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RESUMEN 

La agregación de proteína hacia fibras amiloides se asocia con diversas 

enfermedades crónico-degenerativas. Estudios recientes sugieren la participación 

de la enzima glucolítica triosa fosfato isomerasa (HsTPI) al proceso fisiopatológico 

del Alzheimer. No obstante, su asociación directa en la formación de agregados 

amiloides tóxicos no está esclarecida aun. En este trabajo se evaluó la propensión 

amiloidogénica de HsTPI, encontrándose que mientras que en condiciones nativa, 

HsTPI se agrega conservando gran parte de su estructura secundaria, a 3.2 M de 

urea, HsTPI forma agregados-β con morfología desordenada. Se demostró por 

medio de espectroscopía de infrarrojo y por reconocimiento del anticuerpo WO1, la 

naturaleza cross-β de estos agregados, lo que sugiere que HsTPI presenta más 

de una ruta de agregación. Esto anterior sugiere que HsTPI contiene regiones 

amiloidogénicas, pero que éstas se encuentran protegidas por una alta barrera 

energética que impide su fibrilogénesis. Usando distintos algoritmos se 

identificaron varias regiones potenciales concentradas mayormente hacia el C-

terminal. De éstas, 4 regiones formaron fibras amiloides in vitro donde la región 

correspondiente a la hebra-β 3 resultó altamente amiloidogénica. Más aun, esta 

región fue la única que formó cross-β tras la hidrólisis ácida de HsTPI. No obstante 

a las regiones formadoras de cross-β, HsTPI mostró en condiciones nativas 

sugiriendo que la topología de barril TIM ejerce mecanismos de protección 

posiblemente basados en la distribución de los residuos que forman las hebras-β y 

a la alta estabilidad de este plegamiento.  
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ABSTRACT 

Self-assembly of proteins into highly ordered amyloid fibrils plays a key role in 

several chronic human diseases. Recent findings suggest a possible participation 

of the human triosephosphate isomerase (HsTPI) in the amyloid pathophysiology 

of patients with Alzheimer’s disease. However, its role in the formation of toxic 

amyloid aggregates is unclear. This work was aimed to study the propensity of 

HsTPI to form amyloid-like aggregates. The incubation of the enzyme under native-

like conditions led to native-like assemblies while in partially denaturing conditions 

(urea 3.2 M) formed large β-aggregates. This increase in β-aggregation only under 

destabilizing conditions, suggests that native state is protected by a high energetic 

barrier, so that intermediates leading to amyloid formation are inaccessible under 

native conditions. However, the β-aggregates formed display poor fibrillar 

morphology and residual cross-β structure, as demonstrated by the recognition of 

the WO1 antibody and ATR-FTIR analysis. These results indicated an incomplete 

β-aggregation and possible competitive aggregation pathways. Using 

bioinformatics approaches, we found eight regions in the HsTPI sequences that 

are predicted to form amyloid fibrils. Four of the synthetic peptides comprising 

these regions formed fibrillar aggregates. From these, the β3 region (residues 59-

66) was the most fibrillogenic, and it was also recovered directly from amyloid 

fibrils formed by HsTPI aggregation upon acid hydrolysis. Despite the fibrillogenic 

regions found, HsTPI displayed low β-aggregation propensity suggesting the 

presence of some protective mechanism presumably based on protein topology.  
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INTRODUCCIÓN 

Las proteínas son las biomoléculas más complejas y versátiles en los 

organismos. Participan en prácticamente todo proceso biológico. En una célula 

típica de mamífero existen más de 10,000 proteínas diferentes, las cuales se 

acumulan en una concentración tan alta (300-400 mg/mL) que el citoplasma 

celular no exhibe un estado físico de líquido sino de gel 1. Las proteínas existen y 

funcionan en un ambiente molecularmente amontonado donde deben permanecer 

solubles y conservar una estructura tridimensional definida. Esto último es 

especialmente relevante ya que muchas proteínas deben ser 

conformacionalmente flexibles para funcionar, lo que quiere decir que son 

termodinámicamente metaestables en ambiente fisiológico y que cambios sutiles 

en el ambiente en que se encuentran pueden causar la pérdida de su estructura 

activa 2,3. Para mantener la proteostasis (control homeostático del proteoma), la 

célula regula los procesos de biogénesis, plegamiento, transporte y degradación 

de las proteínas 4. Se ha visto que una ineficiencia en la proteostasis celular, 

causada por el envejecimiento y la acumulación de mutaciones, conlleva a la 

formación de agregados potencialmente nocivos para la célula 5-7. 

Durante la síntesis de las proteínas, la cadena polipeptídica naciente debe 

plegarse de la manera más cooperativa y rápida para alcanzar el estado nativo, 

evitando la formación de estructuras aberrantes 8. Se sabe que el plegamiento de 

las proteínas sigue un proceso estocástico, dirigido por interacciones débiles, que 

fluctúa entre estados conformacionales hacia estructuras más estables 9,10. Sin 

embargo, al transitar por múltiples estados conformacionales, el polipéptido es 
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comúnmente asistido por chaperonas que se encargan de dirigir el plegamiento 

hacia el estado nativo evitando estados conformacionales aberrantes 11-13. Una 

vez alcanzado el estado nativo, que muchas veces no es el más favorable 

energéticamente, éste se mantiene debido a barreras energéticas altas que lo 

separan de cualquier otro estado. Sin embargo, alteraciones como modificaciones 

postraduccionales, mutaciones o estrés bioquímico pueden causar que las 

proteínas visiten estados alternos y se acumulen intermediarios de plegamiento. 

En estos intermediarios, parcialmente desplegados, la competencia entre 

interacciones intramoleculares e intermoleculares abre la posibilidad de visitar un 

paisaje energético más amplio al incluir estructuras supramoleculares como los 

agregados (Figura 1) 14. 

La agregación de proteínas se caracteriza por asociación intermolecular de la 

proteína fuera de la estructura nativa, a diferencia de la precipitación por punto 

isoeléctrico o por “salting-out” donde el estado plegado se mantiene. Se ha 

observado que la aparición de un intermediario parcialmente desplegado es clave 

en la agregación (Figura 2) 15. En base a lo anterior, factores que promueven 

conformaciones no nativas, como mutaciones y modificaciones postraduccionales, 

pueden favorecer la agregación. Además, factores como la temperatura, pH, 

fuerza iónica, condiciones redox, co-solutos y concentración de proteína pueden 

ser alterados y promover la agregación 16. 

A diferencia de la precipitación nativa, el cual es un proceso reversible ya que 

la proteína puede recuperar su solubilidad y conformación nativa,  la agregación 

proteica exhibe, en la mayoría de los casos, una estabilidad mayor al estado  
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Figura 1. Rutas de interacciones posibles de una cadena polipeptídica naciente. 

Esquema de túnel de energía libre donde una proteína transita hacia estados 

energéticos menores por contactos intramoleculares (estado nativo) o contactos 

intermoleculares (agregados). El proceso es facilitado por chaperonas, las cuales 

dirigen al polipéptido al estado nativo, impidiendo que estados intermediarios sean 

reclutados hacia otras vías (agregación). 

 

Imagen tomada de Hartl y col., 2011 
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Figura 2. Modelo básico de agregación. Representado en un círculo está el 

intermediario parcialmente desplegado, clave en la agregación. Este puede 

acumularse desde el estado nativo en un proceso parcial de desplegamiento o 

como un intermediario durante el plegamiento del polipéptido. Los agregados 

ordenados se consideran irreversibles ya que no existen mecanismos biológicos 

para su remoción.  
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nativo y solo con el uso de agentes caotrópicos o detergentes se logra su 

disociación y solvatación. En este sentido, los agregados se forman por las 

mismas interacciones responsables del plegamiento de proteínas y de igual 

manera pueden estructurarse en hélices-α y láminas-β (estructura secundaria) y 

compactarse por interacciones de la cadena lateral (estructura terciaria). El tipo de 

interacciones están ligadas a la estructuración, morfología y estabilidad de los 

agregados. Comúnmente los agregados son clasificados según su estructuración 

en agregados amorfos y ordenados.  

Los agregados amorfos son aquellos que no contienen una estructura 

persistente ni un núcleo de agregación, exhibiendo una morfología microscópica 

irregular. Este tipo de agregado se forma por diversas interacciones no nativas, 

primordialmente contactos de las cadenas laterales de los aminoácidos 17,18. Se ha 

observado que las interacciones hidrofóbicas son las principales responsables de 

dirigir la asociación intermolecular no ordenada19. No obstante, el 

empaquetamiento en estas estructuras es pobre e irregular lo que le confiere 

cierta reversibilidad al agregado. Dentro de la célula, estos agregados son 

separados por chaperonas o eliminados por autofagia y el proteosoma 5,13. Al no 

tener un patrón de estructura establecido, los agregados amorfos pueden crecer 

hacia cualquier lado y alcanzar grandes tamaños donde su tasa de agregación es 

limitada por la superficie del agregado y la concentración de proteína 20. Más aun, 

el mecanismo de agregación puede mostrar una fase lag independiente de 

nucleación, pero si dependiente al de solubilidad de la proteína. Ejemplos de este 
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tipo de agregados son los cuerpos de inclusión y lo agregados formados por 

replegamiento in vitro de la proteína 15.  

 Por otro lado, los agregados ordenados siguen un patrón de estructura con 

una morfología microscópica regular. La formación de estos agregados se basa en 

interacciones específicas que conllevan a un plegamiento intermolecular definido. 

De este tipo de agregados, las fibras amiloides son el único ejemplo existente. 

Las fibras amiloides son estructuras proteicas supramoleculares altamente 

ordenadas que, como su nombre lo indica, poseen morfología fibrilar. La alta 

estructuración y empaquetamiento de las fibras amiloides le confieren gran 

estabilidad, más aun, no existen mecanismos biológicos para su eliminación 21,22. 

La acumulación de agregados amiloides se ha relacionado con patologías crónico-

degenerativas como el Alzheimer, Huntington, Parkinson, entre otras 23-27. No 

obstante, los agregados amiloides no siempre se asocian a procesos patológicos. 

Existen fibras amiloides fisiológicamente funcionales, tanto en procariotas como en 

eucariotas, con funciones estructurales, de protección, regulación y hasta de 

desintoxicación 28-30. Adicionalmente, los agregados fibrilares han adquirido gran 

importancia en la investigación de nanomateriales para aplicaciones en 

nanotecnología y nanomedicina 31-33.  

Actualmente, se han descubierto más de 40 diferentes proteínas asociadas a 

procesos amiloides que difieren tanto en secuencia, como en topología, tamaño y 

función; pero sin importar el origen, todas comparten características estructurales 

similares en las fibras formadas28,34. La unidad estructural común de las fibras 
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amiloides es la columna vertebral, conocida como cross-β, donde hebras β se 

ensamblan intermolecularmente de manera perpendicular al eje de la fibra para 

formar hojas β que crecen a lo largo del eje (Figura 3) 35-37. Además del 

plegamiento intermolecular cross-β, las fibras amiloides pueden contener regiones 

con estructuración diferente, sin embargo, el núcleo cross-β es el responsable del 

ordenamiento y estabilidad del agregado38.  

La formación de fibras amiloides (amiloidogénesis) sigue un esquema general 

en el cual la proteína precursora es desestabilizada a un intermediario 

amiloidogénico 39. Posteriormente, este intermediario se asocia hasta formar una 

unidad estructural mínima (núcleo cross-β) que luego se ensambla 

cooperativamente en filamentos y fibrillas mediante eventos de acoplamiento de 

núcleos, adición de monómero por templado, nucleación secundaria y asociación 

lateral de protofilamentos (Figura 4) 40. No obstante, los mecanismos de 

amiloidogénesis pueden diferir dependiendo de la proteína precursora y las 

condiciones de agregación. Estas diferencias radican en el número de pasos 

secuenciales (estados conformacionales y oligoméricos), rutas y la cooperatividad 

en la agregación 40-44.  

Se han propuesto distintos modelos de amiloidogénesis en base a datos 

cinéticos, estructurales y morfológicos. La mayoría de las proteínas 

amiloidogénicas estudiadas siguen un mecanismo basado en nucleación 45. El 

mecanismo más común es el de polimerización nucleada (Figura 5a). En éste, la 

agregación es limitada por la formación de un núcleo 
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Figura 3. Estructura de una fibra amiloide. Combinación de criomicroscopía 

electrónica (izquierda) y análisis de resonancia magnética nuclear (centro) 

permitieron alcanzar resolución atómica de este polimorfismo de los agregados 

amiloides formado por un fragmento de 11 residuos de trantiretina. El modelo 

gráfico (derecha) la asociación cross-β en el empaquetamiento vertical y la 

asociación de filamentos en el horizontal.  

Imagen tomada de Fitzpatrick y col., 
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Figura 4. Esquema general de agregación amiloide. Durante un proceso de 

agregación, las proteínas pueden seguir distintas rutas. En la primera fase de la 

agregación, las especies precursoras de las proteínas (estado nativo, parcialmente 

desplegado o totalmente desplegado) pueden adquirir una conformación 

amiloidogénica y ensamblarse en oligómeros cross-β o colapsar en agregados 

desordenados con una posterior estructuración cross-β. Esta primera fase es 

dependiente de la concentración de proteína y es la que dicta la velocidad de 

amiloidogénesis. Después, estos núcleos cross-β se ensamblan cooperativamente 

en filamentos y fibrillas maduras hasta alcanzar la saturación y un equilibrio con 

eventos de fragmentación y nucleación secundaria.  
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Figura 5. Modelos de 

amiloidogénesis. En los modelos 

de nucleación se observa una 

fase lenta en la que se forman 

bloques estructurados (núcleos). 

