o utilizando la molécula completa.

Debido al potencial que presenta el péptido derivado del extremo C-terminal de ApoA-I
(VLES®21-239) para actuar como un agente antibacteriano, en futuros experimentos se

propone probar este péptido con varios tipos de bacterias.

Realizar estudios in vitro con diferentes tipos de lipidos para encontrar cuales podrian
ser utiles en la formacion de HDL discoidales de un tamafo adecuado, utilizando una
ApoA-I mutada o modifica y de esta forma puedan ser reconocidas por la enzima LCAT.
Estudiar el efecto de las balsas lipidicas y del colesterol en los procesos de formacién

de placas amiloides en cultivos de macréfagos o microglia.

Generar mediante técnicas de librerias de péptidos las secuencias polipeptidicas que

sean capaces de activar de forma mas eficiente a la enzima LCAT.
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Con respecto al mecanismo de CETP por el cual transporta lipidos, en un estudio futuro
se realizaran dinamicas de “potencial de transporte de lipidos” a través de la estructura
de esta proteina y medir el coste energético que produciria el paso de un fosfolipido,
de esta forma se pretende confirmar que es mas factible el proceso de micelizacion

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

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

Introduction

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

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

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

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

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

@ Springer

Materials and methods
Peptide synthesis and sample preparation

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

In silico analysis

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

Circular dichroism spectroscopy

Far-ultraviolet (UV) circular dichroism (CD) spectra were
recorded on an Aviv 62DS spectropolarimeter in a 0.1 cm
quartz cell using an average time of 2.5 s and a step size of
0.5 nm over a wavelength range of 190-260 nm. Sample
concentration was determined before each CD measure-
ment and following baseline correction, ellipticity was
converted to mean molar ellipticity (®, deg cm? dmol™").
Secondary structure content was calculated at 190-260 nm
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using the circular dichroism neural network (CDNN) based
software [25].

Transmission electron microscopy and atomic force
microscopy

Samples of peptide solutions in water were collected after
0, 24, 48, 72, 96 h and 120 days of incubation at 4 °C and
observed using transmission electron microscopy (TEM)
with a JEM-1200EX11 JEOL microscope (70 kV) and
atomic force microscopy (AFM) performed with an AFM
Digital Instruments/Veeco. Peptide solutions for TEM
were deposited on carbon-coated transmission electron
microscopy grids and stained with 2 % uranyl acetate.
Aliquots of peptide solutions in water were deposited onto
freshly cleaved mica, dried under laminar flow for 5 min,
and visualized by AFM. Images were obtained using a
Multimode microscope (Digital Instruments/Veeco) and a
Nano Scope IIla (Digital Instruments/Veeco) control sys-
tem. Images (5.0 x 5.0 um) were obtained in contact
mode at a scan frequency of 2 Hz using silicon nitride
(SizNy) AFM tips.

Viability assays and optical microscopy

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

Results

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

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

Aﬁ’ (9-24) L
c — DRV — ApoA-l L
.g 0.8 4 — KLL4583)  —HCA Hydrophobic Cluster .E
B __VLESM?21:239) s
2 06 /"wf"\\'\‘ =1
s A }
& 0.4 4 1
5 g
@ 02 G
a

0.0 ]

1 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Sequence

—— Zagg Propensity
— Ztox Propensity

Propensity

25 50 75 100 125 150 175 200 225
Sequence

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

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

Circular dichroism

Peptides DRV©®2Y KLL“ and VLES®*'"**” placed
in water were monitored by far-UV CD at 24 h intervals
(Fig. 2a—c) in the presence of 20 mM Lyso-C;,PC
(cmc = 0.9 mM) or 40 % TFE (Fig. 2d—f). The percent-
ages for the different secondary structural modules for
these peptides were calculated employing the CDNN
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Table 1 Physicochemical properties of peptides DRV®~2%, KLL“5%, and VLES®??!~23%

