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Somos científicos. No blogueamos. No tuiteamos. Nos tomamos nuestro tiempo.

No nos malinterpreten –decimos sí a la ciencia acelerada de principios del siglo 21.
Decimos sí al flujo constante de publicaciones revisadas por pares en revistas y a su impacto;
decimos sí a los blogs de ciencia y los medios de relaciones públicas necesarios;
decimos sí a aumentar la especialización y diversificación en todas las disciplinas.
También decimos sí a la retroalimentación de la investigación con la salud y la prosperidad futura.
Todos nosotros estamos también en este juego.

No obstante, mantenemos que esto no puede ser el todo.
La ciencia necesita tiempo para pensar.
La ciencia necesita tiempo para leer, y tiempo para fallar.
La ciencia no siempre sabe en qué anda.
La ciencia se desarrolla inestablemente, con movimientos espasmódicos e impredecibles saltos ha-
cia adelante – pero al mismo tiempo, se arrastra sobre una escala de tiempo muy lenta, para la cual
debe haber espacio y a la que se debe hacer justicia.

La ciencia lenta fue por cientos de años la única ciencia concebible;
hoy, sostenemos nosotros, merece ser revivida y necesita protección.
La sociedad debe dar a los científicos el tiempo que necesitan,
pero todavía más importante, los científicos deben tomarse su tiempo.
Necesitamos tiempo para pensar. Necesitamos tiempo para digerir.
Necesitamos tiempo para malinterpretarnos, especialmente mientras se fomenta el diálogo perdido
entre las humanidades y las ciencias naturales.
No podemos decirte continuamente qué significa nuestra ciencia; para qué servirá... porque sim-
plemente no lo sabemos aún.
La ciencia necesita tiempo.

– Tengan paciencia con nosotros, mientras pensamos.
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Resumen

La amiloidosis es un fenómeno caracterizado por la formación de depósitos amiloi-

des. Los amiloides son un tipo de agregación ordenada de proteínas (y otras moléculas

como glicanos) que causan disrupciones potencialmente letales de las funciones celulares

y tisulares en humanos. Dicha agregación es favorecida por el “mal plegamiento” de las

proteínas involucradas; en varios modelos proteicos se ha descrito la presencia de interme-

diarios de plegamiento y su relación con la formación de fibras amiloides. 6aJL2 es una

proteína modelo recombinante amiloidogénica, representante de la familia l6 de cadenas

variables ligeras; dicha familia es conocida por estar presente en muchos casos clínicos

a pesar de su baja representación en el repertorio de células B sanguíneas. En estudios

previos se describió la presencia de intermediarios de plegamiento a 37�C y tiempos lar-

gos de incubación en los ensayos amiloidogénicos; sin embargo, a 25�C y tiempos cortos

de incubación el mecanismo de plegamiento fue descrito como un proceso sencillo de

dos estados. En este trabajo revisitamos el mecanismo de plegamiento de 6aJL2 a 25�C y

describimos una dinámica conformacional compleja, involucrando al menos cinco confor-

maciones dentro del mecanismo. Se resalta la presencia de intermediarios cinéticos y de

una conformación no descrita antes en el ensamble nativo, así como la existencia de una

XVI



0 Resumen XVII

reacción de isomerización de prolinas en el ensamble desnaturalizado. Dicha dinámica

conformacional se asemeja a la de otros modelos amiloidogénicos, y por tanto se sugiere

que algunas de las observaciones y conclusiones obtenidas en otros modelos pueden ser

válidas para 6aJL2 y la amiloidosis de cadenas ligeras. Específicamente, dada la presencia

de un intermediario cinético con características conformacionales distintas al ensamble

nativo, se sugiere que dicha especie es un posible precursor del fenómeno de fibrilación

amiloide, como ha sido propuesto en otros modelos. Finalmente, se presenta evidencia ex-

perimental del efecto termodinámico y cinético de un par de mutaciones: R25G y D52A;

la primera es conocida por ser una variante alotípica derivada de un paciente y la segunda

es resultante de un análisis estructural. Estas mutantes flanquean a una región ya propues-

ta como efectora de la fibrilación. Ambas mutantes presentan efectos termodinámicos y

fibrilogénicos similares, pero presentan efectos cinéticos cualitativamente diferentes sobre

el plegamiento, implicando distintos inicios del fenómeno de agregación amiloide.



Abstract

Amyloidoses are characterized by amyloid deposits formation. Amyloids are a speci-

fic type of protein ordered aggregation and they cause potentially lethal interrupted cell

and tissue functions in humans. Such aggregation is elicited by protein misfolding; a re-

lation between folding intermediates and amyloid fibril formation has been described in

different protein models. 6aJL2 is an amyloidogenic recombinant model that represents

the variable chain l6 family; such family is involved in numerous clinical cases in spite

of its low representation in the B-cell repertoire. Previous studies have shown the presen-

ce of folding intermediates at 37�C and long incubation times in fibril formation assays;

however, at 25�C and short incubation times, the reported folding mechanism was des-

cribed as a simple two-states process. In this work we revised the folding mechanism of

6aJL2 at 25�C describing a previously unnoticed complex dynamics, involving at least

five conformations. The presence of a kinetic intermediate, a native-like conformation, as

well as a prolyl-isomerization reaction in the unfolded ensemble are highlighted. Such

conformational dynamics are similar to that described for other models, suggesting that

some observations and conclusions derived for other models are valid for this system and

the variable light chain amyloidosis. Specifically, given the presence of a kinetic interme-
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diate structurally different to the native ensemble, we suggest that such state is probably

the precursor of the fibril formation pathway, as demonstrated for other models. Finally,

experimental evidence is presented regarding the thermodynamic and kinetic effects from

a couple of mutants: R25G and D52A; the former is a well known allotypic variant from

a patient and the latter is product of a structural analysis. These mutants flank a region

on the protein already proposed as effector in fibril formation. Both mutants show simi-

lar thermodynamic and fibrillogenic effects, but they also present different kinetic effects

implying different outsets of the amyloid fibril formation process.



1 | Introducción

La estructura tridimensional de todas las proteínas está íntimamente relacionada con

su función biológica. En la actualidad, dicha estructura no se concibe como un ente rígi-

do sino como un ensamble de conformaciones energéticamente equivalentes, i.e., como

un conjunto de conformaciones fluctuantes muy similares dentro de una población de

una misma proteína [94]. El ensamble de conformaciones tridimensionales funcionales

es conocido como estado nativo [38, 77]. El fenómeno de adquisición de estructura tridi-

mensional de una cadena polipeptídica es conocido como plegamiento; este proceso está

determinado tanto por la secuencia aminoacídica de la cadena polipeptídica como por la

interacción de dicha cadena con el medio/ambiente que la rodea [73]. Siendo así, varia-

ciones en la secuencia de la cadena o en las condiciones del medio pueden ser causantes

de la pérdida de integridad estructural de una o más moléculas dentro de una población ya

plegada, i.e., las condiciones necesarias para que el fenómeno de plegamiento se dé de ma-

nera espontánea no son alcanzadas. En términos estadísticos, el ensamble conformacional

predominante (estado nativo) en las condiciones originales cambia, dando lugar al estable-

cimiento de otras conformaciones o estructuras que no son funcionales (o que tienen otra

función) en el contexto biológico. A esto último se le conoce como “mal plegamiento”

1
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(misfolding) [4, 14].

Debido a que la dinámica conformacional de una proteína puede dar origen a confor-

maciones no funcionales, existen diferentes mecanismos celulares encargados de mantener

a ciertas proteínas en formas tridimensionales correctas o listas para ser usadas mientras

sean necesarias en el ámbito celular. Ejemplos de dichos mecanismos son el manteni-

miento por chaperonas y la separación de fases, respectivamente. También existen me-

canismos de respuesta celular para degradar a estas proteínas si no son necesarias (ej:

ubiquitinación) [15,51,103]. Al fenómeno que engloba al conjunto de mecanismos encar-

gados de mantener el balance celular se le conoce como proteostasis [20]. Fallas en estos

mecanismos celulares pueden causar una sobrecarga metabólica o citotoxicidad causada

por la abundante presencia de proteínas mal plegadas, resultando en desórdenes celula-

res/orgánicos (e.g., fibrosis quística y síndrome de Marfan). Dichos desórdenes pueden

tener consecuencias letales para los individuos. Fenómenos como éstos son reconocidos

actualmente como plegopatías, aquellas enfermedades relacionadas con un “mal plega-

miento” de las proteínas involucradas en cada padecimiento [15, 20, 79].

El objetivo final dentro del área de investigación es esclarecer las determinantes fisi-

coquímicas del proceso de plegamiento, así como esclarecer las relaciones de estas deter-

minantes y sus resultantes en términos estructurales con la capacidad intrínseca de dichas

proteínas para formar un tipo de agregados específicos, conocidos como amiloides (cau-

santes de la cito-toxicidad mencionada arriba). El tema central de esta tesis/investigación

es la exploración y determinación de la vía o mecanismo de plegamiento de una proteí-

na particular, representante de una clase estructural conocida como dominio inmunoglo-

bulina (Ig). Para ello, se describen aspectos fisicoquímicos relevantes de la proteína en
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cuestión, una cadena variable ligera llamada 6aJL2, y también para otras en el contexto

general de las amiloidosis. Se hace énfasis particular en aspectos termodinámicos y ci-

néticos previamente estudiados en proteínas estructuralmente similares a 6aJL2. También

se contrastan los mecanismos de plegamiento de 6aJL2 y algunas proteínas estructural-

mente similares, y se argumenta sobre los posibles efectos de las diferencias encontradas.

Finalmente, se presenta evidencia preliminar de los efectos termodinámicos y cinéticos de

mutaciones específicas en 6aJL2.

1.1 | Amiloidosis.

A manera de definición actual, las amiloidosis son un conjunto heterogéneo de en-

fermedades dentro de las cuales la combinación de factores bioquímicos o ambientales

permiten que una proteína normalmente soluble (correctamente plegada) explore estados

parcialmente plegados que pueden llevar a fenómenos de auto-asociación/agregación (es-

tructuración cuaternaria) y posteriormente a depósitos de estos agregados [14,15,79,100].

Distintos órganos pueden presentar depósitos amiloides dependiendo del padecimiento:

corazón, riñones, hígado, páncreas y los sistemas nerviosos central y periférico (Fig: 1.1,

1.3a). En amiloidosis localizadas, los depósitos ocurren sólo en los tejidos del órgano

que produce a la proteína precursora. Algunos ejemplos son enfermedades neurodegene-

rativas como las enfermedades de Alzheimer, Hungtington y Parkinson, las dos últimas

también presentan depósitos intracelulares. Por su parte, las amiloidosis sistémicas son

todas extracelulares y se presentan cuando la proteína precursora es expresada y secretada

en un órgano diferente al órgano donde se localizan los depósitos; ejemplos de este tipo
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(a) (b) (c)

Figura 1.1: Depósitos amiloides en tejido cardiaco. a) Tinción con rojo Congo en luz brillante, los
amiloides aparecen teñidos en rojo; b) Tinción con rojo Congo en luz fluorescente, los amiloides
aparecen en color rojo brillante; c) Birrefringencia verde en luz polarizada, los amiloides aparecen
en color verde fluorescente. Tomada de [100].

son la amiloidosis de cadena ligera (AL; expresión en células sanguíneas, depósitos en co-

razón, hígado y riñon), poli-neuropatía amiloidótica familiar (ATTR; proteína plasmática,

depósito en corazón, hígado, sistema nervioso central) y otras [79, 100].

La amiloidosis AL es la amiloidosis sistémica más diagnosticada en el hemisferio oc-

cidental (10/1,000,000 personas). Es una enfermedad progresiva letal caracterizada por

depósitos extracelulares de cadenas ligeras que forman agregados amiloides fibrilares

insolubles. La causa de esta enfermedad está relacionada con una proliferación anor-

mal de células plasmáticas monoclonales que secretan altas cantidades de cadenas

ligeras en el el torrente sanguíneo permitiendo el auto-ensamblaje y depósito de fibras

amiloides insolubles en distintos órganos; el efecto global de dichos agregados en los te-

jidos de los órganos afectados es la interrupción de funciones de transporte en los tejidos

así como efectos citotóxicos y de estrés metabólico en las células afectadas [26, 79]. Los

mecanismos moleculares de la agregación amiloide han sido sujetos de intenso debate e

investigación los últimos 20 a 30 años alrededor del mundo; si bien se han logrado escla-

recer varios aspectos de dichos mecanismos, como el comportamiento cinético general de

la formación de fibras amiloides [109], otros siguen siendo debatidos, como la naturaleza
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estructural de los precursores amiloides.

No todos los fenómenos relacionados a amiloidosis implican padecimientos o enfer-

medades; se ha acuñado el término “amiloides funcionales” para describir a aquellos

agregados de tipo amiloide con función biológica normal/benéfica en diferentes especies.

Los siguientes son algunos ejemplos: distintas bacterias usan amiloides extracelulares pa-

ra crear un matriz proteica que permite la formación de colonias (biopelículas o biofilms,

Fig: 1.2a ); algunos hongos emplean hidrofobinas para la formación de estructuras de dis-

persión como esporas y estas mismas hidrofobinas se ensamblan en estructuras ricas en

hojas beta en interfaces hidrofílicas-hidrofóbicas (e.g., agua-aire) causando adhesión a su-

perficies como las presentes en organismos hospederos (Fig: 1.2b); las cubiertas de los

huevos de algunos insectos están hechas de proteínas originadas en el corion, las cuales

forman arreglos lamelares positivos al rojo Congo y muestran patrones de difracción de

rayos-X similares a los de amiloides cuyas propiedades mecánicas y estabilidad química

les permiten desarrollar una función de protección (Fig: 1.2c). En mamíferos, amiloides

de la proteína Pmel17 son importantes para la biosíntesis de melanina en la piel (Fig:

1.2d) [61, 62, 65, 81, 99, 107].

Los depósitos de agregados de tipo amiloide son sujetos de intenso estudio en la ac-

tualidad, si bien no son comúnmente evaluados en primeras instancias de los padecimien-

tos clínicos a los que están relacionados. Dichos depósitos se dan principalmente en el

espacio extracelular de distintos tejidos y se distinguen histológicamente de otros tipos de

agregados por formar fibras con un patrón de difracción de rayos-X conocido como beta-

cruzado [22], también muestran birrefringencia verde cuando son teñidas con rojo Congo

y vistas bajo luz polarizada [33, 79, 107] (Fig: 1.1, 1.2c). A la fecha, se han identificado
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 1.2: Amiloides funcionales. a) Micrografías de amiloides extracelulares de la región N-
terminal de la proteína Bap de Staphillococus aureus en pH 4.5, tomada de [61]; b) Micrografía de
paletas de la hidrofobina EAS de Neurospora crassa, tomada de [81]; c) Preparaciones del corion
de huevos de la polilla de seda tratadas con tinción con rojo Congo en iluminación de campo
claro y luz polarizada, los amiloides del péptido Bm_1 aparecen señalados con flechas, tomada
de [107]; d) Fibras amiloides de la proteína Pmel17 de mamíferos a pH 7.0, tomada de [62].

más de 50 proteínas distintas que pueden formar agregados amiloides en humanos; los

casos mejor estudiados incluyen a la b2-microglobulina (Ab2m) en amiloidosis relaciona-

da a diálisis prolongada, la transtirretina (TTR) en amiloidosis familiar (ATTR), el péptido

b -amiloide en enfermedad de Alzheimer, la a-sinucleína en enfermedad de Parkinson y

cadenas ligeras de inmunoglobulinas en amiloidosis AL y mieloma múltiple [103]. Los

agregados amiloides de todas estas proteínas comparten las propiedades estructurales, de

tinción y ópticas mencionadas arriba (Figs: 1.3, 1.5) [79, 100, 108].
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(a) (b) (c)

Figura 1.3: Micrografías de depósitos/fibras amiloides. a) Biopsia de tejido renal de un paciente
con amiloidosis AA, el tejido fue incubado con anticuerpo anti-AA y visualizado empleando partí-
culas coloidales de oro-proteína-A localizadas directamente sobre las fibras amiloides; b) Fibras
amiloides aisladas (ex-vivo) de una cadena ligera tipo k; c) Fibras amiloides aisladas de una
cadena ligera tipo l6 (6aJL2). a y b fueron tomadas de [100], c fue tomada de [33].