En el caso de polimerización 

dependiente de nucleación (A), la 

velocidad de agregación está 

limitada por la formación de un 

núcleo cross-β de tamaño crítico. 

Por otro lado, la velocidad en el 

modelo de conversión del núcleo 

(B) se limita en el cambio de 

estructura hacia cross-β de 

ensambles desordenados. En el 

tercer ejemplo (C), existe una 

amiloidogénesis energéticamente 

favorable (downhill) desde la 

desestabilización del estado 

nativo.  

 
Imagen tomada de Eisele y col., 2015 
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termodinámicamente desfavorable de tamaño crítico n (número de monómeros) 46. 

Una vez alcanzado el tamaño crítico, el núcleo desencadena la elongación de la 

fibra amiloide de manera irreversible 47,48. La adición de núcleos preformados 

acortan la fase de nucleación al proporcionar bloques estructurados para la 

adición de monómeros por templado así como por eventos de nucleación 

secundaria 40. Además, este mecanismo se caracteriza por tener una 

concentración crítica del monómero, por debajo de la cual, la agregación no ocurre 

49.  

Otro ejemplo de mecanismos basados en nucleación es el de polimerización 

por conversión del núcleo 50,51 (Figura 5b). En este mecanismo, la velocidad de 

nucleación no se limita a un tamaño crítico n, sino al cambio conformacional de 

especies oligoméricas existentes 52. La nucleación se da primeramente de manera 

estocástica hacia especies amorfas, que luego se convierten en núcleos cross-β 

53. La fase lag en este mecanismo no siempre es acortada por la adición de 

núcleos estructurados preformados. Este es el caso del dominio SH3 de la P13-

kinasa la cual a pH 3.6 se agrega en un intermediario amorfo que posteriormente 

exhibe morfología fibrilar54.  

En otros mecanismos  descritos, la amiloidogénesis es independiente de 

nucleación 45. En estos modelos, la agregación amiloide es energéticamente 

favorable limitada solo por la estabilidad del estado nativo de la proteína 

precursora (Figura 5c). Como ejemplo está la polimerización cuesta abajo 

(downhill) exhibida por transtiretina, en donde la disociación del tetrámero es el 

paso limitante 55. Independientemente del mecanismo que dé lugar a la 
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amiloidogénesis, ésta depende de la conformación del precursor proteico, y de si 

éste promueve la formación de estructuras cross-β o agregación desordenada, es 

decir, depende de la propensión amiloidogénica.  

Debido a su naturaleza estructural, la formación de cross-β es una propiedad 

generalizada en cadenas polipeptídicas lo cual sugiere que todas las proteínas 

tienen el potencial de formar fibras amiloides 2,56. Sin embargo, no todas las 

proteínas forman agregados en un entorno fisiológico 57. Se ha observado que 

existen proteínas que son más propensas a amiloidogénesis que otras para 

plegarse en cross-β. Esta predisposición está dada por factores amiloidogénicos 

inherentes a ciertas secuencias, como la alternancia de residuos hidrofóbicos e 

hidrofílicos, baja carga neta, bajo contenido de prolinas y alta tendencia a la 

formación de estructura secundaria β 58-60. Es sorprendente la frecuencia con la 

que estas secuencias amiloidogénicas se encuentran presentes en un gran 

número de proteínas. En algunos casos, desempeñan un papel clave en la función 

o el plegamiento de la proteína y, por lo tanto no pueden ser eliminadas. Al 

parecer, la evolución ha desarrollado mecanismos de protección como la mejora 

de la solubilidad, impedimento estérico y restricción conformacional, para evitar la 

exposición de las regiones amiloidogénicas 61,62. Es evidente que la mayoría de los 

mecanismos de protección se sustentan en la estabilidad del estado nativo de la 

proteína, por lo que es de esperarse que topologías con estabilidades más 

elevadas sean menos susceptibles a la agregación, explicando así el número 

bastante limitado de topologías observadas en la naturaleza.  
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Una de las topologías que ha sido reclutada reiteradamente durante la 

evolución, es la de barril TIM (β/α)8. Este plegamiento consiste en 8 unidades 

consecutivas de hebras β seguidas por asas y culminando en hélices-α. En su 

estructura tridimensional, estas unidades se pliegan de manera que las 8 hebras β 

se ensamblan de forma paralela formando un barril β al interior de la molécula, 

rodeado por las hélices-α y las asas (Figura 6). Las asas que conectan las hebras 

β con las hélices-α (β-α) son consideradas importantes para la función, por otro 

lado las asas (α-β,) al lado posterior de la molécula, están relacionadas con la 

estabilidad de la estructura terciaria 63. Esta topología presenta un andamio muy 

versátil para proteínas funcionales, ya que se encuentran representados 5 de los 6 

tipos de reacciones enzimáticas siendo uno de los plegamientos más recurrentes 

en la naturaleza 63. A pesar de su ubicuidad, hasta la fecha no se ha demostrado 

que algún barril TIM participe directamente en agregación amiloide in vivo. Por lo 

anterior surge la pregunta: ¿Existe un potencial amiloidogénico en los barriles 

TIM? ¿Existen determinantes estructurales propias de la topología (β/α)8 que 

eviten la formación de fibras amiloides?  
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Figura 6. Plegamiento de barril TIM (β/α)8. Estructura cristalográfica de triosa 

fosfato isomerasa de humano (PDB: 2JK2). Mostrando en azul las hebras β 

formando un barril al interior de la molécula y en rojo las hélices α. En la cara 

superior se orientan las asas β/α y en la inferior las α/β 
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ANTECEDENTES 

En la literatura se han reportado algunas evidencias que vinculan a triosa 

fosfato isomerasa (TPI) con la agregación de amiloide. En 1999, Contreras y 

colaboradores encontraron un segmento (residuos 186 a 218) de TPI de 

Escherichia coli que comparte 20% de identidad con el péptido β-amiloide en 

alineación múltiple inducida por patrón (PIMA, por sus siglas in inglés) 64. Al 

evaluar este fragmento como péptido sintético se demostró que formaba fibras con 

morfología amiloide (Figura 7a) y afinidad a rojo Congo. Diez años después en 

otro trabajo, Guix y colaboradores encontraron niveles altos de una variante 

nitrada de TPI, la cual fue inducida por el proceso oxidativo, a raíz de los depósitos 

amiloides en tejidos cerebrales de pacientes con enfermedad de Alzheimer 65. La 

agregación in vitro de la nitro-TPI de conejo llevó a ensambles con características 

amiloides (Figura 7a). Estos datos podrían indicar un potencial amiloidogénico de 

TPI, más aun, la posible participación de la enzima humana en procesos 

amiloidogénicos in vivo. Por lo anterior, consideramos imperativo evaluar la 

propensión in vitro de triosa fosfato isomerasa humana (HsTPI) a agregarse en 

estructura secundaria cross-β así como identificar las regiones con potencial para 

formar este tipo de agregados.  
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Figura 7. A) Agregado con morfología fibrillar con características amiloides 

formado por el segmento (186-218) de TPI de E. coli 64. B) Agregado formado por 

la variante nitrada de TPI de conejo 65. En este agregado no se aprecia morfología 

fibrilar, sin embargo el agregado presenta fluorescencia con Tioflavina T. Las 

barras de escala equivalen a 1µm. 

 

 

A) B) 
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PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

¿Es triosa fosfato isomerasa humana una proteína amiloidogénica? 

¿Posee triosa fosfato isomerasa humana regiones formadoras de estructura 

cross-β (regiones fibrilogénicas)?  

HIPÓTESIS 

Triosa fosfato isomerasa humana posee regiones formadoras de estructura 

secundaria cross-β que en el contexto estructural nativo no son fibrilogénicas.   

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el potencial amiloidogénico de triosa fosfato isomerasa humana al 

estudiar su agregación e identificar sus regiones fibrilogénicas.  

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar la agregación de la proteína silvestre y variantes de triosa fosfato 

isomerasa de humano.  

2. Identificar regiones fibrilogénicas en HsTPI mediante métodos in silico e in 

vitro. 

3. Caracterizar morfológica y biofísicamente los agregados obtenidos.  
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental fue diseñada a partir de los objetivos particulares 

con el fin de evaluar el potencial amiloidogénico de HsTPI al evaluar su 

fibrilogénesis e identificar regiones formadoras de cross-β. El esquema 

experimental constó de tres etapas: 1) obtención del precursor de agregación, 2) 

la incubación para favorecer la agregación y 3) la evaluación del producto final de 

agregación. A continuación se mencionaran algunos aspectos importantes del 

esquema que sirvieron para establecer la metodología.  

1Primeramente, la evaluación de la agregación de HsTPI silvestre permitió 

determinar la propensión inherente de la enzima a formar amiloides. La proteína 

se probó tanto en condiciones óptimas para el estado nativo, como en condiciones 

ligeramente desestabilizantes.  

2 Según el estudio realizado por Guix y colaboradores en el 2009, la enzima TPI 

sufre una nitración en dos tirosinas que se encuentran en el barril β de la proteína 

tras un estrés oxidativo. Más aun, mencionan que la variante nitrada in vitro resulta 

amiloidogénica. Con el fin de probar este resultado, en este trabajo se evaluó la 

variante nitro-HsTPI en ensayos de agregación. 

3La creación de variantes nos permitió comprobar hipótesis sobre la 

desestabilización de la enzima tras la nitración. Para ello se mutaron las tirosinas 

165 y 209 reportadas en el trabajo de Guix y col.  
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4Con el fin de identificar regiones amiloidogénicas formadoras de estructura 

cross-β, la secuencia se sometió a predicciones in silico usando algoritmos 

disponibles en la red. Se seleccionaron las principales regiones predichas y se 

evaluaron en ensayos de agregación mediante péptidos sintéticos.  

5Otra estrategia que se usó para evaluar regiones amiloidogénicas y que 

además nos permitió evaluar la totalidad de la secuencia de la proteína fue la 

hidrólisis ácida y la posterior agregación de los fragmentos hidrolizados. 

6Las condiciones de agregación se estandarizaron para obtener la 

reproducibilidad de las repeticiones. Se probaron distintas formas de agitación así 

como distintos materiales en tubos de incubación.  

7 La agregación se monitoreo por la intensidad de la fluorescencia de Tioflavina 

T la cual aumenta su rendimiento cuántico al unirse a porciones estructuradas 

cross-β 66.  

8Una propiedad muy característica de los agregados amiloides es la 

birrefringencia verde que le confiere a la sonda de rojo Congo. Mediante este 

principio se evaluaron los agregados formados por los péptidos mediante un 

ensayo de corrimiento espectral.  

9El ensayo de dot-blot se realizó con el anticuerpo anti-cross-β WO1 

desarrollado por el grupo del doctor Ronald Wetzel. Este anticuerpo reconoce 

estructuras cross-β en diferentes estadios de la agregación de distintas proteínas, 
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es decir reconoce estructura secundaria amiloide independientemente de la 

secuencia de aminoácidos.  

10Una de las características indispensable que debe exhibir un agregado para 

ser clasificado como amiloide es poseer morfología estructurada fibrilar. No 

obstante, existen diferencias en la morfología fibrilar de los agregados que van 

desde el tamaño de la fibra, la asociación lateral, la flexibilidad, etc. En este 

estudio, la morfología de los agregados se evaluó mediante microscopia 

electrónica de transmisión.  

11Además del ensayo dot-blot, la confirmación de estructura cross-β en los 

agregados se realizó por medio del análisis del espectro infrarrojo en la región de 

la amida I.  

 

 

Esquema de la estrategia experimental 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos. Los péptidos sintéticos fueron comprados a GenScript USA inc., sin 

modificaciones en residuos o en terminaciones N o C. La lisozima de huevo 

(HEWL, por sus siglas en inglés) fue obtenida de Sigma-aldrich Co (St. Louis, MO, 

USA). El anticuerpo WO1 fue generosamente donado por el Dr. Ronald Wetzel de 

la Universidad de Pittsburgh. Todos los demás reactivos fueron obtenidos de 

Sigma-aldrich. 

Expresión y purificación de HsTPI. El vector pET3a-HsTPI fue amablemente 

donado por el Dr. Gómez Poyou (IFC-UNAM). Este vector codifica la secuencia de 

HsTPI optimizada para la expresión heteróloga en Escherichia coli 67. Además, 

para su purificación, el gen cuenta, en el extremo N-terminal, con una etiqueta de 

6 histidinas (His-tag) seguido por una secuencia de reconocimiento de la proteasa 

del virus del tabaco (TEV) (Figura 8A).  

El plásmido se transformó en la cepa de E. coli BL21(DE3) pLysS mediante 

electroporación. Después, se seleccionaron clonas positivas al plásmido en placa 

de agar con medio Luria Bertani (LB) adicionado con 50 µg/mL de ampicilina y 35 

µg/mL de cloranfenicol. Para la expresión de HsTPI, se usó un inóculo de 5 mL 

crecido toda la noche de una colonia seleccionada. El inoculo se llevó a 500 mL de 

LB liquido adicionado con ampicilina a una concentración de 50 µg/mL y se incubó 

a 37º C a 250 rpm hasta alcanzar un crecimiento equivalente a una absorbancia 

de 0,6 a 600 nm.  
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Una vez alcanzado el crecimiento deseado, el cultivo se enfrió por 5 minutos en 

hielo y posteriormente se le adicionó Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a 

una concentración final de 0,2 mM. La incubación continuó a 20°C durante 6 

horas. Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugación a 7000 g y se 

guardaron a -20º C hasta la extracción de proteínas.  