Peptide DRV (9-24) KLL (45-63) VLES (221-239)
Amino acid BRVKBLATVYVEVLKE K..BNwBSvTISTFSKLREQ VL ESFKVSFLSALBEYTKK
sequence”
Average charge -1 0 0
Average —0.116 —0.151 0.118
hydrophobicity
(kcal/mol)
Hydrophobic 0.490 0.280 0.390
moment pH
(kcal/mol)
Steric zipperb 0.675 0.218 0.664
hydrophobicity
(kcal/mol)
Zag propensity —4.3 —4.5 —-32
log K(s™h
AromatiC(X)and .I.I.....x....l. I....X......X.I.I.. .0.0XI..X....'.XO-

positive polar
(P) amino acids
position into the
peptide sequence

Globular structure Yes Yes Yes
formation

Fibril formation Yes No Yes

Cytotoxicity Medium Poor High

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

° The steric zipper is underlined

Fig. 2 Far?UV CD spectra of 30l T o T A ol P
apoA-I derived peptides. a—c — 24h ——96h —— 16Bh — )
Spectra of peptide DRV, ] ———48h ——120n ——192h sk — pRV*Y 4 TFE 40% |
KLL*% and VLES®?2!1-2% — DRV 4 Lyso.c P 20mM
incubated for various times in 0 u/\
water. d—f CD spectra of \
peptides DRV KLLA*63) A A5 D1
and VLES®?'"2 incubated for - : . - —_— - ’
24 h in 40 % TFE and 20 mM S M =k =77 5 ] TN
Lyso-C,PC .:: ~ —48h .:: | KLL“55) 4, TEE 40%
S S /\ — KLL¥¥¥ 4 Lyso-C P 20mM
™ e 2
% < W
% <154, (4563 {4 = -15]
= KL +H0 B X E
304 —0h —72h 1 304~ (221.239)
gt ——VLES +H,0
is ——48h | 35 — VLES®' ) 4 1rE 40% |
—VLES"" B9 4 Lyso.c P 20mM
01 E::: — 0 "—-—-_..\/—/
154 (221-239) 4 154 N—— ]
VLES + Hzo c F
200 220 240 260 200 220 240 260
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

program (Table 2). CD spectra of peptides dissolved in  structures. The CD spectra deconvolution of DRV®2%,

water presented a single minimum around 200 nm at the 0~ KLL“®¥ and VLES®*'~**” in water displayed a mixture
timepoint, indicating primarily the presence of disordered  of a-helix, B-sheet, and disordered structures (Table 2). In
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Table 2 Secondary structure content of apoA-I derived peptides in water and in the presence of hydrophobic molecules

Sample Incubation time (h) PEPTIDES
DRV©-24 KLL“5-63 VLES®21-239)
% o % B % rc % o % B % 1c % o % B % rc
H,O 0 6.6 353 384 45 38.2 354 8.5 46.0 28.6
24 7.0 34.1 38.2 5.0 36.9 353 10.5 47.8 27.0
48 7.3 323 384 5.1 36.4 352 11.1 45.2 27.7
72 9.7 27.7 372 42 395 352 10.3 50.2 26.2
96 11.2 26.9 36.4 4.0 41.2 352 10.3 46.0 27.6
120 12.7 22.0 36.8
144 13.1 22.0 36.5
168 16.8 19.8 347
192 17.6 18.4 34.5
TFE 40 % 24 472 0.6 26.7 26.3 19.4 28.0 39.5 2.7 25.0
Lyso-C;,PC 20 mM 24 26.8 3.9 46.3 242 13.4 28.0 34.0 5.9 26.0

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

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

Peptide aggregates observed by TEM and AFM

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

fibrillar aggregates were seen during the incubation of
KLL“%9 peptide over time (Fig. 3m-r).

MTT cell viability assay and optical microscopy

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

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

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

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

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

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

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

Peptides and proteins capable of generating amyloid
fibers present common hydrophobic structural blocks
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called “steric zippers” [35]. Interestingly, DRV®2% in
addition to presenting the highest pH, also contains a
“steric zipper” with the highest average hydrophobicity
value when compared to peptides KLL“™®® and
VLES®2!723 " Although peptide KLL*™® is the most
polar of the three peptides tested, it also contains a “steric
zipper” showing weaker hydrophobic characteristics than
those present in peptides DRV©®2% and VLES®@?!'=%),
This characteristic indicates the absence of an adequate
nucleation center that might self-assemble and, therefore,
the difficulty to generate fibrillar structures. CD spectra
deconvolution for peptides DRV®2% and VLES??!~2%
suspended in water, showed over time a moderate increase
in o-helix content despite microscopy evidence of fibril
formation (Table 2). CD spectra deconvolution for peptide
KLL“%9 suggests that the formation of B-sheet structures
alone is insufficient to induce protein aggregation and fibril
formation. On the other hand, the use of the software
Zyggregator predicted that propensity for amyloid-like
fibril formation was similar for peptides DRV,
KLL“™¥ and VLES**'"**? (Fig. 2b).

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

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

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

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

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

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