1.2 | Hipótesis del cambio conformacional en proteínas ami-

loidogénicas.

Hace un par de décadas se propuso una hipótesis en la que se sostiene que cambios

conformacionales en proteínas amiloidogénicas llevan a la formación de fibras ami-

loides. Esta hipótesis está basada en la observación recurrente de que si bien distintos

tipos de proteínas pueden dar origen a fibras amiloides, todas estas fibras comparten una

estructura básica o patrón repetitivo beta-cruzado (Fig: 1.5); es decir, a pesar de la baja ho-

mología estructural o de secuencia, todas esas proteínas dan origen a fibras con estructuras

similares. Por tanto, la similitud entre proteínas amiloidogénicas no puede darse a nivel

del estado nativo, es necesario que se presente un cambio conformacional para adoptar

una conformación amiloidogénica bajo condiciones parcialmente desnaturalizantes in vivo

que permita el auto-ensamblaje en amiloides [66, 95].
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Notablemente, la hipótesis del cambio conformacional está basada en el estudio del

mecanismo de formación de amiloides de transtierritina y proteína-b , dos proteínas to-

pológicamente similares a los dominios Ig, i.e., a las cadenas ligeras. La conformación

tridimensional de estas proteínas es denominada comúnmente “sandwich-b” (ver sección

1.4, Fig: 1.8) [95].

1.3 | Cadenas variables ligeras y amiloidosis.

Los genes de cadenas variables ligeras (VL) son clasificados en familias génicas o

líneas germinales, los miembros de estas familias son secuencias funcionales similares que

son combinadas y mutadas para generar diversidad en el repertorio de anticuerpos durante

la maduración de las células B de la sangre. Existen dos subtipos de familias o líneas

germinales representadas en el repertorio de anticuerpos: k (Vk ) y l (Vl ), clasificadas así

por pertenecer a dos loci genéticos separados [18, 108].

Se ha reconocido una mayor propensidad a formar agregados de tipo amiloide en

las cadenas tipo l a partir de muestras aisladas directamente de pacientes, convirtiéndolas

en un modelo interesante/obligado para estudiar el fenómeno de amiloidosis AL. Wall et.

al., reportaron que un subtipo particular de estas VLs, el subtipo Vl 6, está mayormente

representado en los casos clínicos de amiloidosis (30% de los casos) a pesar de su baja

representación en el repertorio sanguíneo (2% de las células B) [3, 33]. Por ello, se es-

tudiaron las propiedades termodinámicas de algunas VLs del subtipo Vl 6 encontradas en

pacientes, llamadas Jto y Wil, cuyos valores de estabilidad termodinámica (DGH2O) resul-

taron más bajos que los de proteínas de tipo k . Interesantemente, Jto fue aislada de un
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)
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Figura 1.5: Evolución de las representaciones de estructuras de fibras amiloides. En a) se repre-
senta una sección transversal de una fibra con estructura b -cruzada destacando un apilamiento de
tipo lamelar perpendicular al eje principal de la fibra (1994, tomada de [95]); en b) se representa
la competencia entre desnaturalización y fibrilogénesis, se destaca la naturaleza multimérica de
las fibras a partir de un intermediario con estructuras b (1996, tomada de [66]); en c) se repre-
senta un modelo genérico de una fibra amiloide destacando la orientación perpendicular de las
hebras-b respecto al eje principal de la fibra (1997, tomada de [13]); en d) se muestra una galería
de fibras (a-d) y un protofilamento (e) de fibras de insulina (2002, tomada de [63]); en e) se mues-
tra un posible modelo de hebras-b basado en la densidad electrónica de las fibras en la figura d,
los protofilamentos se distinguen en diferentes colores (2002, tomada de [63]); en f) se representa
un modelo estructural para fibras del péptido Ab1�40 basado en RMN de estado sólido; arriba un
esquema de una sola capa (doble capa) de la unidad b -cruzada, abajo una molécula minimizada
mostrando el empaquetamiento de la región central del péptido vista sobre el eje mayor de la fibra
(2002, tomada de [93]); en g) arriba, representación de la superficie del empaquetamiento cris-
talino de un dodecamero de un péptido que forma amiloides, abajo una vista axial (2004, tomada
de [76]); en h e i) la estructura 3D de una fibra del péptido Ab1�42 (2005, tomada de [98]).

paciente con mieloma múltiple que nunca desarrolló AL y Wil fue aislada de un paciente

fallecido por AL que no desarrolló mieloma múltiple [3].

A partir de los resultados descritos arriba se postuló una correlación entre la esta-

bilidad termodinámica y la propensidad a formar fibras amiloides conocida como la

hipótesis termodinámica (Fig: 1.6). Dicha correlación puede ser explicada de la siguien-

te manera: las proteínas con DGH2O menores tienden a formar más fibras [3, 11, 33]; no

se debe confundir ésta correlación con la “hipótesis” temodinámica del plegamiento de

proteínas propuesta por Anfinsen [12]. Vale la pena resaltar que los autores de ese traba-

jo destacan en varias ocasiones la posibilidad de la presencia de un estado no-nativo que

aumenta su importancia en función de la temperatura, lo cual probablemente es un factor

más determinante para la formación de fibras amiloides que la correlación descrita [3].
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(a) (b)

Figura 1.6: Estabilidad y fibrilogénesis de cadenas ligeras. En a) estabilidad termodinámica vs
concentración media de GdnHCl. Amiloidogénicas: 6aJL2 (estrella abierta), 6aJL2-R25G (estre-
lla negra), Wil (triángulo negro), Bif (Vk1, triángulo invertido negro), Rec (Vk4, diamante negro),
Sma (Vk4, hexágono negro); No-amiloidogénicas: Gal (Vk1, cuadrado abierto), Jto (Vl6, triángu-
lo invertido abierto), Rei (Vk2, triángulo abierto), Len (Vk4, diamante abierto), MM (Vk1, círculo
abierto). En b) Fibrilogénesis de Vl6s: 6aJL2 (cuadrado negro), 6aJL2-R25G (círculo abierto),
Wil (triángulo abierto), Jto (triángulo invertido negro). DGun f más bajos en a) parecen estar rela-
cionados con una formación de fibras amyloides rápida in vitro, en b). Tomadas de [33].

1.4 | Estructura de anticuerpos IgG y sus cadenas varia-

bles ligeras.

Las VLs se encuentran naturalmente formando estructuras cuaternarias o comple-

jos/ensambles en anticuerpos (glicoproteínas), comúnmente llamados inmunoglobulinas

[53]. Dentro de la gama de anticuerpos presente en humanos (IgA, IgG, IgD, IgE, e IgM),

los homo-oligómeros de tipo IgG son los más abundantes en sangre y se caracterizan por

tener una forma de “Y”. Estos están formados por cuatro cadenas: dos cadenas pesadas

idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, conectadas a las cadenas pesadas a través de

puentes disulfuro (hetero-tetrámeros, Fig: 1.7a). Las cadenas pesadas (a,d ,e,g y µ) de-
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(a) (b)

Figura 1.7: Anticuerpos IgG y sus cadenas ligeras. En a) vista superficial de un monómero de un
anticuerpo tio IgG, las cadenas pesadas se muestran en rojo y naranja y las cadenas ligeras en
azul (PDB: 1IGT). En b) una cadena ligera completa, dominios constante y variable de izquierda
a derecha; la transparencia de la superficie permite observar la estructura de la cadena principal
en representación de listón. Figura generada con PyMOL.

finen al tipo de anticuerpo; por ejemplo, los anticuerpos IgG contienen cadenas pesadas

del tipo g . Estas cadenas están formadas a su vez por dos regiones: constante (CH) y varia-

ble (VH) y poseen funciones efectoras de la respuesta inmune. Las cadenas ligeras están

formadas también por las regiones constante (CL) y variable (VL) (Fig: 1.7b). Todos los

dominios son estructuralmente similares, i.e, son todos de tipo Ig; los dominios constantes

pertenecen al subtipo “C-set” y los dominios variables al subtipo “V-set” [54].

La estructura o topología de los dominios que conforman a las cadenas ligeras es

una de las mejor estudiadas y está representada en muchas proteínas, principalmente en

proteínas de la ruta secretora [54]. A todas las proteínas con dicha topología se les agru-

pa dentro de la super-familia estructural Ig-like o tipo inmunoglobulina. Las familias

dentro de esta superfamilia se distinguen entre sí principalmente por criterios de identidad

de secuencia, i.e., de relación evolutiva; ejemplos de estas familias son: inmunoglobuli-

na, fibronectina III y cadherina. Todas ellas comparten los siguientes rasgos: dos hojas b

antiparalelas empaquetadas una contra la otra, compuestas por “motivos"tipo llave griega

https://www.rcsb.org/structure/1IGT
https://pymol.org/2/
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(a) (b) (c) (d)

Figura 1.8: Estructuras de la superfamilia Ig-like. En a) representación de listón de la estructura
de Tnfn3 (PDB: 1TEN), miembro de la superfamilia Fibronectina tipo III. En b) representación
de listón de la titina humana (PDB: 1TIT), miembro de la superfamilia Intermedia (I-set). Se
usa la coloración de arcoiris para ayudar a distinguir las hebras, N-terminal (azul) y C-terminal
(rojo). En c) representación de listón de la estructura de Cd2d1 (PDB: 1HNG), miembro de la
superfamilia Variable V-set. En d) representación en 2D de la topología de canónica de una VL,
tomada de [79]. c) y d) asas de estabilidad en azul. a, b, y c fueron generadas con ChimeraX y
basadas en [106].

y con asas (loops) que conectan a las dos hojas; difieren en el número y posición de las

hebras periféricas. Las hebras son nombradas con letras (A-G) sin tener una secuencia

obligatoria en las hojas, i.e., la cadena principal puede cambiar entre hoja y hoja (causado

por los motivos tipo llave griega) provocando una disrupción de la secuencia de letras que

nombran a las hebras. Se han reconocido como componentes estructurales de un núcleo

a las hebras B, C, E, F y G (al menos para las tres familias mencionadas en este párra-

fo) [1, 79, 106] (Fig: 1.8).

https://www.rcsb.org/structure/1TEN
https://www.rcsb.org/structure/1TIT
https://www.rcsb.org/structure/1HNG
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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1.4.1 | Variabilidad y mutaciones en cadenas ligeras.

La literatura disponible sobre los efectos de mutaciones sólo en cadenas ligeras es in-

abarcable a día de hoy. Muchos estudios registran los efectos de mutaciones en distintas

regiones de las proteínas sobre parámetros termodinámicos intrínsecos como la estabilidad

termodinámica. Se debe resaltar a priori que a diferencia de muchos otros tipos de proteí-

nas, las cadenas ligeras son sintetizadas en aras de la variabilidad, i.e., para poder hacer

frente a la inmensa cantidad de antígenos posibles que un organismo puede encontrar, los

anticuerpos deben ser capaces de reconocer las diferentes estructuras de dichos antígenos

y para ello se dota de variabilidad estructural intrínseca a las cadenas ligeras desde su

síntesis.

El sistema de hipermutación somática es el responsable de generar dicha variabili-

dad. Éste se encarga de barajar/permutar los distintos genes que componen a las cadenas

ligeras (genes V y J) creando distintas combinaciones de ellos. Durante la recombinación

de estos genes se producen (además) uniones imprecisas que generan inserciones (nucleó-

tidos insertados al azar). Por último, se mutan regiones específicas (mutaciones somáticas)

de dichas cadenas (como las regiones de complementaridad o CDRs) para producir la va-

riabilidad final que puede otorgar la capacidad de reconocimiento/especificidad/afinidad

hacia antígenos diferentes [18, 79]. Es notable que a pesar de que este sistema está encar-

gado de introducir variabilidad, el repertorio de anticuerpos es finito. Como ejemplo, el

mismo sistema debe asegurarse de no crear anticuerpos con auto-reactividad, caracterís-

tica frecuentemente relacionada a condiciones autoinmunes las cuales pueden ser letales

para los individuos [18, 79].
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Como consecuencia, el gran número de variaciones en la secuencia de las cadenas

ligeras complica el entendimiento de las bases estructurales de la formación de fibras ami-

loides, a diferencia de otras proteínas en donde las mutaciones casi siempre involucran

un fenotipo/efecto específico. Ejemplos de estudios mutacionales en diferentes VLs se re-

sumen a continuación; algunos de ellos con resultados inesperados resaltando el carácter

único y la dificultad para relacionar mutaciones con efectos sencillos esperados en otros

sistemas.

Chothia et al. describen la relación entre secuencia y estructura de dominios tipo

Ig; analizaron un total de 5300 secuencias/estructuras de VLs expresadas hasta el año 1998

y describieron la presencia de un núcleo formado por 76 residuos (⇡ 70% de la cadena),

con la misma conformación de la cadena principal en todas las estructuras. Los residuos

se encuentran repartidos en las hebras A, A’, B, C, C’, D, E, F y G y las uniones inter-

hebras, A’-B, C-C’ y E-F. La presencia de este núcleo es evidencia de que no se produce

una variabilidad infinita a pesar de la variabilidad deliberadamente creada en la síntesis

de cadenas ligeras; aún más, es evidencia de que se respetan elementos estructurales

básicos. Las regiones con mayor carga de variabilidad son las tres zonas hipervariables,

i.e., las uniones de las hebras B-C, C’-C” y F-G (azules en Fig: 1.8d), y algunas asas de la

cadena principal [1].

Los mismos autores también describen y clasifican a los residuos de este núcleo

común en tres categorías, en función de su frecuencia/conservación. El primer grupo es el

invariante (invariant residues, IR), cuya característica es que el mismo residuo se presenta

en la misma posición en casi todas las secuencias analizadas, ejemplos son el triptófano

en posición 35/35 y cisteína en la posición 88/92 (entre un total de nueve residuos). En
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el segundo grupo, uno (o algunos) de varios aminoácidos parecidos aparecen en la misma

posición (similar residues, SR), el ejemplo es la posición 21/20 donde V, L, I o M se

encuentran en 99% de las secuencias; las cadenas laterales difieren en forma pero no en su

carácter hidrofóbico y ocupan volúmenes similares (son 17 de estos residuos en total). En

el tercer grupo las posiciones están ocupadas por residuos con una similitud química más

amplia pero los sitios están limitados a ciertas clases de residuos (residue class, RC), éste

grupo comprende 46 de los residuos del núcleo. La notación m/n denota la relación entre

sitios equivalentes en los dominios ligeros y pesados: el número de Kabat del sitio VL es m

y el número de Kabat del sitio VH es n.

De los procesos generadores de variabilidad mencionados al inicio de esta sección, las

mutaciones somáticas son las más fáciles de reproducir en el laboratorio. Las mutaciones

en cadenas ligeras han sido analizadas bajo distintos marcos teóricos siendo los más inves-

tigados aquellos sobre la correlación entre la estabilidad termodinámica y la fibrilogénesis

(hipótesis termodinámica) [41,79,82,97]; otros autores han explicado el fenómeno amiloi-

dogénico desde la solubilidad de la proteína nativa [50] y algunos otros desde la premisa

de la existencia de fracciones/segmentos pro-amilidogénicos [74].