Las células se resuspendieron en 30 mL de la Solución A (fosfato de sodio 20 

mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). La suspensión celular se sometió a sonicación (10 

pulsos de 30 segundos, manteniendo la suspensión en hielo y reposando 1 

minutos después de cada pulso). La fracción celular se separó por centrifugación a 

15,000 g durante 30 minutos, recuperando el sobrenadante. El extracto de 

proteínas solubles se filtró a través de una membrana de nylon con punto de corte 

de 0.22 µm y se cargó en una columna con 3 mL de agarosa Ni-NTA previamente 

equilibrada con la Solución A. Posteriormente la resina se lavó con 10 volúmenes 

de columna de la Solución A adicionada con 50 mM de imidazol. Después HsTPI 

se eluyó con 200 mM y 300 mM de imidazol. La enzima HsTPI purificada se dializó 

contra la Solución A y luego se incubó a 4º C con la proteasa TEV recombinante 

(con His-tag) en una proporción de 1:50 (w/w) proteasa/HsTPI durante toda la 

noche. La proteasa TEV, así como HsTPI no cortada, se removió mediante el paso 

por la columna de agarosa NTA-Ni. El efluente de la columna, conteniendo toda 

HsTPI sin etiqueta de histidinas, se recuperó y HsTPI se precipitó con sulfato de 

amonio al 75% (w/v) y se almacenó a 4ºC. La concentración de proteína se 

determinó por absorbancia a 280 nm usando el coeficiente de extinción molar de ε 
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= 33.460 M-1 cm-1. Este mismo procedimiento se usó para la obtención de las 

mutantes de HsTPI.  

Mutación puntual de HsTPI. Se realizaron 2 mutantes sencillas de HsTPI 

mediante el uso del kit mutagénico QuickChange® Agilent siguiendo el protocolo 

del fabricante. Para ello se usaron 2 pares de oligonucleótidos (Figura 8b) y como 

templado el plásmido pET3a-HsTPI.  

Nitración in vitro de HsTPI. Para esto, se llevó primeramente a la proteína a 

condiciones de tetraetilamonio 50 mM a un pH de 7.4 mediante diálisis usando 

una concentración de proteína de 1.5 mg/ mL. Posteriormente se adicionó 

hidrocloruro de 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) a una concentración de 50 mM 

(Figura 9). La reacción se incubó a temperatura ambiente en agitación a 300 rpm 

por 5 hrs. Finalmente se dializó contra Solución A para los ensayos de agregación. 

La nitración se comprobó mediante dot-blot usando el anticuerpo monoclonal de 

ratón anti-nitrotirosinas (ab24496). 

Ensayos de la agregación. La agregación de HsTPI y sus variantes se realizó en 

una concentración de 100 µM en tubos Eppendorf de 1 mL en una 

termomezcladora a 600 rpm, 37º C durante una semana. Para HsTPI se 

ensayaron condiciones nativas (Solución A) y desestabilizantes (Solución A 

adicionada con urea). Además, todas las condiciones evaluadas fueron 

adicionadas con 1 mM de DTT para evitar la oxidación de la proteína y con 0,2% 

(w/v) de azida de sodio para evitar el crecimiento de microbios.  
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A) 

                   10         20       30        40        50        60        70     
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
Gen HsTPI  atgcatcaccatcatcaccacagcagcggccgtgaaaacctgtacttccagggtcatgcgccctccagg 
Sitio TEV   M  H  H  H  H  H  H  S  S  G  R  E  N  L  Y  F  Q  G  H  A  P  S  R.   
HsTPI WT                                                          M  A  P  S  R.   

 
 

B) 
 
                  10         20         30     
        ....|....| ....|....| ....|....|. 
Y165F-F GGTCGTCCTA GCCTTTGAGC CTGTGTG    
Y165F-R CACACAGGCT CAAAGGCTAG GACGACC    
Y209F-F ACCAGGATAA TATTTGGAGG CTCTGTGACTG  
Y209F-R CAGTCACAGA GCCTCCAAAT ATTATCCTGG   

 

 

Figura 8. A) Extremo 5´ del gen HsTPI mostrando la secuencia en aminoácidos 

del sitio de corte TEV al N-terminal de la proteína. Tras la proteólisis sitio-

especifica con la proteasa TEV, un segmento de 17 aminoácidos es removido 

(conteniendo la etiqueta de histidinas) dejando a HsTPI con la adición de una 

glicina hacia el N-terminal y la sustitución de la metionina inicial por una histidina. 

B) Oligonucleótidos usados para la mutación sitio especifica de HsTPI con el Kit 

mutagénico QuickChange® Agilent.  
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Figura 9. Mecanismo de reacción de la nitración de tirosina hacia 3-nitrotirosina. 

En la nitración in vitro, la oxidación hacia radicales de tirosina se lleva a cabo por 

peroxinitritos generados a partir de 3-morfolinosidnonimina en ambiente básico.   
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La agregación se siguió por fluorescencia de Tioflavina T (ThT) a diferentes 

intervalos de tiempo; 0, 5, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, y 168 hrs. Para las 

mediciones, se tomaron 10 µl de muestra y se mezclaron con 140 µl de ThT 10 µM 

en placas negras de fondo transparente en un lector de microplacas Tecan Safire 

multimodo. Se midió la intensidad de fluorescencia a 485 nm con una excitación a 

450 nm. Después de una semana de incubación, los agregados fueron 

recuperados por centrifugación a 25,000 g durante 1 hora para su posterior 

caracterización. Las cinéticas de agregación se repitieron tres veces con lotes de 

proteína diferentes donde se les calculó el error estándar. Se utilizó una solución 

de lisozima de huevo 100 µM a pH 2,0 como control positivo de formación de 

fibras 68.  

Para los ensayos de agregación de los péptidos, primeramente se realizaron 

soluciones stock de los péptidos desalinizados con pureza mayor al 98%. Los 

péptidos se solubilizaron según su carga siguiendo las recomendaciones de 

GenScript (Anexo II). La mayoría de los péptidos fueron solubles en agua, sólo los 

péptidos β4 y β7 se disolvieron en ácido acético al 10% (v/v) y el péptido β8 en 

hidróxido de amonio 100 mM. Posteriormente, el stock se diluyó a una 

concentración de 50 µM de péptido en Solución A adicionada con 1mM de DTT y 

0.2% (w/v) de azida de sodio. Una muestra de 200 µl de cada solución de péptido 

se incubó a 37º C y 600 rpm durante 5 días. Debido a la poca cantidad de péptido, 

no se pudieron realizar cinéticas de agregación, solo se realizaron mediciones de 

la intensidad de fluorescencia y corrimiento espectral del rojo Congo de punto 

final. 
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Ensayo de corrimiento espectral del rojo Congo. Se añadieron 10 µl de 

muestra de agregados a 140 µl de solución filtrada de rojo Congo 5 µM. Las 

mezclas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los espectros 

de absorbancia se tomaron de 400 nm a 700 nm con el lector de microplacas 

multimodo Tecan Safire utilizando Solución A como blanco. Además, se midió el 

espectro de absorbancia del rojo de Congo solo. Un pico máximo a 540 nm fue 

indicativo de corrimiento espectral. Con el fin de realizar una comparación entre 

las muestras, se calculó un valor de corrimiento espectral relativo usando la 

relación de absorbancia a 540:490 nm, b=(abs540nm/abs490nm) 69,70. 

Espectroscopia de infrarrojo. Los espectros de infrarrojo por transformada de 

Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) de las muestras de agregados fueron 

obtenidos usando el espectrómetro Perkin Elmer-Spectrum Rx1 acoplado al 

accesorio ATR (Attenuated Total Reflection) con cristal de seleniuro de zinc 

(ZnSe). Para esto, 50 µL de suspensión de agregados en solución acuosa fueron 

colocados en el cristal y secados con nitrógeno por 10 minutos. Se registraron un 

total de 256 lecturas por espectro a una resolución de 1 cm-1 en el rango de 1800-

1500 cm-1. El espectro blanco consistió en agua evaporada con nitrógeno. Se les 

substrajo el blanco a los espectros y posteriormente se normalizaron al pico de 

1630 cm-1 usando Spekwin32. Finalmente, con el fin de evidenciar picos 

correspondientes a estructura secundaria definida, los datos se analizaron por 

segunda derivada en la región de la amida I (1700-1600 cm-1) con el programa 

PeakFit 4.12 usando los parámetros de Savitsky-Golay que vienen en el paquete 

de Sigmaplot. 
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Dot-blot. Los agregados se probaron contra el anticuerpo anti-cross-β WO1 para 

determinar estructura cross-β. Para esto, una gota de la suspensión de agregados 

se colocó sobre la membrana de nitrocelulosa y se dejó secar. Se bloqueó la 

membrana con BSA 5% (w/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. La 

membrana se incubó durante 1 hora con el anticuerpo WO1 a una dilución de 

1:8000 en Solución A adicionado con Tween 20 al 0,05% (w/v) (T-PBS). La 

membrana se lavó tres veces durante 10 minutos con T-PBS. Después, se incubó 

durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 1:30.000 

(anticuerpo anti-ratón conjugado con fosfatasa alcalina). La membrana se lavó 5 

veces con T-PBS durante 10 minutos y se reveló usando el BCIP® / NBT-Blue 

Liquid durante 10 minutos. La reacción colorimétrica se paró con agua MilliQ. 

Microscopía de fluorescencia. El producto final de agregación se incubó en 1 

mM ThT en relación 1:1 (v/v) a temperatura ambiente durante 15 min en la 

oscuridad. Una muestra de 10 µl de la suspensión se colocó sobre cubreobjetos y 

se visualizó en un microscopio Zeiss Axioskop de fluorescencia bajo luz azul (300-

390 nm). 

Microscopía electrónica de transmisión. Se colocaron 15 µL de la suspensión 

de agregados en rejillas de cobre de 200 mesh con cobertura de Formvar durante 

1 minuto. Las rejillas se tiñeron durante 1 minuto con acetato de uranilo al 2% 

(w/v), después se lavaron una vez con agua MilliQ. Las imágenes se registraron 

en un microscopio electrónico de transmisión modelo ZEISS LIBRA a 120 kV. 
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Predicción consenso de regiones cross-β. Se determinaron los potenciales 

núcleos cross-β utilizando 4 predictores de libre acceso: FISH-amiloide71, FOLD-

amiloide72, PASTAS 2.073 y AMYLPRED 274. Para todos los predictores, se 

utilizaron los parámetros preestablecidos. En el caso de AMYLPRED 2, el cual es 

un consenso de diversos algoritmos, se utilizó la totalidad de parámetros que el 

predictor permite. Se consideró como secuencia consensuada a las regiones 

reconocidas por al menos 2 de los predictores utilizados.  

Hidrólisis acida de HsTPI. El corte químico de la enzima se llevó a cabo en tubos 

de 1,5 ml. Diez miligramos de HsTPI liofilizada se disolvieron en 1 ml de HCl 10 

mM, DTT 1 mM, pH 2 y se incubaron a 65º C durante 8 horas. Después del 

período de incubación, la reacción se enfrió en hielo y el patrón de hidrólisis se 

analizó en un gel de electroforesis de Tricina-SDS-PAGE teñido con Coomassie. 

Los productos de hidrólisis se incubaron a 37º C y 600 rpm para promover la 

agregación. Los agregados resultantes se lavaron tres veces con agua y luego se 

disgregaron con Gdn-HCl 7.4 M por toda la noche. 

Los agregados disueltos se mandaron a la Unidad de Proteómica del Instituto 

de Biotecnología UNAM, donde se desalaron usando un cartucho SepPack C18 y 

se analizaron mediante cromatografía nanolíquida y espectrometría de masas en 

tándem (nLC-MS/MS). Para la cromatografía de fase reversa se utilizó una 

columna analítica de 25 cm (750-µm de diámetro interno) con resina C18 en un 

flujo continuo de 400 nL/min en un gradiente de 10-90% (v/v) de acetonitrilo en 

ácido fórmico al 0,1% (v/v) durante 120 min. Todos los espectros se adquirieron en 

un modo dependiente de los datos a una resolución de 60,000 con un rango de 
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m/z de 300 a 1600. Los iones con una carga de 2, 3 y 4 fueron aislados para la 

fragmentación utilizando un valor de energía de colisión normalizada de 35 KeV y 

un valor Q de activación de 0,25.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Expresión y purificación de HsTPI. Después de 6 horas de la expresión inducida 

con IPTG y tras la purificación, se obtuvo un rendimiento de 12,3 ± 0,8 mg de 

His6x-HsTPI por litro de cultivo. El rendimiento se redujo a 10,5 ± 0,7 mg/L 

después del corte de la etiqueta His6x por la proteasa TEV y su purificación. 

Después del corte, HsTPI tuvo una reducción de peso de 29 kDa a 26,5 kDa y una 

pérdida de la afinidad hacia la resina cargada con níquel lo que se aprovecha para 

separarla de cualquier fracción que no hubiera sufrido el corte, así como de la 

proteasa utilizada (Figura 10). Se siguió el mismo procedimiento para la expresión 

y purificación de las mutantes Y165F y Y209F obteniendo grados de pureza 

similares a la enzima silvestre aunque con rendimiento menores de 

aproximadamente 7.5 y 8.2 mg/L respectivamente.  

Agregación de nitro-HsTPI. Lo primero que se realizó fue la evaluación de la 

amiloidogénesis de la variante nitrada de HsTPI. Esto con el fin de validar el 

reporte previo de que la nitración de TPI resulta en una variante amiloidogénica65. 

Para esto, se procedió primeramente a nitrar a HsTPI con el reactivo SIN-1, 

formador de peroxinitritos. La nitración de HsTPI se comprobó con un 

inmunoensayo usando un anticuerpo monoclonal anti-nitrotirosinas (Figura 11A). 

Después, se incubó la variante nitro-HsTPI en agitación a 37º C. Se siguió la 

aparición de agregados con características amiloides por fluorescencia con ThT 

(Figura 11B). La cinética de agregación no mostró un aumento en la agregación 

amiloide, más aun, los agregados finales presentaron morfología amorfa (Figura 

11C).  
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Figura 10. A) Expresión y purificación de HsTPI. En el gel de SDS-PAGE se 

muestra la expresión basal de HsTPI (carril 2). Tras la inducción con 0.2 mM de 

IPTG la cantidad de HsTPI aumentó tanto en la fracción insoluble (carril 3), como 

en la soluble (carril 4). Se logró una pureza superior al 98% con la columna de 

NTA-Ni con elusión de 200 (carril 5) y 300 mM (carril 6) de imidazol. B) Remoción 

de la etiqueta de histidinas con la proteasa TEV. Se aprecia una reducción de 

tamaño de aprox. 29 kDa (carril 2) a 26 kDa (carril 3).  
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Figura 11. A) Ensayo de dot-blot con anticuerpo anti-nitrotirosinas. Se observó una 

reacción positiva a la proteína tratada con SIN-1 a comparación de la proteína no 

tratada. B) Cinética de agregación seguida por fluorescencia ThT. La variante nitro-

HsTPI (línea descontinua) no mostró un aumento significativo en la fluorescencia 

tras 7 días de incubación comparada con el control de fibrilogénesis de lisozima de 

huevo (línea continua). C) Micrografías de los agregados finales de nitro-HsTPI 

mostrando una morfología irregular y aglomerados grandes superiores a las 5 µm 

de diámetro. La barra equivale a 1 µm.  
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Estos resultados contrastan con los resultados de Guix y col., donde se reportó 

agregación amiloide para la variante nitrada de TPI. Sin embargo, estos 

agregados de nitro-TPI  no presentaron morfología fibrilar, aunque debido a que 

exhibieron fluorescencia residual en presencia de ThT, Guix y col., clasificaron a 

estos agregados como amiloides. No obstante, al realizar la tinción con ThT de los 

agregados de nitro-HsTPI obtuvimos fluorescencia residual al igual que con otros 

materiales proteicos y no proteicos, eso por ello que concluimos que esta 

fluorescencia residual es un artefacto de la técnica.  

Más aun, Guix y col., proponen que las nitraciones se dan en la tirosina 165 y 

209, esto debido a que el ambiente que rodea a estos residuos favorece la 

reacción química. Esta modificación podría provocar una desestabilización de la 

estructura de HsTPI posiblemente al crear repulsión en el interior de la molécula 

así como comprometería los puentes de hidrogeno formados por estos residuos 

que estabilizan tanto el barril-β como el asa 6. Algo relevante de estas tirosinas es 

el hecho de que se encuentran en las hebras-β 6 y 7, justo en la región en donde 

cae el segmento equivalente al fibrilogénico de TPI de E. coli (Figura 12A). 

Entonces, la modificación de las tirosinas 165 y 209 de la proteína podría exponer 

esta región potencialmente fibrilogénica y formar agregados amiloides. Con esta 

idea se decidió probar el potencial amiloidogénico de HsTPI mediante la mutación 

de estas tirosinas a fenilalaninas, esto con el fin de simular la pérdida de los 

puentes de hidrógeno tal y como lo sugieren Guix y colaboradores.
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Figura 12. A) Estructura tridimensional de HsTPI mostrando en azul las tirosinas 

165 y 209. Además, se remarca en rojo el segmento equivalente al péptido 

amiloidogénico de TPI de E. coli 64. B) Micrografías de los agregados formados por 

las mutantes Y165F y Y209F de HsTPI. La barra equivale a 1 µm. 

A) 

B) 

           Y165F                                    Y209F 
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La agregación de estas mutantes, al igual que nitro-HsTPI, llevó a la formación 

de estructuras desordenadas con fluorescencia residual en presencia de ThT 

(Figura 12B). Con esto descartamos que ni la nitración de HsTPI ni las mutaciones 

de las tirosinas 165 y 209 a fenilalanina promueven la amiloidogénesis de HsTPI, 

a pesar de que estos cambios resultan en una disminución en la actividad 

enzimática65. Aunque, no podemos descartar  la participación de la nitración de 

HsTPI en la fisiopatología del Alzheimer, al potencial el daño celular por la 

acumulación de metilglioxal, si podemos descartar su participación directa en la 

formación de cross-β en las placas amiloides. No obstante a que se ha encontrado 

HsTPI en placas amiloides en tejido de hipocampo en pacientes post-mortem con 

Alzheimer65, consideramos que esta presencia es debida a interacciones a la 

superficie de las placas y no necesariamente en el nucleo cross-β de las mismas. 

Consideramos también, que en la metodología usada por Guix y col., debieron 

usar como control la búsqueda de otra proteína citosólica diferente a HsTPI lo cual 

demostraría que su presencia es por efecto amiloidogénico y no por el fenómeno 

de agregación no especifica común de todas las proteínas 

Agregación de HsTPI. Para establecer condiciones de amiloidogénesis en HsTPI, 

primeramente se realizó un ensayo en donde la enzima se incubó por una semana 

en concentraciones de urea en el rango de 0 a 8 M con agitación a 37º C. Al 

finalizar la incubación, se realizó una medición de fluorescencia con ThT a los 
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Figura 13. Formación de estructuras afines a ThT en respuesta a la concentración 

de urea en las condiciones de agregación.  
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agregados (Figura 13). Se observó un aumento en la fluorescencia en ThT en 

respuesta a la concentración de urea hasta la concentración de 3.2 M. 

Concentraciones mayores de urea no mostraron un incremento significativo en la 

fluorescencia en los agregados formados. Se sabe que en altas concentraciones, 

la urea solubiliza la cadena principal de las proteínas y compite con los enlaces de 

hidrógeno durante la formación de la estructura cross-β 40,75,76. Más importante 

aún, se sabe que la amiloidogénesis requiere de intermediarios parcialmente 

plegados que conserven cierta estructura que sirva de andamiaje en el ensamble 

cross-β 15,39,77. En este sentido, a bajas concentraciones de urea (hasta 3.2 M), en 

donde la agregación-β fue promovida, la estructura tanto secundaria como 

terciaria de HsTPI no es alterada de manera significativa según estudios 

reportados de desplegamiento de HsTPI con fluorescencia intrínseca y dicroísmo 

circular 78,79. Por otro lado, las concentraciones mayores, donde se disminuyó la 

agregación-β, corresponden a la fase de desplegamiento cooperativo de la curva. 

Lo anterior sugiere que a concentraciones superiores a 3.2 M de urea, la proteína 

ha perdido el andamiaje estructural que promueve la agregación-β. Por lo anterior 

se escogió la concentración de 3.2 M de urea para realizar una caracterización 

mayor.  

Se realizaron cinéticas de agregación para HsTPI en Solución A con 0 M de 

urea (HsTPIn) y 3.2 M de urea (HsTPIurea). A pesar de que HsTPIn se agregó tras 

la incubación por siete días, no se observó tendencia alguna a la formación de 

cross-β (Figura 14A). Más aun, los agregados formados presentaron una 

morfología irregular más consistente con agregados amorfos que con agregados 

47 
 



fibrilares (Figura 14B). Esta morfología fue similar a la exhibida por los agregados 

formados por la variante nitro-TPI evaluada por Guix 65. 

Interesantemente, HsTPIn conservó en gran parte su estructura secundaria, de 

acuerdo al espectro de IR, tras la incubación, sugiriendo agregación nativa (Figura 

15A). Este tipo de agregación se caracteriza por interacciones intermoleculares 

promovidas por la flexibilidad intrínseca de las proteínas y no por procesos de 

desplegamiento 80,81. En este sentido, HsTPI sigue un desplegamiento térmico 

irreversible de dos estados con una constante cinética de primer orden de 7.2 x 

10-6 min-1 a 37º C 82,83. De acuerdo con ese valor, la incubación de HsTPIn por 7 

días fue insuficiente para que la proteína visite posibles estados conformacionales 

que promuevan su agregación. No obstante, HsTPI posee movilidad en las asas 

principalmente en el asa βα-6 en la cual su flexibilidad es necesaria para la 

conversión de los estados abierto y cerrado en el mecanismo de catálisis84. Así 

que, es posible que esta flexibilidad haya promovido interacciones 

intermoleculares no ordenadas. Cualquiera que sea el caso, HsTPI mostró 

resistencia a la agregación-β al proteger, por su alta estabilidad, las potenciales 

regiones amiloidogénicas y más bien otros procesos de agregación diferentes 

secuestraron a la proteína. 
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Figura 14. Agregación de HsTPI. A) Cinética de agregación seguida por 

fluorescencia con ThT de HsTPIn (línea punteada), HsTPIurea (línea descontinua) y 

HEWL (línea continua). Micrografías de los productos finales de agregación tras 

una semana de incubación. La barra equivale a 1 µm. Los insertos muestran las 

imágenes de microscopía de fluorescencia con ThT.  
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Figura 15. Estructura secundaria de agregados HsTPI. A) Segunda derivada de 

los espectros de ATR-FTIR en la región de la amida I del HsTPI precipitada con 

sulfato de amonio (línea punteada), agregada en condiciones nativas (línea 

descontinua) y en 3.2 M de urea (línea solida). B) Dot-blot usando el anticuerpo 

WO1 confirmando la presencia de estructuras cross-β en el agregado de 

HsTPIurea.  
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Por otro lado, HsTPIurea mostró un incremento en la fluorescencia de ThT tras la 

incubación, respecto a la exhibida por HsTPIn, indicando la formación de 

agregados-β (Figura 14A). Sin embargo la intensidad de fluorescencia alcanzada 

por HsTPIurea tras 7 días de incubación es menor a la de HEWL indicando un 

menor grado de agregación-β. Consistente con lo anterior, las micrografías 

muestran una morfología desordenada, aunque más estructurada que HsTPIn, con 

regiones alargadas con apariencia quebrada, que asemejan filamentos o 

protofilamentos (Figura 14B). Estos resultados no demuestran contundentemente 

la formación de cross-β, ya que el aumento de fluorescencia podría deberse a 

interferencia con otro tipo de agregados presentes 66,85. Es por ello que 

adicionalmente se analizó la estructura secundaria por ATR-FTIR confirmando la 

formación de nuevas estructuras β al exhibir la banda característica alrededor de 

1624 cm-1 86,87 (Figura 15A). No obstante, algunos estudios indican que la 

formación de nuevas estructuras-β en procesos de agregación es un fenómeno 

común y no depende del tipo de agregación (ordenada o desordenada) ni de 

formación de cross-β 88,89. En este sentido, es importante diferenciar la 

agregación-β, en la cual se forman aglomerados con estructura residual β, de la 

formación cross-β, la cual desencadena la elongación de la hoja-β en un 

ensamblaje de filamentos. La presencia de cross-β se terminó de confirmar 

mediante dot-blot utilizando el anticuerpo monoclonal WO1 (Figura 15B) que 

reconoce estructura secundaria cross-β independientemente de la estructura 

primaria de las proteínas 90.  
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Una vez establecida la formación de cross-β por distintos métodos, es 

interesante notar que la agregación de HsTPIurea no sigue un mecanismo clásico 

de polimerización nucleada como se muestra en el caso de HEWL (Figura 14A) 

así como de otras proteínas y péptidos amiloides 91. En cambio, HsTPIurea sigue un 

mecanismo no cooperativo con ausencia de fase lag. Esto sugiere que HsTPI en 

3.2 M de urea se encuentra en un estado conformacional en el cual se favorece la 

agregación-β en un mecanismo independiente de nucleación ordenada 41,45. 

Existen ejemplos en la literatura de comportamientos similares al exhibido por 

HsTPI aunque con cinéticas más rápidas. Este es el caso de transtiretina, la cual 

en condiciones ligeramente desnaturalizantes se agrega en formas amorfas con 

su posterior ensamblaje en fibras en un mecanismo “downhill” 55. Otro ejemplo es 

el del dominio SH3 de la cinasa PI3, el cual presenta un mecanismo similar. 

Primeramente, SH3 se agrega rápidamente (1-3 hrs) en agregados desordenados 

a un pH de 3.6 con la posterior aparición de fibras amiloides al quinto día 54. En 

este último trabajo se sugirió que los agregados desordenados son 

energéticamente más favorables que la nucleación. Además, se ha descrito una 

cooperatividad similar en la agregación ordenada y desordenada lo que sugiere 

que la asociación desordenada podría competir con la agregación-β y la formación 

de cross-β en etapas temprana de la amiloidogénesis 60,92-94. Más aun, estos 

agregados desordenados podrían desempeñar un papel importante en el 

reclutamiento y asociación de moléculas de proteínas que posteriormente son 

transformadas en estructuras cross-β 52,95,96. Esto podría explicar la morfología de 

los agregados HsTPIurea que presentan estructuras desordenadas con morfología 

52 
 



residual fibrilar. Es decir, que en HsTPIurea ambas rutas de agregación están en 

competencia, siendo la formación de agregados amorfos favorecida cinéticamente, 

ya que la agregación amiloidogénica fue incompleta tras 7 días de incubación. 

Esto debido al mecanismo propuesto el cual forma primeramente agregados 

desordenados, los cuales posteriormente pueden seguir en ruta de 

amiloidogénesis con una conversión lenta hacia cross-β 97-100.  