Hurle et al. [97] analizaron mutantes de la cadena ligera REI (tipo k), basados en la

frecuencia de aparición de aminoácidos raros en secuencias de VLs de tipos k y l ; reporta-

ron que aquellos reemplazos que disminuyen la barrera energética de desplegamiento

pueden incrementar la población del estado no-nativo requerido para la formación de

fibras amiloides (hipótesis conformacional). Las seis mutaciones analizadas se localizan en

regiones que no son hebras-b (asas E-F y C’-D), ninguna corresponde a las posiciones RI

de Chothia et al. [1], y 5/6 mutaciones corresponden a posiciones SR ó RC. Estudios de di-
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námicas moleculares sobre mutaciones de algunos de estos mismos residuos (y otros más)

encontraron efectos sobre la formación de dímeros y un cambio en el equilibrio entre

los estados nativo y monómeros propensos a formar amiloides (amyloid-like) [111].

En el caso de la b2-microglobulina, una de las proteínas mejor estudiadas en todo

aspecto, una mutación puntual en el giro D-E que se pensaba disruptiva en principio por

la diferencia de tamaño y de propiedades químicas de los residuos involucrados (W60G,

un residuo RC, reducción del tamaño de la cadena lateral), resultó en un sorprendente

incremento de la estabilidad termodinámica y una nula propensión a la agregación

amiloide, mientras que las mutantes W60C y D59P (reducen el tamaño de la cadena lateral

y cambian la propiedad química general) resultaron en el fenotipo opuesto, i.e., menor

estabilidad y alta propensión a formar fibras amiloides (hipótesis termodinámica) [28].

La alteración de interacciones iónicas también ha sido probada en VLs de la línea ger-

minal l6, a través de la perturbación de la interacción D29-R68 en Jto. La mutación D29A

(giro B-C) resulta en una fibrilogénesis lenta, mientras que la mutación R68S (giro D-E,

residuo RC) presenta una fibrilogénesis rápida. El análisis de los modelos cristalográficos

de ambas proteínas no revela un cambio en la conformación de la cadena principal sino

cambios en las cadenas laterales de varios aminoácidos, en particular en R68S, resultantes

en una mayor exposición al solvente de superficie hidrofóbica, así como en modificacio-

nes electrostáticas de la superficie. Esto implica que la eliminación de la interacción iónica

no es la única responsable del efecto amiloidogénico, dado que fue eliminada en ambas

mutantes, sino que el efecto se debe al reordenamiento de las cadenas laterales y sus inter-

acciones. Como ejemplos, se describe que el grupo hidroxilo de la Ser68 en R68S no está

involucrado en la red de puentes de hidrógeno con otras partes de la proteína y se describe
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tambien la formación de un nuevo puente de hidrógeno entre el oxígeno del carboxilo de

Asp29 y el átomo ND1 de Asn31 en la misma mutante [11].

1.5 | El plegamiento y ensamblaje de anticuerpos IgG.

La mayoría de los estudios de plegamiento realizados en dominios tipo Ig se han rea-

lizado en los dominios constantes de anticuerpos (CH y CL). Empleando aproximaciones

mutacionales y cinéticas se ha revelado que los dominios Ig inician su plegamiento en un

núcleo compuesto sólo por las hebras B, C, E y F (a diferencia de lo propuesto en [1]), al-

rededor del cual el plegamiento Ig se forma (Fig: 1.8) [54]. La existencia de dicho núcleo

de plegamiento es una idea popular cuando se discute el plegamiento de estos dominios y

se le atribuye un peso importante dentro de los mecanismos de plegamiento; sin embargo,

otras características estructurales también determinan significativamente a tales mecanis-

mos. A continuación se revisan las más importantes.

1.5.1 | El puente disulfuro en los dominios de anticuerpos.

La mayoría de los dominios de los anticuerpos poseen un enlace disulfuro intramo-

lecular característico. Dicho enlace presenta una disposición perpendicular entre las dos

hojas b de la proteína y juega un papel crucial en la estabilidad de cada dominio in vitro

e in vivo. Tanto en dominios constantes como variables, el puente disulfuro conecta las

hebras B y F (parte del núcleo), acelera el plegamiento e inhibe las reacciones de desple-

gamiento fuera de la vía (“off-pathway”, agregación). Se ha visto que la formación de este

puente se da de manera co-traduccional (durante la síntesis misma de la cadena polipeptí-
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dica), con la ayuda de disulfuro isomerasas in vitro e in vivo, ayudadas por una chaperona

que extiende la ventana temporal para la catálisis de las disulfuro isomerasas. Dicha cha-

perona es Hsp70, una residente mayor del retículo endoplásmico (R. E.) involucrada en el

ensamblaje y control de anticuerpos en las células [25, 54].

1.5.2 | El papel de las prolinas en el plegamiento de domi-

nios inmunoglobulina.

Los dominios de anticuerpos son ricos en residuos prolina, comprendiendo usualmen-

te entre 5-10% de la secuencia primaria. Dichas prolinas se localizan comúnmente en las

asas o giros que conectan a las hebras-b [54]. En ausencia de limitantes estructurales, e.g.

en el estado desnaturalizado, las prolinas pueden sufrir una reacción espontánea de isome-

rización cis � trans (Fig: 1.11); esto es posible debido a la naturaleza planar del enlace

peptídico y a que la conformación trans del enlace peptídico precedente a un residuo de

prolina está solo ligeramente más favorecida que la conformación cis en términos ener-

géticos, a diferencia del resto de enlaces peptídicos (enlaces no-prolina) donde el estado

trans está fuertemente favorecido (la constante de equilibrio es mayor a 100). Debido a es-

to, distintos equilibrios de ambas subpoblaciones se pueden presentar dependiendo de las

condiciones del medio; se ha estimado que alrededor del 7% de todos los enlaces-prolina

(Xaa-Pro) en proteínas plegadas se encuentran en conformación cis, mientras que sólo el

0.03% de los enlaces no prolina se encuentran en dicha conformación [48].

Las reacciones de isomerización de prolinas a menudo complican el plegamiento

y lo enlentecen, tomando entre segundos y minutos para completarse a temperatura am-
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biente [43, 80]. Lo anterior se debe a que éstas reacciones involucran la rotación sobre un

doble enlace parcial (el enlace peptídico) que requiere una energía de activación alta (⇡ 80

kJ/mol ó 19.1 kcal/mol) que se traduce en constantes de velocidad lentas, típicamente en

el rango entre 10-100 s a 25 �C [48]. A pesar de lo anterior, la isomerización de prolinas

no bloquea el replegamiento de una proteína, i.e., no es un requerimiento que sea el primer

paso dentro del plegamiento; distintos isómeros pueden ser acomodados en intermediarios

parcialmente plegados y el plegamiento puede continuar mientras algunas prolinas siguen

en su estado no-nativo. En los últimos pasos de plegamiento si se requiere que las prolinas

alcancen su estado nativo y por tanto a menudo éstas reacciones si están limitadas por

isomerización de prolinas y se convierten en un paso limitante del plegamiento (acopla-

miento) [48]. La extensión de una estructura parecida a la nativa que se adquiera antes de

la isomerización de prolinas depende tanto de la localización de los isómeros no-nativos de

prolinas como de las condiciones de plegamiento. De manera general, los enlaces prolina

incorrectos tanto en la superficie como en regiones muy flexibles de una proteína plegada

no van a interferir demasiado con el plegamiento, y las condiciones que estabilicen fuerte-

mente a la proteína plegada también estabilizarán a conformaciones parcialmente plegadas

con isómeros incorrectos [48, 57].

La célula ha desarrollado una clase de enzimas para acelerar dichas reacciones, se les

conoce como peptidil-prolil isomerasas (PPIasas). Un nombre alternativo a éstas enzi-

mas es el de ciclofilinas, dado que originalmente eran conocidas por ser la proteína con

mayor afinidad a la ciclosporina A (CsA, un inmunosupresor que inhibe su actividad) (Fig:

1.9a); la secuenciación de una prolil-isomerasa reveló que se trataba de la misma proteí-

na [42]. Dada su unión a CsA, las ciclofilinas están involucradas directamente en procesos
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(a) (b)

Figura 1.9: Estructuras de ciclofilina y peptidil-prolil isomerasa. En a) CypB (azul) en complejo
con ciclosporina (naranja, PDB: 1CYN). En b) CypA en complejo con el dominio N-terminal de la
proteína CA (cápside) del VIH; se resalta en cyan un residuo prolina en el asa que está en contacto
con la prolil-isomerasa (PDB: 1M9Y).

inmunológicos, específicamente algunos relacionados a la activación de células T. El pre-

fijo “ciclo” es indicativo de que están relacionadas con el ciclo celular también, se les

conoce particpación en procesos como fosforilación, ensamble de cápsides virales (VIH,

Fig: 1.9a), alosterismo y regulación de la traducción (“molecular timers”) [36, 48, 49]. Se

han encontrado en prácticamente en todos los organismos y en sus distintos compartimen-

tos [49]. Un ejemplo es la ciclofilina B (CypB), esta es una PPIasa localizada en el R. E.

que juega un papel importante en la producción de anticuerpos y su inhibición conduce

a una secreción disminuida de IgGs en humanos (Fig: 1.11) [54, 57]. Se sabe que la ac-

tividad de prolil-isomerasa de las ciclofilinas se lleva a cabo sobre porciones plegadas de

los polipéptidos según estudios de su actividad sobre la RNAsa T1, para la cual se reportó

que presenta extensas regiones plegadas en etapas tempranas de su plegamiento y que la

actividad de prolil-isomerasa sobre ella ocurre después [49]. También se ha reportado que

las catálisis de la isomerización de prolinas puede darse en ambos sentidos de la reacción

y que la eficiencia de la catálisis depende fuertemente de la accesibilidad del residuo de

prolina [44, 45].
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1.5.3 | Formación de hélices pequeñas en dominios inmu-

noglobulina.

La mayoría de los dominios constantes poseen dos hélices que conectan a las hebras

A-B y E-F (Fig: 1.10). Dichas hélices están conservadas evolutivamente, se forman en

los primeros pasos del plegamiento de los dominios CL y también ayudan a reducir la

tendencia al mal-plegamiento (Fig: 1.11). La segunda hélice generalmente contiene un

residuo aromático hidrofóbico que participa en el núcleo hidrofóbico del dominio. Otros

miembros de la superfamilia Ig, como la b2-microglobulina, también presentan hélices

alfa [54, 55]. 6aJL2 es un dominio variable ligero que presenta una hélice entre las hebras

B-C (Fig: 1.17).

(a)

Figura 1.10: Dominios constantes y hélices alfa. Dominio constante C1 del receptor inmunoglo-
bulina de tiburón (immunoglobulin new antigen receptor, IgNAR). IgNAR es un anticuerpo basado
en un sistema homdimérico formado sólo por cadenas pesadas. En naranja la hélice alfa presente
entre las hebras A y B, en amarillo al hélice alfa presente entre las hebras E y F [55].
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1.5.4 | Ensamblaje de anticuerpos.

Los anticuerpos son producidos en el R. E. y deben pasar por un proceso de control

de calidad antes de ser secretados al medio extracelular a través de vesículas provenien-

tes del aparato de Golgi. Sólo los anticuerpos debidamente plegados y completamente

ensamblados son enviados al medio, mientras que las proteínas parcialmente plegadas o

ensambladas son devueltas al citosol para ser degradadas por el proteasoma. En el caso

de las IgGs, un punto de control principal del ensamblaje es ejercido sobre el primer do-

minio g constante (CH1), éste permanece desplegado y unido establemente a un complejo

de chaperonas del R. E. y las chaperonas son desplazadas sólo hasta que se presentan las

cadenas ligeras. La unión con las cadenas ligeras da lugar a un fenómeno conocido como

plegamiento inducido por ensamblaje del dominio CH1. La reacción descrita está limita-

da por otra reacción, una isomerización de prolinas catalizada por la CypB, y se vuelve

irreversible por la formación de enlaces disulfuro intercatenarios (Fig: 1.11) [54, 58].

1.6 | Mecanismos de plegamiento en VLs.

Desde inicios de la década de los 1970’s se han reportado estudios de plegamiento

al equilibrio de cadenas ligeras de tipos l y k (también llamadas proteínas de Bence-

Jones [78]); en ellos se describió la presencia de transiciones en dos etapas que implican

una independencia estructural de los dominios durante el proceso y también se destacó

el carácter de mayor estabilidad del dominio variable (VL) comparado con el dominio

constante (CL) [101]. Posteriormente, en estudios cinéticos con cadenas ligeras de tipo

l , y con los dominios por separado, se reportó que el dominio VL se pliega antes que el
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Figura 1.11: Eventos moleculares críticos durante el ensamblaje, plegamiento y secreción de anticuerpos. Los eventos mole-
culares críticos se resaltan en cajas para cada paso. HC: “heavy chain", cadena pesada; LC: “light chain", cadena ligera;
BiP: “heavy chain binding protein”, una chaperona del R. E.; PDIs: disulfuro isomerasas; PPIases: peptidil-prolil isomerasas.
Tomada y adaptada de [54].
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dominio CL (a pesar de ser topológicamente muy similares) y que una suma simple de las

características de los dominios aislados no corresponde con lo observado para la cadena

completa, implicando con ello la interacción entre los dominios durante el plegamiento

[68]. Resultados similares se han reportado para otra cadena ligera (Oku, tipo k), para

la cual el plegamiento del dominio CL fue descrito cinéticamente por la presencia de tres

especies químicas diferentes mientras que el dominio VL presentó dos conformaciones

distintas en el estado desnaturalizado (Fig: 1.12). Los datos de desplegamiento de la cadena

Oku son bien descritos por las contribuciones de los dominios por separado, a diferencia

del replegamiento que no mostró esa propiedad [69].

También se han hecho esfuerzos por caracterizar el plegamiento de otras proteínas

tipo inmunoglobulina con miras a encontrar las similitudes mecanísticas dentro de la su-

perfamilia. La presencia de intermediarios cinéticos fue detectada para proteínas de tipo

variable (CD2d1), intermedio (TI I27) y fibronectina tipo III (TNfn3, FNfn10) dada la des-

viación de los datos cinéticos experimentales comparados con un modelo teórico de dos

estados (Fig: 1.13) [106]. Los mismos autores reportan una correlación entre la constante

de velocidad aparente del plegamiento de éstas proteínas (a pesar de las desviaciones) y

su estabilidad termodinámica (no así para la constante de velocidad aparente del desplega-

miento), y en consecuencia con la energía libre de activación del estado de transición, i.e.,

las interacciones que estabilizan al estado nativo también estabilizan al estado de transi-

ción de la reacción. Con base en este razonamiento, concluyen que hay similitudes entre

los mecanismos de plegamiento y por tanto puede haber un comportamiento general para

la superfamilia. En un trabajo posterior, el mismo grupo propone que el núcleo de plega-

miento de TNfn3 (y en consecuencia de proteínas similares) se encuentra en las hebras B,
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(a) (b)

Figura 1.12: Cinética de plegamiento de dominios CL y VL. a) Gráfico de chevron (arriba) y ampli-
tudes relativas (abajo) del dominio CL de la proteína Oku: � constantes aparentes desplegamiento
(fluorescencia, flujo detenido); N constantes aparentes de replegamiento (fluorescencia, flujo de-
tenido);4 constantes aparentes de replegamiento (fluorescencia, mezclado manual); ⇤ constante
aparente del proceso de un proceso de isomerización después del desplegamiento (dobles saltos).
b) Gráfico de chevron (arriba) y amplitudes relativas (abajo) del dominio VL de las proteínas
Oku (�) y Tod (4 y ⌅): � constantes aparentes de desplegamiento (fluorescencia, flujo detenido
y mezclado manual); • constantes aparentes replegamiento (fluorescencia, mezclado manual); ⌅
constantes aparentes de desplegamiento (fluorescencia, flujo detenido);4 N constantes aparentes
de replegamiento (fluorescencia, flujo detenido); ⇤ constante aparente obtenida por doble salto.
Todos los dominios presentan perfiles complejos, ya sea por la presencia de múltiples fases (l s) o
desviaciones de la linearidad. Tomadas de [69].
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C, E y F [56, 112].