Identificación de regiones Cross-β en HsTPI.- Se utilizaron diferentes 

algoritmos de predicción fundamentados en una base de datos de secuencias 

amiloidogénicas de priones, proteínas asociadas enfermedades amiloides y 

proteínas amiloides funcionales 59. Algunos principios físico-químicos también 

fueron considerados por los predictores, tales como la propensión de estructura 

secundaria, el potencial de enlaces de hidrógeno, secuencias camaleónicas (CS 

por sus siglas en inglés), regiones internas y los residuos que rompen estructura 

secundaria. Tras la serie de predicciones, se encontraron 8 potenciales regiones 

formadoras de estructura cross-β. Se consideró como regiones consensuadas a 

las identificadas por al menos dos de los predictores usados. Las regiones 

identificadas se concentraron hacia el extremo C-terminal de la proteína 

abarcando tres CS (142-152, 168-176 y 241-246) y cinco regiones-β cadena (90-

95, 122-129, 160-167, 206-211 y 223-233) (Figura 16A). Para evaluar la 

agregación de las regiones predichas se mandaron a sintetizar los péptidos 

correspondientes además de los péptidos de las 3 hebras-β no identificadas por 

los predictores: β1 (6-14), β2 (37-45) y β3 (59-66) debido a su propensión 

inherente a formar hojas-β paralelas y potenciales agregados-β. Para maximizar la 
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solubilidad de los péptidos sintéticos, se añadieron algunos residuos nativos 

adicionales a las regiones predichas según lo recomendado por GenScript USA 

Inc. (Figura 16B). 

Durante el período de incubación, la solución del péptido β3 se volvió turbia al 

segundo día, seguida por las soluciones β6, β7 y CS-3 al quinto día. Las 

mediciones finales de fluorescencia con ThT a 485 nm (Figura 17A) muestran que 

tras 5 días de incubación, los péptidos β3, β6, β7 y CS-3 formaron agregados con 

características amiloides. Además, se evaluó la propiedad de corrimiento espectral 

del rojo Congo al calcular el valor relativo de corrimiento espectral de las muestras 

(Figura 17B). Los cuatro péptidos dieron valores de corrimiento espectral 

superiores al control de rojo Congo. Más aun, se confirmó morfología fibrilar para 

los cuatro péptidos por TEM (Figura 18), donde el mayor nivel de asociación lo 

alcanzó el péptido β3 el cual formó una red densa de fibras maduras. El tamaño, la 

forma y el nivel de asociación de los péptidos β6, β7 y CS-3 fueron muy variados. 

El péptido β7 formó fibras cortas, rotas que no eran más largas que 500 nm, 

mientras que los péptidos β6 y CS-3 formaron grandes aglomerados de aparentes 

protofilamentos. El resto de los péptidos no mostró agregación-β (Anexo III). 

A pesar de que no se pudo comparar la velocidad de agregación entre péptidos, 

debido a que la cantidad de péptido con la que se contaba no fue suficiente para 

realizar cinéticas de agregación, si se pudo constatar formación de agregados 

amiloides. Además, se puede aseverar que el péptido β3 fue el más 

amiloidogénico al exhibir la mayor intensidad de fluorescencia con ThT, mayor 

corrimiento espectral del rojo Congo y una morfología de fibras maduras. 
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Figura 16. Identificación de regiones potencialmente formadoras de estructura cross-β. A) Predicción consenso de 

regiones propensas a agregación-β. Las hebras-β se muestran en verde, las hélices-α en color amarillo y las 

secuencias camaleónicas se encuentran subrayadas. Residuos de aspártico están en rojo, indicando los posibles 

sitios de hidrólisis ácida. B) Lista de las regiones potencialmente formadoras de estructura cross-β seleccionadas 

para la síntesis de péptidos.  
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Figura 17. Agregación de los péptidos. A) Mediciones de intensidad de 

fluorescencia de ThT al punto final de agregación tras 5 días de incubación. B) 

Espectros de absorbancia de los agregados en presencia de 5 µM de rojo Congo. 

Un pico máximo a 540 nm se muestra en los agregados del péptido-β3 (línea 

solida negra), péptido-β6 (línea descontinua), péptido-β7 (línea descontinua 

punteada) y péptido-CS-3 (línea punteada) en comparación con rojo Congo solo 

(línea solida gris). 
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Interesantemente, de los péptidos encontrados con un comportamiento 

amiloidogénicos, sólo el que abarca la región de la β3 no fue consensuada por los 

predictores, no obstante fue el más amiloidogénico. El único predictor que 

reconoció a esta región como potencial formadora de cross-β fue AMYLPRED 2, lo 

que demuestra una mayor sensibilidad y especificidad de éste con respecto a los 

demás predictores usados. Esto tiene sentido ya que este predictor es a su vez un 

consenso de diferentes algoritmos como AGGRESCAN, AmyloidMutants, 

Amyloidogenic Pattern, Average Packing Density, Beta-strand contiguity, 

Hexapeptide Conformational Energy, NetCSSP, Pafig, SecStr (Possible 

Conformational Switches), TANGO y Waltz 74.  

Por otro lado, con el fin de contrastar la región formadora de fibras encontrada 

en TPI de E. coli (186-218), el cual corresponde a la hélice-α 6 y toda la hebra-β7 

del barril TIM 64, con la región equivalente en HsTPI, se sintetizó el péptido P1 

(185-213) y se evaluó su agregación. Este péptido comparte un 47 % de identidad 

con el reportado con un 88% de identidad en la región de la β7 (Figura 19A). Tras 

la incubación por 5 días en agitación, el péptido P1 formó fibras cortas de menos 

de 500 nm de longitud. Según las imágenes de TEM, el péptido P1 mostró una 

menor fibrilogénesis respecto a lo reportado para el péptido de la secuencia 

equivalente de E. coli. Esta diferencia en el grado de agregación se puede explicar 

si se considera la diferencia en la concentración de péptido usado para la 

agregación, la cual fue menos de la mitad en este trabajo, ya que se sabe que la 

velocidad de agregación es sensible a concentración de péptido 101,102. No 

obstante, en este trabajo se pudo delimitar el núcleo cross-β del fragmento 
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Figura 18. Imágenes TEM de los péptidos agregados; la barra de escala equivale 

a 1 µm. 
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amiloidogénico hacia la β7, ya que la región de la hélice-α6 no posee propensión a 

cross-β según las predicciones.  

A través del análisis de las diferentes regiones predichas con los péptidos se 

cubrió el 51 % de la secuencia de HsTPI, encontrándose 4 secuencias 

amiloidogénicas; sin embargo, permanece un 49 % de la secuencia que no fue 

evaluada, y como el resultado del péptido β3 lo demuestra, pueden haber regiones 

con alta propensión a la formación de fibras amiloides no identificadas con los 

predictores. Para tener una cobertura completa de la secuencia se procedió hacer 

una hidrólisis ácida de la proteína (HCl 10 mM), que tiende a digerir enlaces 

peptídicos específicamente en residuos aspárticos (Figura 20A). Tras la 

incubación por toda la noche en condiciones ácidas, la proteína se hidrolizó 

parcialmente, obteniendo péptidos de tamaño muy variados (Figura 20B). Una 

hidrólisis completa no hubiera exhibido fragmentos mayores a 4 kDa, lo que 

sugiere que como se buscaba, la HsTPI fue parcialmente hidrolizada. 

Después de la hidrólisis ácida, la mezcla de reacción se incubó a 37 ºC y 600 

rpm por 7 días. Al seguir la agregación por fluorescencia de ThT, se observó un 

comportamiento de agregación de los fragmentos hidrolizados que era indicativo 

de la formación de fibras amiloides ya que siguió un mecanismo de nucleación-

polimerización con una fase lag de 45 horas y alcanzando la fase estacionaria 

hasta las 140 horas (Figura 21A). Además, las imágenes de TEM de los productos 

finales de agregación mostraron una morfología consistente con fibras amiloides 

maduras (Figura 21B). Esto anterior es interesante ya que la agregación de la 

proteína no hidrolizada (HsTPIurea) siguió un comportamiento monofásico 
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A) 
                                       Identidad 47% 
         TPI de E. coli         12 NVSDAVAQSTRII-YGGSV 29 

                                   N+ +       II YGGSV 

         HsTPI                  16 NIAEQV-----IIQYGGSV 29 

 

B) 

                    
                             E. coli (186-218)                         P1 (185-213) 

 

Figura 19. A) Alineamiento de la región amiloidogénica encontrada en E. coli con 

la región equivalente en HsTPI. B) Diferencia en el grado de agregación del 

fragmento reportado y el péptido P1. Ambas imágenes muestran la misma 

magnificación. La escala esta como se representa. Imagen de la izquierda tomada 

de la publicación de Contreras y col., 1999 64. 

 

60 
 



independiente de nucleación estructurada con una amiloidogénesis incompleta a 7 

días de incubación. Esto sugiere que tras la hidrólisis de HsTPI se perdieron 

estructuras que promovían rutas alternas a la agregación cross-β, que desviaban 

la agregación hacia especies amorfas y retardaban la amiloidogénesis. La 

disociación parcial de las fibras amiloides con Gdn-HCl condujo a un único 

fragmento (Figura 21C) que corresponde a la región entre los residuos 57-85 

(DPKIAVAAENCYKVTNGAFTGEISPGMIK) de HsTPI según lo determinado por 

nLC-MS/MS (Figura 21D). Este fragmento corresponde a la totalidad de la hebra-

β3 encontrada en el análisis de péptidos. Ningún otro péptido amiloidogénico fue 

recuperado en esta agregación a pesar de que toda la secuencia estuvo 

potencialmente representada en la digestión.  

No obstante, según el análisis MS/MS, la glutamina 65 del fragmento 

enriquecido por la agregación fue desaminada en un glutamato debido al 

tratamiento ácido de la proteína. Sin embargo, este cambio químico no tuvo efecto 

aparente en la propensión amiloidogénica. No pudimos determinar la influencia de 

este cambio en las velocidades ya que se imposibilitó la realización de cinéticas de 

agregación de los péptidos sintéticos.  
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Figura 20. A) Mecanismos propuestos para la hidrólisis ácida específica en 

residuos de aspártico 103. El corte se realiza por el ataque nucleofílico de una 

molécula de H2O hacia el carbono del carbonilo anterior o posterior al carbono-α 

dando dos opciones de hidrólisis, hacia el N-terminal (Pathway A) o hacia el C-

terminal (Pathway B). B) Gel de electroforesis SDS-PAGE-TRICINA de los 

productos de hidrólisis acida de HsTPI. En el carril 1se muestra el marcador de 

peso molecular con los pesos como se indican, en el carril 2 la proteína hidrolizada 

y en el carril 3 la proteína antes de la hidrólisis. 

A) B) 
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Figura 21. A) Cinética de agregación de los fragmentos producto de hidrólisis 

ácida de HsTPI. B) Micrografía del producto final de agregación de los fragmentos 

hidrolizados. Barra equivale a 1 µm. C) SDS-PAGE-TRICINA de la disolución de 

los agregados fibrilares obtenidos. Se muestra el enriquecimiento principal de un 

fragmento con masa molecular menor a 10 kDa. D) Espectro MS/MS de ion +3 m/z 

1048.84 para la identificación del fragmento enriquecido correspondiente a los 

residuos 57-85 de HsTPI. 
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Características protectoras de HsTPI. Al analizar la topología (β/α)8 de HsTPI 

podemos notar ciertas características que la podrían hacer resistente a la 

agregación-β y a la formación de estructuras cross-β. En primer lugar, todos los 

hebras-β paralelas están enterradas dentro de la proteína en la formación de un 

barril-β que previene la propagación de la hoja-β y por lo tanto la agregación-β. 

Para formar la estructura cross-β, las hebras deben ser expuestas a la superficie. 

Sin embargo, debido a que los aminoácidos que constituyen el barril-β son 

predominantemente hidrofóbicos, la exposición del núcleo interno tenderá a 

colapsar hidrofóbicamente en agregados amorfos en vez de rápidamente formar 

estructuras cross-β, retardando la agregación amiloide. Este es posiblemente el 

escenario de la agregación de HsTPIurea, donde una ligera desestabilización de la 

molécula expuso regiones internas que antes de formar cross-β, se asociaron 

desordenadamente.  

En el caso de regiones expuestas a solvente, que son más accesibles para las 

asociaciones intermoleculares, hay una restricción estructural evitando la 

conformación β en la superficie promoviendo solo hélices-α o “random coil”. Este 

mecanismo puede estar previniendo la asociación cross-β de CS-3 en el estado 

nativo de HsTPI conformándola como la hélice-α8. Este mecanismo de protección 

existe en otra proteína como es el caso de apoA-I donde regiones camaleónicas 

fibrilogénicas se configuran en hélice-α evitando la agregación; sin embargo, se ha 

visto que algunas mutaciones pueden eliminar esta restricción estructural y la 

proteína puede sucumbir a la agregación amiloide104.  
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Tras un análisis de la estructura terciaria de HsTPI notamos algunos residuos 

altamente conservados en la familia de TPIs que podrían estar fungiendo como 

restricción conformacional de la CS-3 (α8). Primeramente, la α8 es precedida por 

la hebra-β8, separados por la prolina 239 que produce un giro y dirige a la α8 

hacia el costado de la molécula facilitando la interacción con el interior de la 

proteína estabilizada principalmente por la fenilalanina 241. Además, este giro 

está estabilizado por un puente salino entre la lisina 238 y el glutámico 240.  

Además de la estructura terciaria de (β/α)8, TPI siempre se encuentra como un 

oligómero y más frecuentemente como una proteína dimérica. La interfase de 

dimerización está formada precisamente por la asa después de la hebra-β3 que se 

internaliza en el sitio activo de la otra subunidad. La dimerización de TPI 

incrementa hasta 8 veces la estabilidad de la molécula 78. Esta interacción da una 

protección adicional a la región alrededor de la hebra β3. En este sentido, 

múltiples intentos de perturbar la interface de dimerización han llevado a variantes 

inactivas de TPI 105-107, pero que a través de evolución dirigida son capaces de 

recuperar la actividad 108. Esto sugiere fuertemente que la dimerización de TPI 

podría ser un factor seleccionado por la evolución para ayudar a proteger a la 

molécula de la agregación. 