Figura 1.13: Gráficos de chevron en la superfamilia “Ig-like". Las líneas sólidas muestran el com-
portamiento esperado para un proceso cinético de dos estados. Las desviaciones de la linearidad
implican la presencia de intermediarios cinéticos. Tomada de [106].

Estudios más recientes comparten nociones con los trabajos descritos arriba, teniendo

como base implícita la hipótesis conformacional, puesto que el objetivo en el contexto de

las amiloidosis es el de encontrar a la especie precursora de las fibras amiloides (posibles

estados no nativos). Khurana et al. [4] estudiaron un par de VLs tipo k (SMA y LEN) bajo

diferentes condiciones al equilibrio, encontrando que condiciones medianamente desnatu-

ralizantes (pH bajo y concentraciones bajas de urea) favorecen la presencia de dos estados

intermediarios parcialmente plegados (IN e IU ). El estado IN mantiene características es-

tructurales similares a las del estado nativo mientras que el estado IU presenta un grado de

desnaturalización mayor (Fig: 1.14). Los autores encuentran una relación entre el estado
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IN y la formación de agregados amorfos, y del estado IU con la formación de agregados

amiloides. En ese mismo trabajo se hace referencia también a la hipótesis termodinámica,

dada la correlación entre la baja estabilidad termodinámica de las cadenas y la presencia

de intermediarios parcialmente plegados que a su vez correlacionan con la agregación;

proponen a la desestabilización diferencial del estado nativo respecto a los intermediarios

como pieza clave del fenómeno amiloidogénico [5].

Figura 1.14: 1H NMR SMA. Panel a) pH 7.0; panel b) pH 5.0; panel c) pH 2.0 y panel d) pH 2.0
urea 8.0 M. Cualitativamente, en panel a) en la región de las amidas (izquierda) los picos presentan
baja intensidad y alta dispersión, característicos de la presencia de estructura secundaria. En el
panel b) la región de los CHs, se observan cambios discretos respecto al panel a, esto indica
que se trata de una estructura plegada (IN). En el panel c) la pérdida de estructura secundaria
provoca una homogenización del ambiente químico. En la región de las amidas incrementa la
señal de algunos picos y se reduce su dispersión debido a la suma de intensidades de señales
con desplazamiento químico similar. En la región de los CHs los picos también se sobrelapan y
aumenta la señal debido a la exposición de los grupos C-H al solvente; se conserva estructura
secundaria residual. En el panel d) el sobrelapamiento es aún mayor debido al efecto combinado
de la urea y el pH. Este es el espectro de la proteína completamente desnaturalizada. Tomada
de [4]

Jahn et al. [105] presentaron uno de los estudios más sólidos respecto a plegamiento

y amoiloidosis, usando como modelo a la b2-microglobulina. Los autores reportaron que
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ITUT

UC IC NC

Figura 1.15: Mecanismo de plegamiento de la b -2 microglobulina. La isomerización de la prolina
P32 causa la presencia de un canal paralelo (UC$ IC) al canal principal (UT $ IT ); el subíndice C
identifica a las especies con la prolina en configuración cis, el subíndice T identifica a las especies
con la prolina en configuración trans. El ciclo cuadrangular es posible dada la interconversión
entre los estados desnaturalizados e intermedios. El ciclo está conectado a una conformación
nativa con la prolina en configuración cis; pH 7 y 37 �C. Tomado de [105].

la desnaturalización por agentes químicos es simple (como las de proteínas de dos esta-

dos) pero la renaturalización es compleja y está caracterizada por la presencia de procesos

lentos asociados a isomerización de prolinas y acoplados con reordenamientos conforma-

cionales (acoplamiento cinético). El modelo de plegamiento más simple capaz de explicar

dichas observaciones incluye cinco estados (Fig: 1.15), con la presencia de canales pa-

ralelos, y a través del cual se estableció que un estado intermediario lento está poblado

en condiciones fisiológicas; de esta observación surgió la hipótesis de que dicho estado

podría ser el precursor amiloide. Dicha hipótesis se comprobó al eliminar el componente

lento de la renaturalización vía mutagénesis dirigida (P32G), la modificación provocó un

incremento en la fibrilogénesis y una disminución de la complejidad del mecanismo de

plegamiento resultando en un mecanismo de tres estados con un intermediario bastante

más poblado que en la proteína silvestre. El aumento en la población del intermediario fue

correlacionado con el aumento de fibrilogénesis de esta proteína.

Específicamente en VLs, Buchner y colaboradores [60] estudiaron un dominio variable

tipo k de ratón llamado MAK33 (subtipo IgG1), describiendo también alta complejidad
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en el mecanismo de plegamiento el cual involucra a cuatro especies químicas diferentes en

total y dos intermediarios (cinéticos) en distintos canales. Se encontraron también proce-

sos lentos asociados a isomerización de prolinas como en el caso de la b2-microglobulina.

Con base en un modelo cinético en donde el estado nativo tiene acceso a los dos dife-

rentes intermediarios (Fig: 1.16), se propone que alguno de éstos puede ser a su vez el

punto de entrada al fenómeno amiloidogénico (hipótesis conformacional). En el mismo

estudio se detallan también algunas diferencias mecanísticas con otras VLs. Si bien, en di-

cho estudio no fue posible desacoplar la reacción de isomerización de la reacción del canal

principal de plegamiento, lo cual repercute en la estimación de las constantes de velocidad

microscópicas así como de los valores asociados al cambio de área accesible al solvente

(valores m) de cada reacción. El efecto de dicha problemática se ve reflejado en la deter-

minación de los parámetros de cada reacción, los cuales presentan magnitudes o errores

altos. Interesantemente, MAK33 no es una proteína particularmente fibrilogénica, requie-

re de condiciones de pH bajo para disparar el fenómeno de amiloidogénesis. Los autores

proponen al intermediario IC como la posible entrada al fenómeno amiloidogénico dado

que ésta especie presenta estructuración secundaria pero no terciaria, i.e., un intermediario

no nativo.

1.7 | 6aJL2, una proteína modelo.

6aJL2 es una VL modelo de 111 aminoácidos (12KDa) cuyo gen V está basado en la

familia génica l6 y fue unido al segmento JL2 (uno de los más representados en el reper-

torio de anticuerpos). Como producto de la unión génica, la proteína resultante contiene
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U IC N

IN

Figura 1.16: Mecanismo de plegamiento de MAK33. Un ciclo triangular formado por una con-
formación nativa N y dos intermediarias IN e IC; el subíndice N indica que es una conformación
intermediaria similar a la nativa, el subíndice C indica la existencia de una prolina (P8) en confi-
guración cis. La especie intermediaria con la prolina en configuración (cis) se interconvierte con
la(s) conformación(es) desnaturalizada(s). pH 7.4 y 25�C. Tomado de [60].

una histidina extra en la posición 95a (numeración de Kabat [39]; Fig: 1.17a) [33]. Esta

proteína se diseñó pensando que el potencial amiloidogénico de esta línea germinal se ve-

ría reflejado en una estabilidad termodinámica baja (inestable) y en consecuencia sería un

buen modelo para estudiar el origen estructural de la amilidogénesis (hipótesis termodiná-

mica); sorprendentemente, 6aJL2 resultó ser más estable que otras proteínas de la misma

línea germinal (Wil y Jto). A pesar de ser una de las cadenas ligeras más estables en la

literatura, 6aJL2 es amiloidogénica, pero es más lenta que sus contrapartes l6 [11,33]. In-

teresantemente, una mutación alotípica (R25G) reportada para el 25% de los casos de esta

línea génica reduce la estabilidad termodinámica e incrementa su capacidad para formar

fibras amiloides de manera que resulta comparable a otros miembros de la línea germinal

muy amiloidogénicos (Wil). Esta mutación se localiza en el inicio del giro B-C (CDR1;

un residuo RC) (Fig: 1.17d). Al parecer, esta mutación logra desestabilizar a la proteína,

dada la remoción de la arginina que forma una interacción cation-pi con la fenilalanina-2,

a través de la formación de una cavidad y el debilitamiento de la región 40-60 debido a la

menor presencia de puentes de hidrógeno [7, 33].

Debido a observaciones como la anterior, en varios estudios se ha intentado encontrar
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 1.17: 6aJL2 y R25G. En a) 6aJL2 cara A (hebras A, A’, B, D, E); en b) 6aJL2 cara B
(hebras C, C’, F, G); en c) se resalta la posición de R24/25 en relación a Phe2 y estos a su vez
en relación al único puente disulfuro (C22-C91) y el único triptófano (W35; PDB: 2W0K). En d)
estructura de 6aJL2-R25G (PDB: 5C9K), se resalta el cambio de orientación de Phe2 después
de la mutación. Se presentan las figuras en coloración de arcoiris (azul-verde-amarillo-naranja-
rojo) para ayudar a descifrar la relación espacial de las hebras b entre las distintas orientaciones,
N-terminal en azul y C-terminal en rojo. Figura generada con PyMOL.

https://www.rcsb.org/structure/2W0K
https://www.rcsb.org/structure/5C9K
https://pymol.org/2/
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las bases estructurales de la propensión a la amiloidosis de 6aJL2 empleando la mutagé-

nesis de distintos residuos. En [31] se distinguen tres regiones de la proteína que han sido

denominadas o clasificadas como motivos anti-agregación, éstas son las regiones amino y

carboxilo terminales (b -bulges) y la región comprendida entre los residuos 40 a 60. Mu-

taciones en la región amino terminal en la zona inter A-A’ (residuos Pro7, His8) muestran

que Pro7 participa en la estabilización de la proteína ya que altera la red de puentes de

hidrógeno de esta región que está conectada con el núcleo hidrofóbico y las hebras B

y G. La interpretación de los parámetros termodinámicos apoya la hipótesis termodiná-

mica. Sobre la misma región, en [34] se prueban diferentes mutaciones, principalmente

probando sustituciones en Phe2, cuyo resultado general es que las mutaciones reducen la

estabilidad termodinámica (en concordancia con [31]); sin embargo, no fue posible encon-

trar una correlación entre la fibrilogénesis y la estabilidad termodinámica de las distintas

mutantes. En el mismo estudio se reporta también que F2P y H8P hacen menos fibras, y

que en P7S se observa lo contrario. En resumen, la región del amino-terminal parece ser

importante tanto para la estabilización de la estructura nativa como para la formación de

fibras amiloides.

Complementando los resultados arriba descritos, en [87] la mutación P7S (PDB: 3B5G)

es comparada con la variante R25G en estudios in silico. Se reportó que cada mutación

afecta de manera diferente a la red de contactos pero convergen en afectar dos motivos

anti-agregación, apoyando implícitamente a la hipótesis conformacional. P7S interactúa

primero con la hebra B y al proceder el desplegamiento lo hace con la hebra G (parte de

un motivo anti-agregación) interrumpiendo la red de contactos en el giro C-C’ (motivo

anti-agregación C’-C”). Los autores proponen a la hebra G como una región protectora

https://www.rcsb.org/structure/3B5G
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contra la formación de amiloides ya que las alteraciones en ella podrían provocar el des-

plazamiento del giro C’C”; estas regiones son las mismas que las descritas en el párrafo

anterior [31].

En otro estudio se describe a otra VL, proveniente de un paciente, estructuralmente

idéntica a las l6, con estabilidad termodinámica muy reducida en comparación a 6aJL2 y

gran potencial amiloidogénico. La proteína AR es la menos estable encontrada de forma

natural, presenta la mutación R25G y también otras 14 diferencias respecto a 6aJL2; según

los autores, la mitad de la diferencia en estabilidad con 6aJL2 se debe sólo a la presencia de

glicina en la posición 25. A pesar de esto, en [7] se revirtió dicha mutación y se encontró

que no hay tal efecto sobre la estabilidad, por tanto la diferencia respecto a 6aJL2 no

se debe a la pérdida de la interacción que forma ese residuo en la proteína silvestre. De

las otras 14 mutaciones, sólo 3 (Phe20 en hebra B, Ala44 giro CC’, Val108 hebra G) no

caen en la región de los “giros de estabilidad"(N-terminal, BC, C’D, DE, FG), las otras

11 sí (D1, G24, G26, D31, S32, F33, D51, D69, A71, D95, D97 e H98). En general, se

reportan pocas interacciones compartidas entre 6aJL2 y AR con base en el análisis de las

estructuras cristalográficas e inclusive se reporta una mutación F21I (núcleo, hebra B) que

estabiliza a AR [7]. La falta de correspondencia de las interacciones puede parecer lógica

dada la menor similitud en secuencia entre ambas proteínas, pero esto a su vez resalta la

plasticidad de la topología en general.
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1.8 | Antecedentes.

La evidencia descrita en la sección anterior, generada por distintos grupos de investi-

gación sobre diferentes modelos proteicos estructural y evolutivamente relacionados con

cadenas ligeras, coincide en que los mecanismos de plegamiento de las cadenas ligeras

no son sencillos (dos estados). Estudiando dichos modelos se ha caracterizado recurrente-

mente la presencia de estados intermediarios y/o estados no-nativos, y en algunos casos se

ha demostrado su relación con el potencial amiloidogénico de cada proteína. 6aJL2 no es

la excepción.

En [30] se reporta un bajo potencial fibrilogénico en tiempos cortos de incubación y

25�C, y un mayor potencial de fibrilación en 25 y 37�C y tiempos largos de incubación para

6aJL2. Estos resultados indican un efecto importante en la dinámica del proceso de fibri-

lación debido a estos factores. Sobre los estudios de plegamiento reportados en el mismo

trabajo, se concluye a partir de datos espectroscópicos, hidrodinámicos y calorimétricos,

que 6aJL2 sigue un patrón de desnaturalización de dos estados en tiempos cortos de incu-

bación y condiciones estándares (25�C y 1 atm. de presión); los parámetros (DGH2O y m)

obtenidos por técnicas al equilibrio y cinéticas resultaron congruentes (incluso con otros

estudios confirmando las determinaciones sobre 6aJL2 [33]). Sin embargo, en tiempos

largos de incubación y temperaturas mayores (37�C) los datos espectroscópicos e hidro-

dinámicos indican la presencia de un estado parcialmente desplegado en concentraciones

de urea cercanas a la concentración media de desnaturalizante (Cm). La tasa de formación

de fibras amiloides es mayor en ese mismo intervalo de concentraciones de urea (1.5-3 M

urea) con un pico en 2.5M urea. Se concluye que la presencia de dicho estado no-nativo
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es posiblemente el responsable de la mayor tasa de fibrilación, si bien no se distingue a un

responsable principal entre la temperatura y el tiempo de incubación; en cualquier caso,

un efecto de la teoría conformacional es invocada como causal de las observaciones.

Se debe hacer notar que dichas condiciones no son extremas ni sesgadas hacia un es-

tado en donde se conozca que alguna proteína presente desviaciones notables de los com-

portamientos fisicoquímicos de las demás (mesófilas), i.e., son condiciones estándares,

empleadas comúnmente. En dichas condiciones se ha reportado la complejidad mecanís-

tica de otros modelos de estudio como en [60]. En 6aJL2, también se ha presentado al pH

como fuerza capaz de provocar un cambio conformacional importante, que a su vez co-

rrelaciona con un mayor potencial fibrilogénico. Las condiciones de pH (2) son extremas,

pero similares a las condiciones donde MAK33 alcanza un mayor potencial fibrilogéni-

co [24].



2 | Justificación

La existencia y participación de más de dos especies conformacionales en los meca-

nismos de plegamiento ha abierto las puertas a escenarios/contextos teóricos capaces de

describir con mayor precisión a las posibles especies precursoras del fenómeno amiloido-

génico en varios modelos. Existen múltiples reportes de modelos estructurales similares a

las cadenas ligeras, en los que se describe la presencia de más de dos estados conformacio-

nales en condiciones estándar. Dichos estados han podido ser relacionados con el potencial

fibrilogénico en algunos de estos modelos. Con el paso del tiempo, se ha generado eviden-

cia experimental que indica que 6aJL2 presenta también una dinámica conformacional

compleja; si bien, se ha sugerido que los estados no nativos en 6aJL2 sólo se presentan en

condiciones extremas, ya sea de temperatura, pH o incubación (o alguna combinación de

los anteriores).

Durante la realización de este trabajo se pretendió abordar de manera sistemática la

investigación sobre los múltiples factores que parecen estar implicados en el origen del

fenómeno amiloide de 6aJL2. En el desarrollo del mismo, surgió evidencia experimental

que cuestionaba observaciones previas, principalmente las relacionadas al carácter de dos

estados del mecanismo de plegamiento de 6aJL2 a 25�C y tiempos cortos de incubación.

37
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En dichas condiciones la fibrilogénesis es moderada y el mecanismo de plegamiento pre-

viamente reportado es sencillo (dos estados); a diferencia de otras condiciones donde se ha

encontrado evidencia de estados intermediarios y la fibrilogénesis es rápida. Por tanto, este

trabajo se centra en el estudio del mecanismo de plegamiento de 6aJL2 en las condiciones

en donde no se habían reportado la presencia de intermediarios que pudiesen dar origen al

fenómeno fibrilogénico.



3 | Hipótesis

3.1 | Hipótesis general.

La hipótesis general de este trabajo es que 6aJL2 presenta una dinámica conformacio-

nal compleja tanto en condiciones estándar como en condiciones extremas. Dicha dinámi-

ca estaría determinada por la relación termodinámica y cinética entre las conformaciones

participantes, i.e., por la capacidad intrínseca de dichas conformaciones para interconver-

tirse, como se ha comprobado con otros modelos. Se cuestiona, por tanto, que los efectos

aislados o combinados de la temperatura e incubación (o las condiciones extremas) sean

el origen único del fenómeno de agregación amiloide en 6aJL2.

3.2 | Hipótesis particulares.

1. Existen más de dos conformaciones al equilibrio.

2. El mecanismo de plegamiento de 6aJL2 no es de dos estados.

3. Mutaciones sencillas a lo largo de la secuencia de 6aJL2 tienen efectos diferentes

sobre el equilibrio y la cinética de la proteína. Dichos efectos no se observan inme-

39
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diatamente en los parámetros termodinámicos de la reacción de plegamiento.



4 | Objetivos

4.1 | Objetivo general.

El objetivo de este trabajo es establecer un contexto cinética y termodinámicamente

sólido para explicar la tendencia particular de 6aJL2 (y por asociacón de esta línea germi-

nal) hacia la formación de fibras amiloides a través de modificaciones de la proteína o de

las condiciones del medio.

4.2 | Objetivos particulares.

1. Describir el mecanismo de plegamiento de 6aJL2 en condiciones estándares.

2. Establecer la relación entre el plegamiento y la fibrilogénesis en 6aJL2.

3. Explorar el efecto de distintas mutaciones, pertenecientes al núcleo hidrofóbico, en

el plegamiento y fibrilogésis de 6aJL2.

4. Explorar el efecto de distintas condiciones del medio sobre el plegamiento y fibrilo-

génesis de 6aJL2.
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5 | Materiales y Métodos

5.1 | Gen, vector de expresión, sobre-expresión y purifica-

ción de 6aJL2.

5.1.1 | 6aJL2.

El gen de 6aJL2 fue diseñado de acuerdo a las especificaciones descritas en [33].

El segmento génico V l 6a (residuos 1-95), también llamado V1-22 (PDB: 2W0K, Uni-

ProtKB: Q5NV88), está unido al segmento JL2 (residuos 96-111) con una inserción de un

residuo de His (H95a en numeración de Kabat [39]; H99 en numeración secuencial). La

secuencia aminoacídica producto de la traducción del gen se presenta a continuación junto

con una predicción de estructura secundaria hecha en Jpred (Fig: 5.1).

5.1.1.1 Vector de expresión.

El vector de expresión pET27-6aJL2 empleado en este trabajo fue clonado y donado

por la Dra. Miryam I. Villalba Velázquez (IBt UNAM). Se resaltan las siguientes caracte-

42
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https://www.uniprot.org/uniprot/Q5NV88
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/
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(a)

(b)

Figura 5.1: Secuencia y predicción de estructura secundaria del segmento 6a. En a) predicción de
estructura secundaria generada con Jpred 4 (Jnet version: 2.3.1), residuos 1-70. En b) predicción
de estructura secundaria para los residuos 70-98. Las flechas verdes indican hebras-b .

rísticas por su utilidad en el protocolo de expresión descrito adelante: promotor y operador

T7 (T7 promoter, T7 terminator), gen de resistencia a kanamicina (KanR), secuencia de

exportación a periplasma (pelB signal sequence), gen de 6aJL2 con los segmentos 6a y

JL2 (Fig: 5.2).
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Figura 5.2: Vector de expresión pET27b(+)-6aJL2. Figura generada con SnapGene.

5.1.1.2 Expresión heteróloga (sobre-expresión).

Células competentes de la cepa E. coli-BL21(DE3)se transformaron con el vector

pET27-6aJL2 y se recuperaron en 1 mL de medio SOC por una hora a 37�C y agitación

a 250 r.p.m. Posteriormente, se creció un cultivo de 10 mL de medio LB en presencia de

1 µL de sulfato kanamicina 1000X hasta la saturación. Estas células se emplearon como

inóculo para un cultivo con un volumen de 1 L con medio 2X-YT. Después de la inocula-

ción, se creció el cultivo de 1 L a 37�C y 250 r.p.m. en presencia de kanamicina 1000X (1

https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/
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mL), hasta una densidad óptica (D. O.) entre 0.6 y 0.8 (600 nm). Se realizó la inducción

agregando 1 mL de IPTG 1 mM y se incubó el medio toda la noche a 30�C y 200 r.p.m.

5.1.1.3 Purificación.

Después de la inducción, se centrifugó el volumen total del cultivo a 8000 r.p.m. y 4�C.

La pastilla resultante fue sometida a un choque osmótico, resuspendiéndola gentilmente

en 50 mL de una solución con sacarosa 20% (p/v), Tris 0.1 M, EDTA 0.1 mM, pH 8 y se

incubó por 20 min. en frío (4�C). La solución se centrifugó en las mismas condiciones que

en el paso anterior y la pastilla resultante fue resuspendida gentilmente en 50 mL de agua

desionizada fría, incubando por 20 min. en frío de nuevo. Después de la segunda incuba-

ción, la solución se centrifugó en las mismas condiciones que en los pasos anteriores y el

sobrenadante fue recuperado (fracción periplásmica). La fracción periplásmica se concen-

tró por ultrafiltración con un filtro de 10 kDa. de masa molecular (Amicon, Merck) hasta

un volumen ⇡ 5 mL en frío. Posteriormente, el concentrado se inyectó en una columna

de exclusión molecular preparativa Superdex-75 (Amersham Pharmacia/GE) previamente

equilibrada con amortiguador Na2PO4 50 mM , NaCl 100 mM, pH 8 y fue eluida a una

velocidad de 1 mL/min en un sistema de purificación ÄKTA (GE). Las fracciones resul-

tantes se evaluaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar la pureza y

concentración de cada fracción cualitativamente; las fracciones útiles fueron reunidas y la

concentración fue determinada usando un coeficiente de extinción molar e = 1.2327 mg�1

cm�1 mL [30]. Posteriormente se liofilizó la proteína para su almacenamiento [30, 33].

http://www.merckmillipore.com/MX/es/product/Amicon-Pro-Purification-System,MM_NF-C126978
https://www.gefiIesciences.com/en/us/shop/chromatography/prepacked-columns/size-exclusion/superdex-75-increase-p-06188
https://www.gefiIesciences.com/en/us/solutions/protein-research/products-and-technologies/protein-purification-systems
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5.1.2 | Peptidil-prolil cis-trans Isomerasa: Cyp18.

La secuencia aminoacídica de Cyp18 fue obtenida del PDB: 1CWL) y reverso-transcrita

con optimización de codones para E. coli. El gen fue sintetizado (Epoch) y subclonado en

un vector de expresión pET-22b. La sobre-expresión y purificación se realizó de acuerdo a

la metodología en [19] con modificaciones menores. La actividad (y por tanto la integridad

estructural) de la Cyp18 purificada fue evaluada a través de un ensayo acoplado (ensayo ro-

tamasa): 100 µM del péptido N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilido (Sigma-Aldrich)

fue disuelto en 66% (v/v) dimetil sulfoxido (DMSO) en amortiguador Hepes 35 mM, pH

8. La mezcla se incubó a 10�C y se agregaron 10 µM de quimotripsina y Cyp18, en un

intervalo entre 0 y 96 µM, con agitación manual para iniciar la reacción [19]. La absor-

bancia se midió a 390 nm cada segundo en un espectrofotómetro Perkin-Elmer A-2 UV.

La estabilidad termodinámica se determinó tanto en el amortiguador de purificación como

en el amortiguador experimental a través de una curva de desnaturalización en urea; el

cambio de amortiguador se realizó a través de diálisis con una membrana con tamaño de

poro menor a 10 kDa.

5.2 | Experimentos al equilibrio.

5.2.1 | Curvas de desnaturalización en urea.

La proteína liofilizada se resuspendió en agua y se incubó por al menos 5 min. antes de

leer los espectros de emisión. Se preparó una serie de muestras en concentraciones corres-

pondientes de urea (en un intervalo de 0 a 7 M) en amortiguador Na2PO4 50 mM, NaCl

http://www.rcsb.org/structure/1CWL
http://www.epochfiIescience.com/Service/Gene_Synthesis.aspx
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/s7388?lang=es&region=MX
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=chymotrypsin&interface=All&N=0&mode=partialmax&lang=es&region=MX&focus=product
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100 mM, pH 8, a 25�C. Espectros de emisión de fluorescencia intrínseca del triptófano

(IF) fueron registrados cada nanómetro, entre 310 y 410 nm, en un espectrofotómetro Ho-

riba Fluorolog3; la excitación se realizó a 295 nm con rejillas de 5 mm en una celda de

cuarzo con de paso de luz de 1 cm. La concentración de la proteína en cada muestra fue de

100 µg mL�1. En el caso del dicroísmo circular (DC), los espectros fueron registrados en

un espectropolarímetro JASCO J-715; para los espectros en el UV-cercano se utilizó una

celda de cuarzo 4 mL con una concentración de proteína de 50 µg mL�1 en una ventana

de 250 a 320 nm. Los espectros en el UV-lejano se registraron en una celda de cuarzo

con 1 mm de paso de luz a una concentración de 200 µg mL�1 en una ventana de 210 a

250 nm. Todos los reactivos empleados fueron grado biología molecular (Sigma-Aldrich)

y la temperatura fue regulada con sistemas Peltier. Las concentraciones de urea fueron

determinadas empleando su índice de refracción.

5.2.2 | Análisis de experimentos al equilibrio.

Para analizar la desnaturalización química de 6aJL2 al equilibrio se registraron datos

con dos técnicas espectrofotométricas principalmente, IF y DC. Tanto la IF (debida a un

triptófano único en la posición 35 en 6aJL2), como la absorción por DC en la región de los

aromáticos (UV-cercano, 260-300 nm) son comúnmente empleados como monitores del

cambio en estructura terciaria de una proteína [72, 75, 90], mientras que la absorción por

DC en la región amida (UV-lejano) se emplea como monitor de los cambios en estructura

secundaria [90].

Los datos de desnaturalización química tanto de IF como del DC en el UV-cercano

fueron analizados a su vez en dos maneras distintas: a) siguiendo una longitud de onda
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única de cada espectro, e.g., lmax = 352 nm para el caso de IF o l = 295 nm en el caso

del DC UV-cercano; y b) analizando los espectros completos. Los datos de DC en el UV-

lejano (190-250 nm) fueron analizados sólo siguiendo una sola longitud de onda debido a

que no se obtuvo una buena proporción señal/ruido en longitudes de onda bajas. La pobre

relación señal/ruido en longitudes de onda bajas se debe principalmente a la contribución

al DC del amortiguador, fenómeno conocido como transparencia reducida [9, 90].

5.2.2.1 Análisis de datos obtenidos a una sola longitud de on-

da.

Después de restar las señales de los blancos respectivos, los datos de IF en 352 nm y

de DC en 272, 280 y 295 nm fueron ajustados individual y globalmente a un modelo de

dos estados para obtener los parámetros termodinámicos de la reacción de desplegamiento

al equilibrio:

yobs =
(yN +mN [D])+(yU +mU [D])e�(DGo

H2O+m/RT )

1+ e�(DGo
H2O+m/RT ) (5.1)

donde yobs es la señal observada, yN es la señal de la fracción nativa (0 M urea), mN es la

pendiente de la línea pre-transición, [D] es la concentración de desnaturalizante, yU es la

señal de la fracción desnaturalizada, mU es la pendiente de la línea post-transición, DGo
H2O

es el cambio en energía libre de Gibbs en condiciones estándar en 0 M de urea o energía

libre de plegamiento o estabilidad conformacional, m es la pendiente de la transición, R es

al constante universal de los gases y T es la temperatura [85].

También se empleó un modelo de tres estados para evaluar la hipótesis de la presencia
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de un intermediario al equilibrio [67] :

yobs =
YU + yIe�(DGUI/RT ) +YNe�(DGUI+DGIN)/RT

1+ e�(DGUI/RT ) + e�(DGUI+DGIN)/RT (5.2)

donde YU , YI y YN son expresiones lineales sobre la concentración de desnaturalizante del

tipo Yx = yH2O
x +mx[D] y yx es la fracción de la especie en cuestión, mx es la pendiente

respectiva de la dependencia lineal con el desnaturalizante atribuida a la señal espectros-

cópica [59].

5.2.2.2 Análisis de datos empleando múltiples longitudes de

onda.

Los espectros completos de IF fueron integrados después de restar las señales de los

blancos y su resultante fue ajustada al modelo de dos estados (Ec. 5.1). Por otro lado, los

espectros completos tanto de IF como de DC se analizaron a través de una descomposión

de valor singular (SVD):

A =U ·W ·V T (5.3)

donde los vectores base de U representan la dependencia de las amplitudes sobre la de-

pendencia con la concentración inicial de urea, W contienen los pesos de cada vector base

y V T contiene los coeficientes que ajustan a los vectores base en UW a los datos origina-

les. Los vectores signficativos resultantes fueron ajustados al modelo de dos estados. Para

estos análisis se empleó el software Savuka [96].

https://www.youtube.com/watch?v=dQw4w9WgXcQ
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5.3 | Cinética de plegamiento.

Todos los experimentos siguiendo el cambio en la emisión de fluorescencia se reali-

zaron en instrumentos de “stopped-flow” de la marca Applied Photophysics (SX18 MV y

SX20). El tiempo muerto nominal reportado es de 1 ms. La excitación se realizó a 295 nm

y la emisión se registró usando un filtro de luz con corte en 310 nm en una celda con paso

de luz de 2 mm. Los datos cinéticos se ajustaron a modelos de sumas de n exponenciales:

Pt�P• =
n

Â
i=1

Ai ⇧ e�lit (5.4)

donde Pt es la intensidad observada al tiempo t, P• es la intensidad en t ! • y Ai son

las amplitudes asociadas a las constantes de velocidad observables li. Para este análisis se

empleó el software Savuka [96].

5.3.1 | Cinéticas de desnaturalización y renaturalización.