Por último, se ha observado que el tamaño del polipéptido podría influenciar la 

agregación 2,109,110. La longitud de la cadena podría estar asociado al número de 

estados conformacionales posibles, no solo en interacciones intramoleculares sino 

que también y más importante en interacciones intermoleculares, incrementando 

así el número y complejidad de rutas de agregación. Consideramos que tanto la 
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longitud del polipéptido, el factor topológico y la hidrofobicidad de las hebras-β 

pudieron haber dirigido la agregación desordenada de HsTPIurea alentando la 

amiloidogénesis.   
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CONCLUSIONES 

• La enzima bajo agitación en condiciones nativas de pH, fuerza iónica y 

temperatura es resistente a la agregación-β.  

• Una ligera desestabilización de HsTPI con 3.2 M de urea permite la asociación 

β con la formación de estructuras amorfas en un mecanismo de fibrilogénesis 

lento con la aparente formación de intermediarios desordenados.  

• Triosa fosfato isomerasa de humano tiene al menos 4 secuencias formadoras 

Cross-β que en la estructura nativa se encuentran como tres hebras-β y un 

hélice-α. De las 4 secuencias, la región correspondiente a la hebra-β3 fue la 

más fibrilogénica. 

• El servidor de predicción AMYLPRED 2 mostró una mayor sensibilidad al 

identificar las cuatro regiones fibrilogénicas, sin embargo mostró una baja 

especificidad con 6 falsos positivos de 10 hits. 

• Es claro que la naturaleza de HsTPI confiere protección contra la formación de 

agregados amiloides tóxicos. Sin embargo, procesamientos proteolíticos 

podrían liberar las regiones fibrilogénicas y promover la formación de placas 

amiloides, resultando en enfermedades amiloides. 

• Las cuatro secuencias fibrilogénicas encontradas en HsTPI podrían tener 

potencial uso biotecnológico en nanomateriales, sobre todo la región β3 ya que 

forman estructuras más organizadas y homogéneas.  
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ANEXOS 

ANEXO I. Soluciones y reactivos 

Medio Luria Bertani (LB). El medio se preparó disolviendo 20g de Triptona, 5g 

de extracto de levadura y 10g de NaCl, ajustado el pH a 7.5 con NaOH y aforando 

a un litro. Posteriormente se esterilizó en autoclave por 20 minutos a 121º C con 

una presión alrededor de 103 kPa. En caso de ser sólido al medio LB se le agregó 

agar para tener una concentración final del 1.5% (w/v).  

Ampicilina. Se preparó un stock 1000x pesando 500 mg y disolviéndolo en 10 

mL de H2O a concentración final de 50 mg/mL. La solución se filtró con un punto 

de corte de 0.2 µm y se almacenó a -20º C. La concentración de trabajo fue de 50 

µg/mL.  

Cloranfenicol. La solución stock 1000x se preparó disolviendo 350 mg en 10 

mL de etanol a concentración final de 35mg/mL. La solución se filtró con un punto 

de corte de 0.2 µm y se almacenó a -20º C. La concentración de trabajo fue de 35 

µg/mL. 

IPTG. Se usó una solución stock de concentración 100 mM. Para esto, se pesó 

2.38 g de IPTG sólido y se disolvió en 100 mL de H2O estéril. La solución se filtró 

con un punto de corte de 0.2 µm y se almacenó a -20º C. La concentración de 

trabajo fue de 0.2 mM. 

Solución A. Esta solución se derivó de un stock 10x el cual se preparó 

disolviendo 27.4g de Na2HPO4, 2.4g de KH2PO4 y 87g de NaCl en un litro de H2O 
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y ajustando el pH a 7.4. Antes de cada ensayo, la solución de trabajo se filtró y 

degasificó. Esta solución fue suplementada para los distintos ensayos realizados. 

Para la purificación de HsTPI se suplementó con imidazol usando un stock 500 

mM (realizado en la misma solución). Para los ensayos de agregación se 

suplementó, además de urea, con 1 mM de DTT y 0.2% (w/v) de azida de sodio. 

En el inmunoensayo dot-blot se le adicionó 0.05% (w/v) Tween 20.  

Tetraetilamonio. Este se preparó diluyendo la solución comercial que está al 

40% (w/v) hasta una concentración de 50 mM. Posteriormente se le ajustó el pH a 

7.4. Se usó solución fresca para cada reacción de nitración.  

Hidrocloruro de 3-morfolinosidnonimina (SIN-1). El reactivo sólido se separó 

en alícuotas de 10 mg equivalentes a 1 mL de reacción. Para la nitración, el 

reactivo sólido se disolvió en la solución de proteína en tetraetilamonio.  

Tioflavina T. Las soluciones de 10 µM y de 1 mM de Tioflavina T se prepararon 

a partir de una solución patrón 10 mM. Este se preparó disolviendo 32 mg en 10 

mL de H2O. La concentración se verificó por absorbancia usando un coeficiente de 

extinción molar a 412 nm, ε= 36,000 M-1 cm-1. 

Rojo de Congo. La solución de trabajo se preparó diluyendo una solución 

patrón (o estándar) 10 mM preparada con 70 mg de rojo de Congo en 10 mL de 

H2O. La concentración se verificó por absorción de luz usando un coeficiente de 

extinción molar a 498 nm, ε= 45,000 M-1 cm-1. 
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Agarosa Ni-NTA. Antes de cada cromatografía, la resina fue regenerada y pre-

equilibrada, ya que fue reutilizada para la purificación de los distintos lotes de 

proteína así como en la remoción de la proteasa TEV. Para esto, la resina se lavó 

secuencialmente como a continuación se indica: i) 5 volúmenes de cama (VC) de 

H2O, ii) 10 VC de EDTA 100 mM, iii) 5 VC de H2O, iv) 10 VC de SDS 0.1 % (w/v), 

v) 10 VC de H2O, vi) 3 VC de NiSO4 100 mM, vii) 5 VC de H2O y finalmente 10 VC 

de Solución A.  
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ANEXO II. Lista de péptidos sintéticos probados en ensayos de agregación.  

No. Nombre Secuencia Residuos Carga 

1 CS-1 EKVVFEQTKVIAD 13 -1 

2 CS-2 VWAIGTGKT 9 1 

3 CS-3 PEFVDIINAKQ 11 -1 

4 β1 KFFVGGNWK 9 2 

5 β2 DTEVVCAPP 9 -2 

6 β3 KIAVAAQN 8 1 

7 β4 TWVVLGH 7 1 

8 β5 EGLGVIACIGE 11 -2 

19 β6 KVVLAYEP 8 0 

10 β7 QSTRIIYGGSVT 12 1 

11 β8 DVDGFLVGGAS 11 -2 

12 P1 VHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGS

 

30 2 
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ANEXO III. Micrografías TEM de agregados no fibrilares obtenidos de los péptidos 

no amiloidogénicos.  
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ABSTRACT
Background. Amyloid secondary structure relies on the intermolecular assembly of
polypeptide chains throughmain-chain interaction. According to this, all proteins have
the potential to form amyloid structure, nevertheless, in nature only few proteins aggre-
gate into toxic or functional amyloids. Structural characteristics differ greatly among
amyloid proteins reported, so it has been difficult to link the fibrillogenic propensity
with structural topology. However, there are ubiquitous topologies not represented in
the amyloidome that could be considered as amyloid-resistant attributable to structural
features, such is the case of TIM barrel topology.
Methods. This work was aimed to study the fibrillogenic propensity of human
triosephosphate isomerase (HsTPI) as a model of TIM barrels. In order to do so,
aggregation of HsTPI was evaluated under native-like and destabilizing conditions.
Fibrillogenic regions were identified by bioinformatics approaches, protein fragmenta-
tion and peptide aggregation.
Results.We identified four fibrillogenic regions in the HsTPI corresponding to the β3,
β6, β7 y α8 of the TIM barrel. From these, the β3-strand region (residues 59–66) was
highly fibrillogenic. In aggregation assays, HsTPI under native-like conditions led to
amorphous assemblies while under partially denaturing conditions (urea 3.2M) formed
more structured aggregates. This slightly structured aggregates exhibited residual cross-
β structure, as demonstrated by the recognition of the WO1 antibody and ATR-FTIR
analysis.
Discussion. Despite the fibrillogenic regions present in HsTPI, the enzyme main-
tained under native-favoring conditions displayed low fibrillogenic propensity. This
amyloid-resistance can be attributed to the three-dimensional arrangement of the
protein, where β-strands, susceptible to aggregation, are protected in the core of the
molecule. Destabilization of the protein structure may expose inner regions promoting
β-aggregation, as well as the formation of hydrophobic disordered aggregates. Being
this last pathway kinetically favored over the thermodynamically more stable fibril
aggregation pathway.

Subjects Biophysics
Keywords Fibrillogenesis, Amyloid, Aggregation, Triosephosphate isomerase, Cross-β

INTRODUCTION
The conversion of native soluble proteins into highly structured insoluble fibrillar
assemblies is associated with several degenerative pathologies, such as Alzheimer’s disease,
Huntington’s disease and Parkinson’s disease, among others (Chiti & Dobson, 2006).
Currently, more than 30 different proteins are involved in amyloid processes that differ
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in their sequence, topology, size and function but share similar structural features in the
fibrils formed. A common unit of the cross-β spine structure is conserved in fibrillar
assemblies, where β-strands stack to form β-sheets that grow perpendicular to the fiber
axis (Jahn et al., 2010; Knowles, Vendruscolo & Dobson, 2014;Westermark, 2005). Several
fibrillogenesis mechanism models have been proposed based on kinetic, structural and
morphological data (Zerovnik et al., 2011). These mechanisms differ from each other
by: (i) the number of aggregation pathways, (ii) number of steps (conformational and
oligomeric states of the protein) and (iii) the cooperativity of amyloid assembly (Calamai,
Chiti & Dobson, 2005; Dovidchenko, Leonova & Galzitskaya, 2014; Gillam &MacPhee,
2013; Gosal et al., 2005; Powers & Powers, 2008;Wu & Shea, 2011; Zou et al., 2014).

Regardless the mechanism followed, amyloid fibrils formation always relies on the
intermolecular interactions of the polypeptide main chain. Therefore, all polypeptide
chains have the potential to form β-aggregates. However, not all proteins aggregate into
cross-β structures in the physiological environment (Baldwin et al., 2011). To observe
protein aggregation, the native state must usually be destabilized to expose aggregation-
prone regions (Knowles, Vendruscolo & Dobson, 2014). It is clear that some sequences
are more prone to form cross-β structures than others (Jahn & Radford, 2008). Some
experimental and computational studies have identified the inherent properties of the
sequence, including the net charge, length, hydrophobicity and secondary structure
propensities, as determinants of aggregation (Fernandez-Escamilla et al., 2004; Hills Jr
& Brooks 3rd, 2007;Maurer-Stroh et al., 2010). Based on experimental evidence, several
informatics approaches have been developed to identify aggregation-prone regions that
could allow us to predict protein aggregation propensity.

These aggregation-prone regions are present in a large number of proteins and, in
some cases, play a key role in the function or folding of the protein and, therefore,
cannot be eliminated. However, evolution has developed protective mechanisms, such
as improving solubility, steric hindrance and conformational restriction, to avoid the
exposure of aggregation-prone regions (Richardson & Richardson, 2002; Tzotzos & Doig,
2010). It is clear that most of the protective mechanisms that evolved, are based on
increasing the stability of the native state of the protein, suggesting that topologies with
higher stabilities are less susceptible to amyloid aggregation (Baldwin et al., 2011). Thus,
this trait can be selected during evolution, which may explain the rather limited number
of folds observed in nature (Goldstein, 2008; Koehl & Levitt, 2002).

A scaffold that has been recursively recruited during evolution is the TIM barrel (β/α)8
(Wierenga, 2001). So far, there are no reports of any TIM barrel forming fibrillar aggre-
gates. Nevertheless, there is some evidence that links triosephosphate isomerase (TPI)
with amyloid aggregation. In 1999, Contreras and coworkers (1999) found a segment
(residues 186–218) from Escherichia coli TPI that shares 20% identity with the amyloid
β-peptide. When investigated, this fragment was able to assemble into amyloid-like fibrils
with affinity to Congo red. In another work, Guix and coworkers found high levels of a
nitrated variant of TPI (nitro-TPI) that was induced by amyloid β-peptide depositions
in the brain tissues of Alzheimer’s disease patients Guix et al. (2009). Aggregation of in
vitro nitrated rabbit TPI formed large β-aggregates with amyloid-like properties that were
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able to induce aggregation of the Tau protein. These data indicate a fibrillogenic potential
in TIM barrels, moreover in human triosephosphate isomerase (HsTPI) with interest
in the physiopathology of Alzheimer’s disease. Therefore, we considered imperative to
evaluate the in vitro propensity of HsTPI to aggregate into fibril conformation and search
for fibrillogenic regions in its sequence.

MATERIALS AND METHODS
Materials
All peptides were synthesized by Liquid Phase Peptide Synthesis (LPPS) without N-
or C-terminal modifications by GenScript USA Inc. (Fig. 3B). The WO1 antibody was
generously donated by Dr. Ronald Wetzel from the Department of Structural Biology of
the University of Pittsburgh. Hen egg-white lysozyme (HEWL) and all other reagents were
purchased from Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO, USA).