Las cinéticas de desnaturalización y renaturalización simples se realizaron a través

de diluciónes (1:11). Para el replegamiento, las diluciones se realizaron desde 7 M de

urea hasta diferentes concentraciones finales de urea, en un intervalo entre 7 y 0.73 M. La

proteína se resuspendió en amortiguador para alcanzar las siguientes condiciones: Na2PO4

50 mM , NaCl 100 mM , pH 8 y urea 7 M. Las muestras se incubaron durante la noche

previa a las mediciones. Para el desplegamiento, la proteína se resuspendió en agua para

alcanzar las siguientes condiciones: Na2PO4 50 mM , NaCl 100 mM , pH 8; las diluciones

se realizaron en el intervalo entre 0 y 7 M de urea. Los mediciones se realizaron a 25�C

https://www.photophysics.com/systems/stopped-flow-spectrometry/sx20-stopped-flow/system-information/
https://www.photophysics.com/systems/stopped-flow-spectrometry/sx20-stopped-flow/system-information/
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con un sistema de control de temperatura Peltier. La concentración final de proteína en las

muestras fue de 100 µg mL�1, excepto en los experimentos donde se evaluó el efecto de

la concentración de 6aJL2 sobre las constantes observables.

5.3.2 | Cinéticas de desnaturalización desde distintas con-

centraciones iniciales de urea.

Las cinéticas de desnaturalización a partir de distintas concentraciones iniciales de urea

se realizaron previo equilibramiento de al menos 5 min. en un intervalo desde 0 hasta 7 M

de urea. Posteriormente se realizaron diluciones 1:11 hacia una concentración final de 7

M de urea. Los mediciones se realizaron a 25�C con un sistema de control de temperatura

Peltier. La concentración final de proteína en las muestras fue de 100 µg mL�1.

5.3.3 | Experimentos de dobles salto.

Las cinéticas de replegamiento por doble salto se realizaron bajo el siguiente esquema:

en el primer salto la proteína se desplegó por una dilución 1:20 hasta una concentración

final de 7 M de urea, en el segundo salto la proteína fue renaturalizada por una dilución

1:10 para alcanzar una concentración final de urea de 1.57 M. Los tiempos de retraso entre

saltos fueron variados en un intervalo entre 0.6 hasta 50 s. Todas las diluciones fueron

realizadas en amortiguador Na2PO4 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8 a 25�C con un sistema

de control de temperatura Peltier. La concentración final de la proteína fue de 100 µg

mL�1.
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5.3.4 | Replegamiento en presencia de Cyp18.

Las cinéticas de replegamiento de 6aJL2 en presencia de Cyp18 se realizaron diluyen-

do 6aJL2 desnaturalizada en 7 M de urea contra amortiguador (Na2PO4 50 mM, NaCl 100

mM, pH 8) con diferentes concentraciones de Cyp18 en un intervalo entre 0 y 300 µM.

La concentración final de 6aJL2 fue de 100 µg mL�1 y la concentración final de urea fue

de 0.73 M. Las cinéticas resultantes fueron ajustadas a modelos exponenciales.

Para todos los análisis se empleó el software Savuka y su rutina de ajuste por regresión

no-lineal por mínimos cuadrados basada en el algoritmo de Marquardt-Levenberg [96].

Todas las cinéticas fueron seguidas por al menos 200 s.



6 | Resultados

“All models are wrong, but some are useful.” George Box.

6.0.1 | Análisis empleando sólo una longitud de onda.

6.0.1.1 Dicroísmo circular (DC).

La inspección visual de la serie espectral hace evidente que la proporción señal/ruido

por debajo de los 210 nm no es la apropiada para un análisis detallado en esa región [7];

no obstante, las longitudes de onda por arriba de ese límite son susceptibles de analizar y

permiten establecer el efecto del desnaturalizante sobre la estructura secundaria de 6aJL2.

Los espectros muestran la forma clásica del espectro de una proteína con topología tipo

sandwich�b (Fig. 6.1a) [90]. Específicamente, una intensa banda espectral en 217 nm en

el espectro en 0 M se acentúa con la desnaturalización (7 M urea); de manera inversa, una

banda espectral en 230 nm desaparece con el incremento de desnaturalizante (Fig. 6.1b).

Las curvas de desnaturalización para las longitudes de onda 217 y 230 nm muestran

una dispersión de puntos sin indicios claros de una transición, como las vistas para otras

53
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(a) (b)

Figura 6.1: DC en el UV-lejano 25�C. a) Serie espectral completa, 0 (azul) a 7 M urea (rojo). Se
aprecia gran variación o ruido en la región comprendida entre 190 y 210 nm. b) Espectros en 0
M (nativo) y 7 M urea (desnaturalizado). Se aprecia que no existe una gran diferencia en la señal
total de los espectros; la banda espectral en 217 nm aumenta mientras que la banda espectral en
230 nm desaparece con la desnaturalización.

señales (ver adelante) o proteínas [89]. Las claras tendencias ascendentes (a pesar de la

dispersión) i.e., tendencias a perder señal con el aumento de desnaturalizante, pueden ser

interpretadas como una pérdida de estructura secundaria (mínima) con el aumento de des-

naturalizante en el contexto de las señales nativa y desnaturalizada de 6aJL2 (Figs: 6.2,

6.1b). Resultados similares han sido reportados antes para esta proteína o para proteínas

estructuralmente similares [7, 30, 70].

Por su parte, los espectros de DC en el UV-cercano presentan una buena relación se-

ñal/ruido con buena definición en tres sub-regiones espectrales relevantes para el estudio

de la estructura terciaria de 6aJL2 (Fig. 6.3a). Tanto las bandas espectrales asociadas a

fenilalaninas (Phe, 270 nm) y tirosinas (Tyr, 280 nm) como la de triptófanos (Trp, 295

nm) se distinguen claramente y se aprecian comportamientos transicionales/sigmoidales

en las curvas de desnaturalización en las tres longitudes de onda (Fig. 6.4). Las tres cur-

vas muestran una pérdida de señal positiva, que en los casos de las bandas en 270 y 280
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Figura 6.2: Curvas de desnaturalización de 6aJL2 por DC en el UV-lejano. Se aprecian tendencias
positivas en el cambio de señal para ambas longitudes de onda, con pendientes cualitativamente
semejantes, implicando un cambio en estructura secundaria semejante también. Es evidente una
mayor variación en la señal a 230 nm, especialmente a concentraciones altas de urea.

nm es una ganancia de señal negativa. Las transiciones son concomitantes en general,

comenzando alrededor de 2 M de urea y terminando alrededor de 4 M. Las regiones pre-

transición muestran comportamientos distintos, tanto en 270 como en 280 nm muestran

una pendiente negativa reflejando una mayor sensibilidad de esa bandas espectrales a con-

centraciones bajas de desnaturalizante. En contraste, las regiones post-transición muestran

una pendiente nula en los tres casos implicando un efecto nulo del desnaturalizante en

altas concentraciones. Datos similares fueron obtenidos previamente en [30].

6.0.1.2 Fluorescencia intrínseca (IF).

La serie espectral seguida por IF muestra un incremento en la intensidad y un des-

plazamiento al rojo del máximo de fluorescencia con el aumento de desnaturalizante, con

una lmax = 352 nm en 7 M de urea. Ambos fenómenos están asociados a la pérdida de

estructura terciaria de 6aJL2 y los datos son coincidentes con datos previamente repor-
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(a) (b)

Figura 6.3: DC en el UV-cercano. a) Serie espectral completa en función de urea (0 - 7 M) des-
pués de restar los blancos; los colores azules corresponden al espectro de la proteína en concen-
traciones bajas de desnaturalizante y los colores rojos a concentraciones altas. b) Se muestran los
espectros nativo, desnaturalizado y de diferencia.

Figura 6.4: Curvas de desnaturalización de 6aJL2 por DC en el UV-cercano 25�C. Las líneas
representan el mejor ajuste global al modelo de dos estados (Tabla: 6.2).
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(a) (b)

Figura 6.5: Serie espectral y curva de desnaturalización seguidas por IF. a) Serie espectral en
función de urea, se aprecia el incremento en intensidad al pasar de concentraciones bajas de urea
(azules) a concentraciones altas (rojos). b) se muestra la curva de desnaturalización resultante de
integrar y promediar los espectros de dos canales de detección.

tados [30, 33, 75]. El incremento en intensidad de fluorescencia es interpretado como un

distanciamiento del puente disulfuro (Cys22-Cys91) respecto al Trp35 y la pérdida del

efecto de apagamiento o quenching prevalente en el estado nativo ejercida por el puen-

te disulfuro sobre la emisión del triptófano. El desplazamiento al rojo, o Stoke’s shift, es

interpretado como un efecto del cambio de polaridad en el ambiente del triptófano al ser

expuesto al solvente durante la desnaturalización (Fig. 6.5a) [2, 30, 33, 75]. El análisis de

la curva de desnaturalización muestra que el cambio de intensidad de fluorescencia se da

de manera sigmoidal, i.e., con una sola transición como las reportadas para modelos de

dos estados, sugiriendo que 6aJL2 se desnaturaliza de manera cooperativa en un solo pa-

so [2, 30, 33]. La transición comienza alrededor de 2 M y termina alrededor de 4 M (Fig.

6.5b), coincidiendo con las observaciones en los datos de DC en el UV-cercano (Fig. 6.4).
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6.0.2 | Ajustes al modelo de dos estados.

Las curvas de desnaturalización en urea de 6aJL2 seguidas por DC e IF fueron ajus-

tadas al modelo de dos estados de Santoro y Bollen para obtener los parámetros termodi-

námicos de la reacción de desplegamiento [85]. Los ajustes individuales, i.e., empleando

una sola longitud de onda o conjunto de datos, muestran valores de DGN�U alrededor de

5 kcal mol�1, excepto en el caso de DC a 280 nm donde encontramos un valor claramente

más bajo pero cercano considerando los errores combinados (Tabla: 6.1); estos valores

son coincidentes con los determinados en otros estudios [30, 33]. Los valores de las pen-

dientes de las transiciones oscilan entre 0.55 y 1.87 kcal / mol / [D], considerando los

errores combinados son semejantes también. La señal de DC a 280 nm muestra la menor

pendiente pero también el mayor error relativo mientras que la señal de DC a 272 nm

muestra la mayor pendiente con un error grande también. A partir de estos parámetros

se calculó la concentración media de desnaturalizante (Cm o C1/2, DGN�U = 0) para cada

curva mostrando valores que oscilan entre 2.95 y 3.18 M de urea, esto refleja el carácter

concomitante de las transiciones y coincide con reportes previos [30, 33].

Los ajustes globales, i.e., empleando todas las longitudes de onda, (Tabla: 6.2) revelan

que el DGN�U = 5.22 kcal mol�1, coincidiendo con reportes anteriores y con el comporta-

miento general de los ajustes individuales. Las pendientes de las curvas asociadas a cada

longitud de onda son similares, implicando cambios similares en el área accesible al sol-

vente. En el caso del UV-cercano a 280 nm la pendiente sugiere un cambio menor (Tabla:

6.2). Se debe notar que los errores asociados a la mayoría de los parámetros parecen gran-

des, especialmente en los casos de los ajustes del DC UV-cercano, dicho comportamiento
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Cuadro 6.1: Parámetros Termodinámicos de la Desnaturalización por Urea, Ajustes Individuales.

Parámetro 1 DC 272 nm DC 280 nm DC 295 nm FI 352 nm

DGN�U 5.77 ± 0.26 1.76 ± 3 .75 4.65 ± 0.88 5.224 ± 0.25
mN�U 1.87 ± 0.79 0.55 ± 0.69 1.57 ± 0.28 1.65 ± 0 .08
Pendiente pre-trans. -0.29 ± 0.18 -0.23 ± 1.45 0.21 ± 0.23 1943. 93 ± 1094.15
Y-Int. pre-trans. 0.59 ± 0.22 -0.06 ± 1.38 3.85 ± 0.23 5264.77 ± 1327.06
Pendiente post-trans. 0.03 ± 0.1 0.29 ± 0.64 -0.02 ± 0.12 2992.81 ± 716.63
Y-Int. post-trans. -4.19 ± 4.59 -0.29 ± 0.2 -0.48 ± 0.64 1.12E+05 ± 3.99E+04
Temperatura (K) 298.15 298.15 298.15 298.15
C1/2 ([D]) 3.09 ± 0.42 3.18 ± 2.47 2.96 ± 0.26 3.15 ± 0.07
1 Unidades de los parámetros y significados de las abreviaturas: DGN�U : DG de desnatura-

lización (kcal mol�1); mN�U : pendiente de la transición desnaturalización (kcal/mol/[D]);
Pendiente Nat. Base: pendiente de la línea base del nativo o pre-transición (kcal mol�1

M�1); Y-Int. Nat.: Y-intercepto pre-transición (u. a.); Pendiente Unf. Base: pendiente de la
línea base del desnaturalizado o post-transición (kcal mol�1 M�1); Y-Int. Unf.: Y-intercepto
post-transición (u. a.).

Cuadro 6.2: Parámetros Termodinámicos de la Desnaturalización por Urea, Ajuste Global.

Parámetro 1 DC 272 nm DC 280 nm DC 295 nm IF 352 nm

DGN�U 5.22 ± 0.13 5.22 ± 0.13 5.22 ± 0.13 5.22 ± 0.13
mN�U 1.71 ± 288.8 1.25 ± 1027.63 1.75 ± 125.2 1.65 ± 0.04
Pendiente pre-trans. -0.26 ± 405.9 -0.53 ± 342.1 0.11 ± 404.31 1938.98 ± 543.17
Y-Int. pre-trans. 0.56 ± 622.12 -0.22 ± 587.65 3.9 ± 621.88 5268.1 ± 658.64
Pendiente post-trans. 0.04 ± 273.67 0.19 ± 452.7 -0.05 ± 271.75 2991.07 ± 355.72
Y-Int. post-trans. -2.34 ± 1436.7 -3.02 ± 2819.85 -0.269 ± 1424.71 0.11E+06 ± 0.2E+04
Temperatura (K) 298.15 298.15 298.15 298.15
1 Unidades de los parámetros y significados de las abreviaturas: DGN�U : DG de desnaturalización (kcal

mol�1); mN�U : pendiente de la transición desnaturalización (kcal/mol/[D]); Pendiente Nat. Base:
pendiente de la línea base del nativo o pre-transición (kcal mol�1 M�1); Y-Int. Nat.: Y-intercepto pre-
transición (u. a.); Pendiente Unf. Base: pendiente de la línea base del desnaturalizado o post-transición
(kcal mol�1 M�1); Y-Int. Unf.: Y-intercepto post-transición (u. a.).
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se debe a la diferencia de magnitud entre las señales de DC e IF. Los errores en el caso de

la IF son altos, pero mejores que en los casos individuales, implicando una mejoría en la

determinación de los parámetros.

6.0.3 | Análisis de longitud de onda múltiple.

6.0.3.1 Dicroísmo circular.

Los espectros de DC en el UV-cercano fueron analizados por SVD, resultando en sólo

dos vectores base significativos, suficientes para reconstruir la serie espectral completa

(Fig. 6.6, 6.7). Las amplitudes de ambos vectores están en el mismo orden de magnitud

y las transiciones son concomitantes, sugiriendo que se trata del mismo proceso. Estos

vectores fueron ajustados globalmente al modelo de dos estados obteniendo los parámetros

reportados en la Tabla 6.3 [85]. El DGN�U resultante es más bajo por casi una kilo-caloría

respecto a los ajustes globales con las longitudes de onda por separado, pero las C1/2 son

similares (Tabla: 6.2); los valores de las pendientes pre y post transición así como de los

interceptos muestran errores muy bajos, menores al 10%, y son indicio de buenos ajustes.
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6.0.3.2 Fluorescencia intrínseca.

Los espectros seguidos por IF (Fig. 6.5a) fueron integrados y la curva de desnaturaliza-

ción resultante fue ajustada al modelo de dos estados también (Fig. 6.5b) [85]; los paráme-

tros obtenidos son: DGN�U = 5.18 ± 0.25 kcal mol�1 y mN�U = 1.64 ± 0.08 kcal/mol/[D]

con una C1/2 = 3.15 ± 0.07 ([D]). Estos valores son coincidentes a los obtenidos por ajus-

tes individuales (Tabla: 6.1) o globales (Tabla: 6.2) y son a su vez coincidentes con

los obtenidos en otros reportes [30, 33]. Por otra parte, los mismos datos analizados por

SVD producen tres vectores estadísticamente significativos (Fig. 6.8), los cuales son ne-

cesarios para reconstruir la serie original (Fig. 6.9). Los resultados del ajuste global de

estos vectores (Tabla: 6.3) muestran un DGN�U = 5.02 ± 0.1 kcal mol�1 muy similar al

DGN�U obtenido en el ajuste global (Tabla: 6.2) o en el ajuste individual de las curvas

de desnaturalización (Tabla: 6.1). Las C1/2 son similares también, excepto en el caso del

Figura 6.6: Vectores significativos, DC en el UV-cercano. V col j son las columnas j de la matriz
V. Las líneas representan los mejores ajustes al modelo de dos estados.
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(a) (b)
Figura 6.7: Pre y post SVD, DC UV-cercano. a) Serie espectral antes del SVD; b) Reconstrucción
de la serie espectral empleando únicamente los dos vectores significativos resultantes del SVD en
el DC UV-cercano (Fig. 6.6).

tercer vector. La mayoría de los errores son un orden de magnitud menores al valor del

parámetro, implicando que los ajustes son estadísticamente aceptables.

Cuadro 6.3: Parámetros del Ajuste Global de Vectores Significativos, DC UV-cercano e IF.
Parámetro 1 Primer Vec. DC Segundo Vec. DC Primer Vec. IF Segundo Vec. IF Tercer Vec. IF

DGN�U 4.27 ± 0.25 4.27 ± 0.25 5.02 ± 0.1 5.02 ± 0.1 5.02 ± 0.1
mN�U 1.31 ± 0 .08 1.4 ± 0.08 1.54 ± 0.03 1.54 ± 0.05 1.78 ± 0.32
Pendiente pre-trans. 0.57 ± 0.16 0.63 ± 0.26 -0.35E+07 ± 0.14E+07 0.11E+07 ± 0.92E+06 -0.53E+06 ± 0.13E+07
Y-Int. pre-trans. 16.06 ± 0.23 -10.89 ± 0.26 -0.39E+08 ± 0.17E+07 0.3E+08 ± 0.15E+07 -0.5E+06 ± 0.16E+07
Pendiente post-trans. -0.11 ± 0.15 -0.33 ± 0.14 -0.25E+08 ± 0.11E+07 -0.16E+07 ± 0.91E+06 -0.18E+07 ± 0.67E+06
Y-Int. post-trans. 11.67 ± 0.85 10.24 ± 0.8 -0.31E+09 ± 0.60E+07 -0.13E+07 ± 0.49E+07 0.86E+07 ± 0.33E+07
Temperatura (K) 298.15 298.15 298.15 298.15 298.15
C1/2 ([D]) 3.25 ± 0.09 3.05 ± 0.08 3.25 ± 0.03 3.25 ± 0.04 2.82 ± 0.21
1 Unidades de los parámetros y significados de las abreviaturas: DGN�U : DG de desnaturalización (kcal mol�1); mN�U : pendiente de la

transición desnaturalización (kcal/mol/[D]); Pendiente Nat. Base: pendiente de la línea base del nativo o pre-transición (kcal mol�1 M�1);
Y-Int. Nat.: Y-intercepto pre-transición (u. a.); Pendiente Unf. Base: pendiente de la línea base del desnaturalizado o post-transición (kcal
mol�1 M�1); Y-Int. Unf.: Y-intercepto post-transición (u. a.).
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Figura 6.8: Vectores significativos, IF. Las líneas representan los mejores ajustes al modelo de dos
estados. Los primeros dos vectores muestran comportamientos concomitantes (asociados al eje
“y” primario) mientras que el tercer vector, el de menor magnitud, muestra una transición corta
comparada a las de los otros vectores (asociado al eje “y” secundario).

6.0.4 | Modelos de tres estados.

Los resultados del análisis por SVD sugieren la presencia de un tercer estado (Fig.

6.8). Ajustes de la curva de desnaturalización a modelos de tres estados estados al equili-

brio producen resultados muy diferentes a los reportados para el modelo de dos estados.

El modelo lineal (ej: N ⌧ I ⌧ U ; Ec. 5.2) resulta en un DG = 5.2 kcal mol�1 y un DG =

2.1 kcal mol�1 que podrían ser asociados a cualquiera de las transiciones (N-I ó I-U); las

pendientes respectivas son 2.1 kcal molM y 0.9 kcal molM. Por su parte, el ajuste indivi-

dual de los vectores significativos resultantes del SVD resulta en un DG = 7.3 kcal mol�1

para la primera transición (reportado por el tercer vector) y un DG = 5.1 kcal mol�1 para la

segunda transición (reportado por los primeros dos vectores); la resultante es un DG = 12.5

kcal mol�1 y un valor m = 4.1 kcal mol�1 [D]�1. Tanto la estabilidad total como el área



6 Resultados 64

(a) (b)
Figura 6.9: Pre y post SVD, IF. a) Serie espectral antes del SVD. b) Reconstrucción de la serie
espectral empleando los tres vectores significativos mostrados en la Fig. 6.8.

accesible al solvente, para ambos casos, son mayores a lo reportado consistentemente para

el modelo de dos estados, y también son mayores que lo reportado para otras proteínas

similares [64].

6.1 | Cinética.

Los datos cinéticos fueron registrados principalmente a través de la IF de 6aJL2. Los

registros hechos a través de DC o absorbancia mostraron una proporción señal/ruido baja,

razón por la cual fueron excluidos de los experimentos y análisis posteriores.

6.1.1 | Desnaturalización/unfolding.

El análisis de las cinéticas de desnaturalización de 6aJL2 revela un comportamiento

bi-exponencial para casi todas las concentraciones de desnaturalizante susceptibles a los

ajustes, i.e., las cinéticas en concentraciones en el intervalo entre 2.75 y 7 M de urea
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(a) (b)
Figura 6.10: Cinéticas de desnaturalización. En el panel a) se muestran las cinéticas de desnatu-
ralización en todo el intervalo de concentraciones de urea (0 a 7 M). En el panel b) se muestra el
ajuste a un modelo bi-exponencial en 6.25 M de urea y los residuales para los modelos de dos y
tres exponenciales; se aprecia menor tendencia en los residuales al ajuste de tres exponenciales.

(Fig. 6.10a). Estos ajustes son mejores que los ajustes a modelos de una sola exponencial,

visto desde los criterios de bondad del ajuste (Fig. 6.10b). Notablemente, las cinéticas

de desnaturalización no presentan indicios de pérdidas significativas de amplitud debida a

tiempos muertos del instrumento y presentan estabilidad a tiempos largos asegurando una

toma de datos correcta.

6.1.2 | Renaturalización/refolding.

El análisis de las cinéticas de renaturalización de 6aJL2 revela un comportamiento

más complejo que el de desnaturalización. La inspección visual de los datos revela una

ausencia de amplitud en los tiempos iniciales en las cinéticas más rápidas (Fig. 6.11a).

Se encontraron al menos dos regímenes basados en el número de exponenciales que des-

criben mejor a las cinéticas; en el intervalo entre 0.73 y 2.25 M de urea las cinéticas son



6 Resultados 66

(a) (b)
Figura 6.11: Cinéticas de renaturalización. En el panel a) se muestran las cinéticas de renatura-
lización en el intervalo de concentraciones de urea 0.63 a 5 M. En el panel b) se muestra el ajuste
a un modelo tri-exponencial de en 0.63 M de urea y los residuales para los modelos de dos y tres
exponenciales respectivamente.

descritas por modelos tri-exponenciales, mientras que en el intervalo entre 2.5 y 3.75 M

son descritas por modelos bi-exponenciales. El criterio de los residuales muestra que es

posible ajustar algunas de las cinéticas a modelos con mayor número de exponenciales del

reportado aquí, pero se corre el riesgo de incurrir en prácticas de sobre-ajuste de los datos

(Fig. 6.11b).

6.1.3 | Análisis del gráfico de chevron.

Las constantes de velocidad observables obtenidas de los ajustes de las cinéticas de

desnaturalización y renaturalización se graficaron como función de la concentración de

urea en un gráfico de chevron en el que se aprecia la complejidad del proceso (Fig. 6.12a).

La región del replegamiento/refolding muestra sub-regiones de tres y dos constantes de

velocidad observables, o ramas/brazos, mientras que en la región del desplegamiento se
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(a)

(b) (c)

(d) (e)
Figura 6.12: Gráfico de chevron y amplitudes asociadas. a) Gráfico de chevron a 25�C. Se apre-
cian tres ramas de replegamiento y dos ramas de desplegamiento. Las desviaciones de la linearidad
son evidentes en las ramas intermedia y lenta del replegamiento. b) Amplitudes totales asociadas
a las distintas fases del replegamiento. c) Amplitudes totales asociadas a las distintas fases del
desplegamiento. d) Amplitudes relativas asociadas a las distintas fases del replegamiento. e) Am-
plitudes relativas asociadas a las distintas fases del desplegamiento.
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aprecian dos ramas. La coincidencia de las ramas de desnaturalización y renaturaliza-

ción en concentraciones intermedias de desnaturalizante es notable, i.e., las constantes de

velocidad de las ramas lentas y rápidas de cada proceso coinciden en magnitud en con-

centraciones intermedias de desnaturalizante, esto es tomado como indicio de una buena

determinación de los parámetros cinéticos y de la reversibilidad del sistema.

Del lado del desplegamiento, la presencia de dos ramas permite distinguir entre un

proceso lento y otro rápido, los cuales presentan dependencias lineales de la concentra-

ción de urea. La pendiente de la rama rápida es un poco mayor que la de la rama lenta.

Ambas ramas presentan un poco de desviación de la linearidad en el extremo de altas con-

centraciones de desnaturalizante (rollover) (Fig. 6.12a). Del lado del replegamiento son

distinguibles tres ramas a concentraciones bajas de urea y es notoria la fusión de las ramas

rápida e intermedia alrededor de 2.25 M de urea; sólo la rama más rápida mantiene una

dependencia lineal con el desnaturalizante y dicha dependencia se mantiene tras la fusión

con la rama intermedia; las ramas intermedia (a bajas concentraciones de urea) y lenta

presentan claras desviaciones de la linearidad (Fig. 6.12b).

El análisis de las amplitudes relativas asociadas a las constantes de velocidad observa-

bles revela que todas las ramas comparten importancia en el proceso. Del lado de la des-

naturalización, la rama rápida está asociada a amplitudes menores mientras que la rama

lenta está asociada a las amplitudes mayores; las amplitudes de la rama rápida disminuyen

marcadamente en función del aumento de desnaturalizante pero se mantienen a lo largo

del intervalo del mismo (Fig. 6.12c). Del lado de la renaturalización, a concentraciones

bajas la rama rápida está asociada a mayores amplitudes las cuales decrecen en función

del aumento desnaturalizante para dar paso a un aumento en las amplitudes de las ramas
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intermedia y lenta, siendo esta última la de mayor importancia a partir de 2 M; la rama

intermedia alcanza un pico en 2.25 M que no llega a ser más importante que la rama lenta,

pero si comparable (Fig. 6.12b).

6.1.4 | Perturbación del estado nativo.

Las cinéticas de desnaturalización desde diferentes concentraciones iniciales de urea

en la región del nativo son ajustadas exitosamente a modelos bi-exponenciales hasta 3.5

M, a partir de esta concentración sólo la constante de velocidad “lenta” es observada. Las

constantes de tiempo observables rondan valores alrededor de uno y diez segundos para

la fase rápida y de alrededor de 16 s para la fase lenta (Fig. 6.13a). Las variaciones en

las constantes observables son atribuidas a las pequeñas amplitudes asociadas a ellas, i.e.,

valores pequeños dificultan la determinación de los parámetros en los ajustes (Fig. 6.13b).

La fase lenta está siempre asociada a la mayor amplitud, la cual muestra un incremento

en condiciones nativas (0 a 1.25 M) y un posterior decremento en concentraciones de urea

pertenecientes a la región de la transición en la curva de desnaturalización al equilibrio

(Fig. 6.13b). El análisis de las amplitudes relativas apoya la noción de que la fase lenta

está asociada a una mayor amplitud y que la fase rápida desparece alrededor de 3.5 M de

urea (Fig. 6.13c).

6.1.5 | Heterogeneidad en el estado desnaturalizado.

La complejidad observada en la región del replegamiento del gráfico de chevron (Fig.

6.12a) hace necesario explorar sus posibles causas. A estas se les conoce en conjunto
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(a)

(b) (c)
Figura 6.13: Perturbación en la región del nativo. a) Constantes de velocidad observables como
función de la concentración inicial de urea. b) Amplitudes totales asociadas a las constantes de
velocidad observables en el panel a). c) Amplitudes relativas. La concentración final de urea fue
de 7 M.

como heterogeneidad en el estado desnaturalizado, i.e., procesos intra e inter-moleculares

responsables de las desviaciones de la linearidad en los brazos del gráfico de chevron así

como de la presencia de múltiples constantes de velocidad observables y por tanto de las

múltiples ramas. A continuación se describen los resultados de diferentes experimentos

que intentan dar claridad sobre los posibles procesos involucrados.
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(a)

(b) (c)
Figura 6.14: Dobles saltos. Primer salto (desplegamiento): 0! 7 M urea; segundo salto (reple-
gamiento): 7! 1.57 M. En el panel a) se muestran las constantes de velocidad observables como
función del tiempo de retraso o incubación. En el panel b) se muestran las amplitudes totales aso-
ciadas a las constantes de velocidad observables en el panel a). En el panel c) se muestran las
amplitudes relativas.

6.1.5.1 Dobles saltos de renaturalización.

Las cinéticas de renaturalización resultantes después de incubar la proteína por diferen-

tes tiempos (en el intervalo de 0 a 50 s) en condiciones desnaturalizantes son bien descritas

por modelos tri y bi-exponenciales. Antes de los 15 s de retraso, o incubación en condicio-

nes desnaturalizantes, las cinéticas son bien descritas por modelos bi-exponenciales mien-
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tras que en tiempos más largos son bien descritas por modelos tri-exponenciales, siendo

la constante más lenta la que aparece en tiempos de retraso mayores a 15 s (Fig. 6.14a).

Las amplitudes asociadas muestran que la fase rápida está asociada a la amplitud mayor

y la fase intermedia crece (lentamente comparada a la fase rápida) hasta los 15 s. En ese

punto se da el aparición de la fase más lenta y a partir del mismo la fase lenta se vuelve

más importante que la fase intermedia (Fig. 6.14b). El análisis de las amplitudes relativas

confirma que la fase lenta gana importancia después de su aparición y que la fase rápida

siempre es la más importante; notablemente, la amplitud relativa de la fase rápida decrece

en función del tiempo de retraso (Fig. 6.14c).