Expression and purification of HsTPI
The vector pET3a-HsTPI was kindly donated by Dr. Gomez Poyou (IFC-UNAM). This
vector encodes the sequence of the wild-type HsTPI with a His-tag at the N-terminus
followed by a TEV protease recognition sequence. The plasmid was transformed into
the E. coli BL21-Gold(DE3) strain. Transformed cells were grown in LB medium sup-
plemented with ampicillin at 37 ◦C until an absorbance of 0.6 at 600 nm was reached.
Then, the expression of HsTPI was induced with IPTG at a final concentration of 0.2
mM. Incubation continued at 20 ◦C for 6 h. The cells were harvested and suspended in
buffer A (20 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.4). The cell suspension was
sonicated (five times for 30 s) and centrifuged at 15,000 g for 30 min. The supernatant was
loaded into a Ni-NTA agarose column. The resin was washed with 10 column volumes
of buffer A containing 50 mM imidazole. HsTPI was then eluted with 300 mM imidazole
in buffer A. The purified HsTPI was dialyzed against buffer A in order to eliminate the
imidazole. The His6X tag was cleaved using recombinant His-tagged TEV protease at a
ratio of 1:50 (w/w) protease/HsTPI at 4 ◦C overnight. To remove the His-tagged TEV
protease as well as any undigested HsTPI, the mixture was loaded into a Ni-NTA agarose
column and washed with buffer A. The effluent from the column containing the cleaved
HsTPI was recovered, precipitated with 75% ammonium sulfate and stored at 4 ◦C. The
protein concentration was determined by measuring the absorbance at 280 nm using an
extinction coefficient of ε= 33,460 M−1 cm−1. The integrity of HsTPI was checked using
a specific activity assay.

Aggregation assays
Aggregation assays were performed in 1.5-mL Eppendorf tubes containing 1 mL of
100 µMHsTPI previously dialyzed against buffer A supplemented with 0.2% of sodium
azide. Aggregation was also performed under slightly denaturing conditions (3.2 M
of urea in the same buffer). The tubes containing the enzyme were incubated in a
thermomixer (series 22670000; Eppendorf, Hamburg, Germany) at 37 ◦C and 600 rpm
for one week. HsTPI aggregation was followed through time by a turbidimetric assay
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at 405 nm and by Thioflavin T (ThT) fluorescence. To do so, protein samples (10 µL)
were added to 140 µL of filtered 10 µM ThT in buffer A and the fluorescence emission
intensity at 485 nm was recorded using 96-well black clear bottom plates in a Tecan Safire
multimode microplate reader at an excitation of 440 nm. After one week of incubation,
the aggregates were recovered by centrifugation at 25,000 g for 1 h. The aggregation
kinetics were repeated three times with protein originating from different expression and
purification batches.

For peptide aggregation assays, desalted freeze-dried peptide was first dissolved. All but
the β4, β7, and β8 peptides were soluble in water. The β4 and β7 peptides were dissolved
in 10% acetic acid while the β8 peptide was dissolved in 100 mM ammonium hydroxide.
After dissolving, peptide solutions were diluted with phosphate buffer, supplemented with
0.02% of sodium azide, to a final concentration of 50 µM and the pH was adjusted to 7.4.
Large particles were removed by micro filtration (0.45-µm pore size). A 1 mL sample of
each peptide solution in 1.5-mL Eppendorf tubes was sealed and incubated at 37 ◦C and
600 rpm for 3 weeks. The final ThT fluorescence intensity and green-birefringence with
Congo red were measured.

Congo red birefringence
Congo red binding analysis was conducted by spectrophotometric assay. First, 10 µL
of an aggregate sample was added to 140 µL of filtered 5 µMCongo red in PBS. Congo
red alone was used as a reference. The mixtures were incubated at room temperature
for 30 min. Absorbance spectra from 400 nm to 700 nm were acquired on a Tecan
Safire multimode microplate reader blanked with phosphate buffer. A maximum peak
at 540 nm was indicative of red-green birefringence. A relative birefringence value was
calculated using the ratio of absorbance at 540:490 nm, b= (abs540 nm/abs490 nm) based
on previous reports (Frid, Anisimov & Popovic, 2007; Klunk, Jacob & Mason, 1999).

Dot-blot assay
To confirm cross-β structure in the aggregates, a dot-blot assay against the anti-cross-
β WO1 antibody was performed. First, a 10 µL sample was placed as a drop on a
nitrocellulose membrane and allowed to dry. Non-specific binding sites were blocked
with 5% (w/v) bovine serum albumin for 1 h at room temperature. The membrane was
incubated for 1 h with the WO1 antibody at a dilution of 1:8,000 in phosphate buffer
containing 0.05% (w/v) Tween 20 (T-PBS). The unbound primary antibody was washed
three times for 10 min with T-PBS. Then, the membrane was incubated for 1 h at room
temperature with the secondary antibody (alkaline phosphate conjugated anti-mouse
antibody; A3562; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) using a dilution factor of 1:30,000
in T-PBS. The membrane was then washed 5 times with T-PBS for 10 min and revealed
using the BCIP R©/NBT-Blue Liquid Substrate System for Membranes for 10 min. The
colorimetric reaction was stopped with MilliQ water.

Transmission electron microscopy (TEM)
The final aggregation products were placed on Formvar-coated 200 mesh copper grids for
1 min. The grids were stained for 1 min with 2% (w/v) uranyl acetate and then washed
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once with MilliQ water. The images were recorded on a ZEISS transmission electron
microscope model LIBRA 120 operating at 120 kV.

Infrared spectroscopy
Fourier-transform infrared (FTIR) spectra of HsTPI samples were recorded using a Perkin
Elmer-Spectrum Rx1 spectrometer equipped with a zinc selenide (ZnSe) Attenuated
total reflection (ATR) accessory. Sample treatment and data recording was carried out
as previously described (Shivu et al., 2013). A total of 256 accumulations at 1 cm−1 of
resolution were performed in the range of 1,800–1,500 cm−1. Water-vapor spectrum was
subtracted from all samples spectrum and then spectral intensities were normalized in
the 1,630 cm−1 peak using the Spekwin32 software. Furthermore, raw spectra in amide I
region (1,700–1,600 cm−1) were analyzed by second-derivative with PeakFit 4.12 software
using the Savitsky-Golay routine.

Cross-β region consensus prediction
Potential fibrillogenic regions were predicted using HsTPI sequence (UniProt ID P60174-
1). A consensus prediction was considered to be at least two sequence hits by any of
the four different predictors used: FISH-AMYLOID, FOLD-AMYLOID, PASTA 2.0 and
AMYLPRED 2. For all servers, the default parameters were used.

Acid hydrolysis of HsTPI
The chemical cleavage reactionwas carried out in 1.5-mLEppendorf tubes. Tenmg of freeze
dried HsTPI was dissolved in 1 mL of 10 mM HCl, 1 mM DTT, pH 2, and incubated at
65 ◦C for 8 h. After the incubation period, the reaction was cooled on ice and the hydrolysis
pattern was analyzed by tricine SDS-PAGE stained with coomassie dye. The hydrolysis
products were incubated at 37 ◦C and 600 rpm for 7 days. The resulting aggregates were
washed five times with water and then disaggregated with 7.4 M guanidinium chloride
(Gdm-HCl) by mixing overnight at room temperature.

Mass spectroscopy analysis
The dissolved aggregates were desalted using a SepPack C18 cartridge and analyzed by
nanoliquid chromatography and tandemmass spectrometry (nLC-MS/MS) with collision-
induced dissociation (CID) on a LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose,
CA, USA) integrated with EASY-nLC II (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA). For reverse
chromatography, a 25-cm analytical column (750-µm inner diameter) packed with C18
resin was used in a continuous flow of 400 nL/min in a 10–90% gradient of acetonitrile in
0.1% formic acid over 120 min. All spectra were acquired in a data-dependent mode at a
resolution of 60,000 with an m/z range of 300–1,600. Ions with a charge of +2, +3 and
+4 were isolated for fragmentation using a normalized collision energy value of 35 and an
activation Q value of 0.25.

RESULTS
HsTPI aggregation
The β-aggregation propensity of HsTPI was evaluated by incubation with stirring for 7
days at 37 ◦C under native-like conditions (HsTPIn). Additionally the incubation was
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also carried out in 3.2 M of urea (HsTPIurea), a condition slightly destabilizing but still at
the beginning of the unfolding transition (Mainfroid et al., 1996a; Mainfroid et al., 1996b).
The kinetics of aggregation was followed by ThT fluorescence (Fig. 1A) and by visible
light dispersion monitored at 405 nm (Fig. 1B). A slight increase in the ThT fluorescence
is observed for HsTPIn after 40 h. Nevertheless this low fluorescence intensity was not
indicative of β-aggregation; the more drastic increment in turbidity, as indicated by the
dispersion of visible light, suggests that it is more likely an interference of non-specific
binding of the ThT to disordered aggregates, as displayed by other amorphous assemblies
(Biancalana & Koide, 2010; Nielsen et al., 2012; Scarafone et al., 2012). HsTPIurea, on the
other hand, displayed a fast but small increase in turbidity (Fig. 1B), while ThT fluorescence
showed a more significant increase (Fig. 1A). In this case, a short lag phase (about 5 h)
is observed with an elongation phase extended up to 7 days without reaching a plateau.
According to this data, amorphous aggregation precedes β-aggregation of HsTPIurea, which
was not complete after 7 days of incubation. Longer incubation was not possible due the
loss of protein by adhesion to the tube and microbial contamination despite that sodium
azide was added. The TEM images of the final aggregation products of HsTPIn showed
disordered aggregates with a fragmented appearance (Fig. 1C). It is worth to mention
that staining conditions were the same for both samples; however, the HsTPIn sample
showed some spots that seem to be overstained. Image analysis shows a very entropic
saturation of this micrograph compared to the one from HsTPIurea, suggesting that the
very dark spots are indeed reflecting a high concentration of protein aggregated. In the
case of HsTPIurea the aggregates displayed some elongated structures co-aggregated with
clusters of disordered aggregates that seem to be in an incomplete stage of the fibrillogenic
pathway. This observation is in good agreement with the slow rate of β-aggregation as
detected by ThT fluorescence.

ATR-FTIR was performed in order to evaluate the secondary structure of the aggregates
obtained after a week of incubation. The second-derivative of the IR spectrum of salted-out
HsTPI shown two maximal peaks around 1,655 and 1,633 cm−1 in the amide I region
(Fig. 2A). These bands correspond to α-helix and β-sheet structures, respectively. This
second-derivative ATR-FTIR spectrum was consistent with spectra of others (β/α)8 barrel
protein in H2O (Baldassarre et al., 2011; Dong, Huang & Caughey, 1990; Huang & Dong,
2003;Kong & Yu, 2007). After oneweek of incubation under native-favoring conditions, the
secondary structure ofHsTPIwas virtually unchanged suggesting native-like aggregation. In
contrast, HsTPIurea showed an increase ofβ-structure (1,624 cm−1 band) upon aggregation.
Some residual non-β secondary structure was maintained around 1,656 cm−1 indicating
that β-aggregation was not complete. Recent studies have sighted a clear tendency in
the formation of new β-structure formation upon aggregation despite the nature of the
aggregates (Shivu et al., 2013; Wang et al., 2010). In this regard, cross-β structure was
further confirmed for HsTPIurea aggregates by the recognition of the anti-cross-β WO1
antibody (O’Nuallain & Wetzel, 2002) (Fig. 2B).
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Figure 1 Aggregation kinetics followed by (A) ThT fluorescence and (B) by turbidimetry at 405 nm of
HsTPIn (dashed line) and HsTPIurea (solid line). (C) TEM images of HsTPI aggregates at the final time
point of aggregation. Scale bars are 1 M.
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Figure 2 Secondary structure of HsTPI aggregates. (A) Second-derivative ATR-FTIR spectra in the
amide I region of salted-out HsTPI (dotted line), HsTPIn (dashed line) and HsTPIurea (solid line).
(B) Dot-blot assay of HsTPI aggregates with the WO1 antibody confirming cross-β structure.

Figure 3 Identification of potential fibrillogenic regions in HsTPI. (A) Consensus of different predic-
tion methods of fibrillogenic regions. The β-strands are shown in green, the α-helices in yellow and the
chameleonic sequences are underlined. Aspartic residues are in red, indicating the potential sites for acid
hydrolysis. Prediction hits are shown in the corresponding line of the predictor. (B) List of the potential
fibrillogenic regions selected for peptide aggregation assay. All β-strands were selected as well as the three
more significant chameleonic sequences of the protein.
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Fibrillogenic regions in HsTPI
In order to identify the fibrillogenic regions in HsTPI, the primary structure was
submitted to four servers that use different protein aggregation prediction algorithms:
FISH-AMYLOID (Gasior & Kotulska, 2014), FOLD-AMYLOID (Garbuzynskiy, Lobanov
& Galzitskaya, 2010), AMYLPRED 2 (Tsolis et al., 2013) and PASTA 2.0 (Walsh et al.,
2014). The prediction algorithms were based on a database of fibrillogenic sequences of
prions, disease-associated proteins and functional amyloid proteins (Fernandez-Escamilla
et al., 2004), as well as some physical-chemical principles, such as secondary structure
propensity, hydrogen-bonding potential, chameleonic sequences (CS), fully buried regions
and structure-breaker residues such as proline. The predictions reached a consensus
for eight regions primarily located at the C-terminus half of the protein (Fig. 3A). The
sequences of these eight regions were selected to carry out aggregation assays (Fig. 3B).
These peptides comprise the three chameleonic regions: CS-1 (residues 141–153), CS-2
(residues 168–176) and CS-3 (residues 239–249); and five β-strand regions β4 (residues
90–96), β5 (residues 120–130), β6 (residues 160–167), β7 (residues 203–214) and β8
(residues 226–236). Furthermore, the regions covering the three non-recognized β-strand
regions: β1 (residues 6–14), β2 (residues 37–45) and β3 (residues 59–66), were also
included for peptide aggregation assays due their inherent propensity to form parallel
β-sheets and potential β-aggregation. To maximize the solubility of the synthetic peptides,
extra native residues were added to the predicted regions as recommended by GenScript
USA Inc (Table S1).

During the peptide aggregation assays, the β3 peptide became turbid by the second
day of incubation followed by the β6, β7 and CS-3 peptide, where turbidity appeared
by the fifth day. Measurements of the final ThT fluorescence intensities at 485 nm were
recorded for all of the samples. The β3, β6, β7 and CS-3 peptide aggregates showed a
clear increase in ThT fluorescence indicating β-aggregation (Fig. 4A). The β3 aggregates
showed the highest ThT fluorescence intensity, indicating a greater fibril formation for this
sequence than for the β6, β7 and CS-3 sequences. In addition, aggregates of the β3, β6,
β7 and CS-3 peptides were tested in the spectrometric birefringence assays with Congo red
(Nilsson, 2004). The four aggregates exhibited a red-green birefringence, as they displayed a
maximal peak at 540 nm in the absorbance spectrum in the range of 400–700 nm, indicative
of amyloid formation, (Fig. 4B). The b value was consistent with the ThT fluorescence
measurements, indicating higher β-aggregation for β3 and β7 peptides. Furthermore, all
peptide aggregates were examined by TEM. The four peptide aggregates displayed fibrillar
morphology; however, a higher degree of association was achieved by the β3 peptide
since it formed a dense net of mature fibers (Fig. 5). All others studied peptides showed
amorphous aggregation or no aggregation at all.

Acid hydrolysis of HsTPI
It is known that protein processing is an important factor in physiopathology of some
amyloid diseases (O’Brien & Wong, 2011; Solomon et al., 2009). This processing can be
limited to specific sites in wild-type proteins, but mutations and environmental factors
that destabilize the native-state can increase the fragmentation of a protein, exposing
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Figure 4 Peptide aggregation. (A) ThT fluorescence intensities at 485 nm of aggregates of peptides at fi-
nal time point of incubation. (B) Congo red birefringence assay of the β3 (solid black line), β6 (dashed
line), β7 (dotted-dashed line) and CS-3 (dotted line) aggregates. A maximal peak at 540 nm is shown in
aggregates compared with Congo red alone (solid gray line).

potential amyloid-prone regions. Incubation of proteins under acidic conditions gives
rise to random fragmentation near Asp residues (Li et al., 2001), and favors amyloid fibril
formation (Frare et al., 2004; Mishra et al., 2007). In order to investigate the potential
amyloidogenic regions in HsTPI, a partial acidic hydrolysis was performed by incubating
the protein at pH 2 and 65 ◦C during 8 h (Fig. 6A). Assemblies of high molecular weight
appeared upon partial hydrolysis, indicating a rapid association of the resulting fragments.
The aggregation of fragmented HsTPI followed a nucleated polymerization mechanism
with a lag phase of approximately 45 h that reached saturation after 140 h (Fig. 6B). Fibrillar
morphology was confirmed by TEM images (Fig. 6C). The dissociated aggregate, after 7.4
M Gdm-HCl treatment, was analyzed by SDS-PAGE and nLC-MS-MS. Figure 6D shows
one main fragment below 10 kDa, a small band above 15 kDa, and other light bands at
higher MW, suggesting that more than one fragment were incorporated into the amyloid
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Figure 5 TEM images of peptides aggregates. The scale bar are 1 µm.

fibril. However, the nLC-MS/MS analysis detected only one fragment with average mass
of 3143.52 Daltons (Fig. 6E). We presume that the higher molecular weight bands were
oligomeric forms of the fragment not dissociated by Gdm-HCl. The sequence of the band
found by nLC-MS-MS corresponds to residues 57–85 from HsTPI, covering the entire
β3-strand and most of the α3-helix of the (β/α)8 barrel.

As displayed in the resultant sequence, the glutamine 65 was deaminated into a glutamate
due to acid treatment of the protein. However, this chemical change had no effect in
fibrillogenic propensity since both, the synthetic (β3 peptide) and hydrolyzed fragment,
were able to form amyloid-like fibrils. It is noteworthy that despite the fact that every
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Figure 6 Acid hydrolysis of HsTPI. (A) Tricine SDS-PAGE of hydrolyzed HsTPI. (B) Aggregation kinetics of the hydrolyzed fragments of HsTPI
followed by ThT fluorescence. (C) TEM image of the amyloid fibrils formed by fragmented HsTPI; the scale bars is 1 µM. (D) Tricine SDS-PAGE of
the enriched fragment upon aggregation. (E) MS/MS spectrum of the triply charged precursor ion atm/z 1048.84 identifies the amyloid fragment as
the sequence DPKIAVAAENCYKVTNGAFTGEISPGMIKD, which corresponds to residues 57–85 of HsTPI.

aspartic residue was a potential cleavage site (Li et al., 2001) and therefore all predicted
segments were potentially covered, no other fragment was aggregated upon hydrolysis.

DISCUSSION
HsTPI aggregation
The incubation of HsTPIn led to non-fibrillar aggregates as shown in the TEM images.
ATR-FTIR analysis of this aggregates revealed that HsTPIn aggregates kept most of its
native secondary structure. Previous studies have remarked that globular proteins can
self-assemble into native-like aggregates promoted by subtle conformational changes not
necessarily implying unfolding, that can be on- or off-pathway of fibrillogenesis (Bemporad
& Chiti, 2009; Jahn et al., 2006). The turbidimetric assay showed a fast increase during
the first hours of incubation, reaching saturation after 40 h (Fig. 1B). This change is
accompanied by a small increase of ThT fluorescence (Fig. 1A). The rapidity with which
these aggregates were formed, as well as the low intensity of ThT fluorescence indicate
rather an native-like amorphous nature of HsTPIn aggregates. These results suggest that
HsTPI under native-favoring conditions has great stability that prevents β-aggregation. In
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this matter and similarly to other TPIs, HsTPI thermal denaturation follows a two-state
irreversible model with a first-order kinetic rate constant of 7.2×10−6 min−1 at 37 ◦C
(Aguirre et al., 2014; Costas et al., 2009). According to this value, seven days of incubation
under native-favoring conditions are insufficient to allow HsTPI to visit conformational
states that could lead to fibrillogenesis.

On the other hand, the slightly destabilization of HsTPI structure with 3.2 M
urea (Mainfroid et al., 1996a) showed an increase in β-aggregation according to ThT
fluorescence intensities (Fig. 1A) suggesting that native state is protected by a high energy
barrier that impedes the exploration of intermediate states susceptible to β-aggregation.
Higher concentrations of urea did not increase β-aggregation (Fig. S2), as expected,
since urea can solvate the main-chain and compete for hydrogen bonds during β-
aggregation (Cai et al., 2014; Hamada & Dobson, 2002; Zhang et al., 2014). In addition
to ThT fluorescence, HsTPIurea aggregates were analyzed by ATR-FTIR demonstrating
formation of new β-structure with a characteristic lower-frequency band position around
1,624 cm−1 indicative of cross-β formation (Moran & Zanni, 2014; Zandomeneghi et
al., 2004). Even though recent studies have sighted a clear tendency in new β-structure
formation upon aggregation despite the nature of the aggregate, the position of the band
below 1,630 nm is indicative of a stronger H-bond formation as in fibrils (Shivu et al.,
2013; Wang et al., 2010). In this regard, cross-β structure was further confirmed by the
recognition of WO1 antibody (O’Nuallain & Wetzel, 2002).

It is interesting to note that destabilized HsTPI followed a nucleation-based aggregation
model with a short lag phase; however, the characteristic exponential fibril elongation
phase of the nucleated-polymerization model, was not observed. Instead, the kinetics
showed a very slow increase in ThT fluorescence during the seven days of incubation.
A similar behavior was observed in the amyloid fibril formation of the SH3 domain of
the PI3 kinase, which at pH 3.6 formed amorphous aggregates (1–3 h) with the posterior
appearing of curly fibrils (5 days) (Bader et al., 2006). It was suggested in this work that
amorphous aggregates were energetically more favorable than the nucleation needed for
fibril formation. In contrast to HsTPIurea, the aggregation of the fibrillogenic fragment
found upon acid hydrolysis exhibited a longer lag phase with an exponential elongation
of amyloid fibrils in a clear nucleated-polymerization model (Fig. 6B). It seems that
the disordered association of HsTPIurea was caused by interactions of the rest of the
protein, not present in the fragment (57–85), competing with cross-β association, delaying
fibrillogenesis. Nevertheless, these interactions accelerated the intermolecular association
inHsTPIurea exhibiting a shorter lag phase. It has been described as a similar cooperativity in
both amorphous and β-sheet oligomerization, suggesting that disorder aggregation could
compete with β-aggregation in early steps of fibril formation (Hills Jr & Brooks, 2007;
Krishnan & Raibekas, 2009; Vetri et al., 2007). Moreover, this early amorphous aggregates
can play an important role in the recruitment and association of protein molecules into
cross-β structure by conformational conversion (Auer et al., 2008; Johnson et al., 2012;
Serio et al., 2000). This proposed mechanism can explain the co-aggregation of disordered
structures with poor fibrillar morphology shown by HsTPIurea aggregates, indicating that
the fibrillogenesis was on track but it was incomplete after 7 days of incubation.
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Fibrillogenic region of HsTPI
The identification of fibrillogenic regions was achieved through different algorithms.
From these, eight consensus predictions were found, from which only 3 peptides covering
the regions β6, β7 and CS-3, respectively, were able to form amyloid-like aggregates as
confirmed by fluorescence and birefringence assays (Fig. 4). In particular, the β-aggregation
of the β7 peptide was consistent with previous evidence of amyloid-like aggregation in
the region containing the equivalent strand in the Escherichia coli TPI (Contreras et al.,
1999). However, Contreras et al. (1999) did not delimit the cross-β core of the 32 residue
fragment. According to our results, we can infer that β7-strand is at least one cross-β core
in the E. coli TPI fibrillogenic fragment (186–218) due to its high identity with β7-strand
from HsTPI.

In addition to the consensual predicted regions, we found that the sequence comprising
the β3-strand (residues 59–66), only predicted by AMYLPRED 2 server (Tsolis et al., 2013),
was highly fibrillogenic. All others studied peptides showed amorphous aggregation or
no aggregation at all. It is interesting that from an independent experiment in which
fibrillogenesis was investigated from acid-generated fragments of the protein, the only
fragment detected from dissociated fibers contains precisely the β-3 strand sequence,
corroborating the great fibrillogenic propensity of this region.

Amyloid protective features in HsTPI
The presence of at least 4 cross-β regions, including one with high fibrillogenic propensity,
in a highly expressed protein that participates in the central metabolism of any living cell,
raises the question of how nature has avoided the major catastrophic events that could
preclude the necessary balance to sustain life. Some structural characteristics of HsTPI
topology could be consider as protective features.

First, all parallel β-stands are buried inside the protein, forming a β-barrel that
prevents further β-sheet propagation and, thereby, β-aggregation. In order to form
cross-β structure, the fibrillogenic β-strands found in this study (β3, β6 and β7) must be
exposed to the surface. However, because the amino acids constituting the β-barrel are
predominantly hydrophobic, the exposure of the inner core may collapse into amorphous
aggregates instead of rapidly forming cross-β structures, retarding or avoiding amyloid-like
aggregation.

In the case of solvent-exposed regions, which are more accessible for intermolecular
associations, there is a structural restriction avoiding the β-conformation that promotes
the α-helix or random coil conformations. This mechanism could prevent the cross-β
association of CS-3 in the native fold because this region is restricted to the last α-helix of
HsTPI.

It is noteworthy that most of the predicted and demonstrated fibrillogenic regions are
in the C-terminus half of the protein. Recent studies of in vivo folding indicate that folding
starts as soon as the polypeptide chain leaves the ribosome tunnel (O’Brien et al., 2010).
So that in vivo, by the time the C-regions are exposed, the N-terminus half has probably
started its folding process, directing the folding of the remaining of the polypeptide, and
avoiding any off-pathway intermolecular interaction. Once the native state is reached
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its high energy barrier protects it from partial unfolding that could expose these regions
(O’Brien et al., 2011; Ugrinov & Clark, 2010).

In addition to the tertiary structure of (β/α)8, TPI is always found as an oligomer,
and more frequently as a dimer. This intermolecular association contributes to an 8-fold
increase in the stability of the human enzyme (Mainfroid et al., 1996a). The interface
region is precisely formed by the loop following the β3-strand that interdigitates into
the active site of the other subunit. This interaction gives extra protection to the region
around the β3-strand. Although most of the efforts to perturb the dimeric interface of the
protein have yielded inactive proteins (Borchert et al., 1994; Borchert et al., 1995; Schliebs
et al., 1997), the generation of a sufficiently active monomeric variant (Saab-Rincon et al.,
2001) rules out the possibility that activity is the only major selective pressure for this
protein to maintain its oligomeric state. Instead, it is possible that the changes in tertiary
contacts in the fibrillogenic regions upon dimerization, increases the energetic barrier for
the formation of amyloid fibrils, as suggested by Buell et al. (2012), which could be another
selective factor to maintain TPIs as dimers.

Finally, it has been observed that the size of polypeptide chain could influence in the
aggregation of proteins (Baldwin et al., 2011; Ramshini et al., 2011; Solomon et al., 2009).
The length of the polypeptide chain could be associated with the number of possible
conformation states in the intermolecular protein association increasing the number and
complexity of the aggregation pathways. Since HsTPI is a medium-size protein with a
compact, stable and evolution-selected topology is reasonably to speculate the existence
of competitive aggregation pathways, once the native state is altered, that avoid cross-β
formation.

CONCLUSION
It is clear that albeit containing at least four potential amyloidogenic regions, the nature
of HsTPI confers protection against the formation of toxic amyloid aggregates. However,
mutations or post-translational modifications might affect its solubility, stability and/or
folding, allowing it to develop a role in amyloid diseases.
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