6.1.5.2 Replegamiento en presencia de Cyp18.

Las cinéticas de renaturalización en presencia de distintas concentraciones de Cyp18

(0 a 300 µM) son bien descritas por modelos tri y bi-exponenciales. A concentraciones

bajas, hasta 50 µM de Cyp18, es posible recuperar tres constantes de velocidad observa-

bles y a partir de esa concentración sólo dos constantes son recuperables; las fases lenta e

intermedia son las afectadas, siendo la fase lenta la que se pierde con el incremento en la

concentración de Cyp18 (Fig. 6.15a). El análisis de las amplitudes en concentraciones de

Cyp18 menores a 50 µM revela que la fase rápida está asociada a las amplitudes mayores,

con una tendencia negativa aparente; las amplitudes asociadas a la fase intermedia parecen

ganar importancia y aquellas de la fase lenta parecen desaparecer. Por arriba de 50 µM

se presenta el régimen bi-exponencial y las amplitudes asociadas a la fase rápida recupe-

ran importancia y aquellas de la fase intermedia disminuyen (Fig. 6.15b). Las mismas

amplitudes vistas de manera relativa confirman la última observación (Fig. 6.15c).
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(a)

(b) (c)
Figura 6.15: Renaturalización en presencia de Cyp18. En el panel a) se muestran las constantes
de velocidad observables como función de la concentración de Cyp18. En el panel b) se muestran
las amplitudes totales asociadas a las constantes de velocidad observables en el panel a). En el
panel c) se muestran las amplitudes relativas. La concentración final de urea es 1.57 M.

6.1.5.3 Replegamiento a diferentes concentraciones de 6aJL2.

Las cinéticas de renaturalización a varias concentraciones iniciales de 6aJL2 son bien

descritas por modelos tri-exponenciales con constantes de velocidad observables bien de-

finidas: constante rápida ⇡ 2 s, constante intermedia ⇡ 11 s y la constante lenta ⇡ 33 s

(Fig. 6.16a). El aumento en concentración de proteína se traduce invariablemente en un

aumento de señal de fluorescencia y por tanto en un aumento de las amplitudes asociadas
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a cada fase. El gráfico de las amplitudes totales contra la concentración de 6aJL2 revela

una tendencia positiva para las amplitudes en función de la concentración de proteína (Fig.

6.16b). Por su parte, el análisis de las amplitudes relativas muestra que no hay variación

estadísticamente significativa y que las distintas fases mantienen su importancia relativa en

todo el intervalo de concentraciónes de 6aJL2; si bien los errores asociados son grandes,

éstos se deben a la amplificación del error al operar con números decimales (Fig. 6.16c).

(a)

(b) (c)
Figura 6.16: Renaturalización a diferentes concentraciones de 6aJL2. En el panel a) se muestran
las constantes de velocidad observables en cada concentración de 6aJL2. En el panel b) se mues-
tran las amplitudes totales asociadas a las constantes de velocidad observables en el panel a). En
el panel c) se muestran las amplitudes relativas.
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Figura 6.17: VL MAK33 y su mecanismo de plegamiento. a) Representación de listón de la cadena
principal de VL MAK33 [27]. Se destacan el puente disulfuro (amarillo y gris), triptófanos (37
y 96) y prolinas (azul), particularmente Pro8 (cis) por su importancia en el mecanismo descrito
en [60]. b) Mecanismo de plegamiento de VL MAK33, se presentan las constantes microscópicas
asociadas en ausencia de desnaturalizante a pH 7.4 y 25�C [60].

6.2 | Modelo cinético.

Tanto el análisis por SVD de los datos al equilibrio como los resultados cinéticos su-

gieren la presencia de más de dos especies/conformaciones en el plegamiento de 6aJL2. En

este contexto se deben considerar modelos cinéticos con tres especies como mínimo (e.g.,

N ⌧ I ⌧U) para tratar de explicar las observaciones experimentales. Dichos modelos son

incapaces de reproducir los datos experimentales observados para 6aJL2. Así mismo, los

modelos con cuatro especies también son insuficientes, incluyendo uno presentado para

el dominio VL de la proteína MAK33 (Fig: 6.17, [60]). Incrementando la complejidad, se

consideró el mecanismo de plegamiento reportado para la b2-microglobulina, un modelo

estructural (y fibrilogénico) similar (Fig: 6.18); dicho mecanismo describe la presencia de

cinco especies/conformaciones y tampoco es capaz de reproducir los datos experimentales

de 6aJL2 cuando se emplean las constantes cinéticas en 0 M de urea reportadas en [105].

Basados en la evidencia experimental y los resultados de los análisis con los meca-
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Figura 6.18: b2-microglobulina y su mecanismo de plegamiento. a) Representación de listón de la
cadena principal de b2-microglobulina. Se destacan el puente disulfuro (amarillo y gris), triptófa-
nos (60 y 95) y prolinas (azul), particularmente Pro32 (cis) por su importancia en los mecanismos
descritos en [105] y [115]. b) Mecanismo de plegamiento de la b -2 microglobulina con las cons-
tantes microscópicas asociadas en ausencia de desnaturalizante, pH 7 y 37�C [105].

nismos de MAK33 y b2-microglobulina, consideramos un modelo cinético con cinco es-

pecies que mantiene similitudes con los mecanismos de los modelos mencionados (Figs:

6.17b, 6.18b). Este modelo con cinco especies considera tanto la reacción de isomerización

de prolinas como la presencia de un estado N⇤, así como la presencia de un intermediario

cinético. Las conformaciones nativas y el intermediario forman un ciclo y se conectan a

través del intermediario con una reacción desacoplada de isomerización en el ensamble

desnaturalizado (Fig: 6.19).

Uc Ut I N

Ns

Figura 6.19: Mecanismo de plegamiento de 6aJL2 a 25�C. Una reacción de isomerización de pro-
linas en el estado desnaturalizado (Uc � Ut) está asociada a un ciclo de reacciones en las que
participan las especies N,Ns e I. La reacción de isomerisación en el estado desnaturalizada fue
revelada por experimentos de doble salto y replegamiento en presencia de una prolil-isomerasa.
La presencia de un intermediario fue revelada por la presencia de múltiples fases en el replega-
miento. La conformación Ns fue revelada tanto por los análisis de los datos al equilibrio como los
experimentos cinéticos de desplegamiento, pH 8.
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(a)
Figura 6.20: Gráfico de chevron, 6aJL2 a 25�C. Constantes aparentes de replegamiento (círcu-
los negros); constantes aparentes de desplegamiento (triángulos negros); constantes aparentes del
modelo de plegamiento (líneas negras). Constantes microscópicas de replegamiento (líneas dis-
continuas) y desplegamiento (líneas punteadas): Uc �Ut (gris), Ut � I (naranja), I � N⇤ (verde),
I � N (azul), N⇤� N (violeta).

Notablemente, este modelo fue incapaz de reproducir los datos observados para 6aJL2

cuando se consideró el DGU�N = 5.22 kcal mol�1 reportado por los ajustes al modelo de

dos estados (tabla: 6.2). Una buena descripción de los datos experimentales es alcanzada

si el DGU�N es llevado hasta ⇡ 7 kcal mol�1, similar al obtenido al ajustar la curva de

desnaturalización al equilibrio a un modelo de tres estados (N � I � U); ver sección

Modelos de tres estados). El ajuste fue hecho de manera visual ajustando los parámetros

de manera interactiva hasta lograr la descripción de las constantes aparentes mostradas en

el gráfico de chevron en la Fig: 6.20. La descripción de los datos experimentales es notable

dada la complejidad de los mismos.

A partir del ajuste de las constantes observables de plegamiento y replegamiento se

obtuvieron las constantes microscópicas y las dependencias con la concentración de des-

naturalizante (Fig: 6.20). En general, las reacciones de replegamiento presentan pendientes

positivas y las reacciones de desplegamiento presentan pendientes negativas en función del
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desnaturalizante, excepto para las reacciones Uc Ut y N⇤  N donde la pendiente es po-

sitiva a pesar de ser reacciones de replegamiento. Además, un chevron rápido es resultante

del modelo teórico en tiempos menores a un segundo; dicho chevron no coincide con los

datos experimentales y parece estar dominado por las reacciones I!N y Ut I, sugirien-

do la presencia de procesos rápidos no accesibles experimentalmente (Fig: 6.20) [102].

De las extrapolaciones de las constantes microscópicas se obtuvieron los parámetros

en 0 M de urea (Tabla: 6.4). Las reacciones más lentas están en el orden de los cientos de

segundos (e.g., I N⇤ y I N) y las más rápidas en el orden de las decenas de milise-

gundos (ej: I! N). La reacción de isomerización en el estado desnaturalizado (UC �UT )

es lenta en ambos sentidos pero no es tan lenta como las reacciones de desplegamiento

desde las especies nativas hacia el intermediario (I N⇤ y I N). La reacción N � N⇤

favorece la formación de la especie N y la formación de la especie N⇤ desde N (reacción

reversa) es más rápida que la conversión a intermediario.

Cuadro 6.4: Parámetros en 0 M urea asociados al mecanismo de plegamiento de 6aJL2 a 25�C.

Reacción k (s�1) m (kcal mol�1M�1) DG (kcal mol�1)

UC!UT 5.3E-02 0.15 -0.51
UC UT 2.48E-02 0.32
UT ! I 2.7 0.76 -1.67
UT  I 0.16 -0.31
I! N⇤ 6.1 0.86 -3.88
I N⇤ 8.7E-03 -0.46
I! N 14.73 0.6 -4.88
I N 3.9E-03 -0.32
N! N⇤ 0.21 0.3 -0.99
N N⇤ 3.89E-02 0.7
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Los valores m negativos, como los obtenidos para las reacciones UT  I, I  N⇤ e

I  N en 0 M de urea, representan desplegamientos o exposición de área accesible al

solvente. La reación UC  UT presenta un valor m positivo, y mayor al de la reacción

inversa, implicando un plegamiento o escondimiento de área accesible al solvente en esa

reacción; así mismo, la reacción N N⇤ presenta la misma situación, implicando que el

estado N⇤ es más compacto. Los DG son todos favorables en dirección hacia las especies

nativas (Tabla: 6.4).

Las concentraciones relativas de las especies al equilibrio se obtuvieron a partir del

modelo cinético (Fig: 6.21). En condiciones nativas las dos conformaciones nativas están

pobladas, N es la especie predominante (arriba del 80%) y N⇤ ocupa el porcentaje restante.

N⇤ disminuye en concentraciones mayores de urea y desaparece completamente en 4 M

de urea, mientras que N alcanza un máximo alrededor de 2 M de urea (⇡ 95%) y decrece

hasta desaparecer en 5 M de urea; este comportamiento es consistente con el incremento

en la señal de fluorescencia observado en el experimento presentado en la figura 6.14. La

conformación Ut empieza a ser poblada en 2 M de urea y es la especie más abundante en

condiciones desnaturalizantes, después de 5 M. La ganancia en Ut después de 5 M de urea

es concomitante con la disminución de la población de Uc, la cual está poblada en 2 M de

urea y concentraciones mayores alcanzando un pico alrededor de 4 M de urea (⇡ 18%).

El intermediario alcanza un máximo (2%) alrededor de 3.25 M de urea.
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(a)
Figura 6.21: Gráfico de concentración de especies al equilibrio calculadas desde el modelo ciné-
tico.

6.3 | Mutaciones de 6aJL2.

Un conjunto de aminoácidos que definen al núcleo hidrofóbico de 6aJL2 fueron se-

leccionados para ser estudiados a través de una estrategia mutacional. Con base en sus

efectos termodinámicos, cinéticos o fibrilogénicos, los resultados de algunas de las mu-

tantes se mencionan a continuación. Como era esperado, las mutantes sencillas de cisteína

por alanina, C22A y C91A, así como la doble mutante C22A/C91A, no dieron resultados

positivos a nivel de sobre-expresión, i.e., las mutaciones causaron lisis celular en los cul-

tivos y se registró la presencia de agregados proteicos en las distintas fracciones (medio y

amortiguadores) del protocolo de purificación.

6.3.1 | Experimentos al equilibrio.

Basados en su relevancia y en su efecto amiloidogénico, la mutante R25G (Fig: 1.6,

7.1a) también fue seleccionada y estudiada. Los análisis de la curva de desnaturalización
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por urea empleando IF resultan en parámetros consistentes con los reportados previamente

en otros estudios, inclusive cuando se emplearon desnaturalizantes diferentes [7, 33, 88].

La curva muestra una sola transición que comienza alrededor de 1 M y finaliza alrededor

de 3.5 M de urea. La región pre-transición presenta una pendiente baja mientras que la

región post-transición presenta una pendiente pronunciada. La curva se encuentra despla-

zada hacia la izquierda respecto a la de 6aJL2 y la pendiente de la transición es comparable

con la de la curva de 6aJL2; la Cm resultante es menor, implicando una menor estabilidad

temodinámica (Fig: 6.22a, Tabla: 6.5).

Otra mutación con efectos similares a los de R25G es D52A. Ambos residuos se en-

cuentran en la misma región, pero en distintas asas (Fig: 7.1). La curva de desnaturaliza-

ción muestra que D52A también posee una estabilidad disminuída comparada con la de

6aJL2 (Fig: 6.22a), y es inclusive menos estable que R25G (Tabla: 6.5). La curva también

muestra una sola transición, cuya pendiente es menor que las de 6aJL2 y R25G y por tanto

su Cm es mayor que la de R25G. La región pre-transición muestra una pendiente pronun-

ciada comparada con las otras dos proteínas, indicando una menor estabilidad, o al menos

que el proceso de desnaturalización es evidente desde concentraciones de urea muy bajas.

La región post-transición comienza alrededor de 3.75 M.

El análisis por SVD revela la presencia de un tercer vector significativo necesario para

reconstruir la serie espectral en ambas mutantes. De la misma manera que en la proteína

silvestre, los tres vectores son bien descritos por el modelo de dos estados y la considera-

ción de los mismos implica la consideración de un DGN�U mayor (datos no presentados).
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(a)
Figura 6.22: Desplegamiento de 6aJL2 y dos mutantes a 25�C. Curvas de desnaturalización en
urea de 6aJL2, R25G y D52A. Las curvas de desnaturalización de las mutantes están desplazadas
a la izquierda respecto a la de 6aJL2, implicando una menor estabilidad termodinámica. Las pen-
dientes en la región de la pre-transición son distintas; D52A muestra indicios de desestabilización
a concentraciones muy bajas de urea.

Cuadro 6.5: Ajustes a Dos Estados, Mutantes.

Parámetros 1 6aJL2 R25G D52A

DGN�U 5.18 ± 0.12 3.6 ± 0.85 2.94 ± 0.4
mN�U 1.64 ± 0.04 1.63 ± 0.34 1.21 ± 0.04
Pendiente Nat. Base. 0.11E+06 ± 0 .32E+05 -0.73E+05 ± 0.52E+06 0.15E+06 ± 0.11E+06
Y-Int. Nat. 0.46E+06 ± 0.39E+05 0.19E+07 ± 0.29E+06 0.6E+06 ± 0.46E+05
Pendiente Unf. Base. 0.15E+06 ± 0.21E+05 0.61E+06 ± 0.19E+06 0.14E+06 ± 0.28E+05
Y-Int. Unf. 0.7E+07 ± 0.12E+06 0.76E+07 ± 0.92E+06 0.32E+07 ± 0.16E+06
Temperatura (K) 298.15 298.15 298.15
C1/2 ([D]) 3.15 2.21 2.42
1 Unidades de los parámetros y significados de las abreviaturas: DGN�U : DG de desnaturalización

(kcal mol�1); mN�U : pendiente de la transición desnaturalización (kcal/mol/[D]); Pendiente Nat.
Base: pendiente de la línea base del nativo o pre-transición (kcal mol�1 M�1); Y-Int. Nat.: Y-
intercepto pre-transición (u. a.); Pendiente Unf. Base: pendiente de la línea base del desnaturali-
zado o post-transición (kcal mol�1 M�1); Y-Int. Unf.: Y-intercepto post-transición (u. a.).
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6.3.2 | Cinética.

Las cinéticas de re/des-plegamiento revelan comportamientos complejos en ambas mu-

tantes con similitudes generales a la proteína silvestre, si bien se presentan diferencias no-

torias entre las tres proteínas. Para R25G, se recuperaron dos fases en el desplegamiento

en el intervalo entre 1.75 y 3.75 M de urea y una sola fase a partir de 4 hasta 7 M (Fig.

6.23a). Del lado de la renaturalización se recuperan tres fases en el intervalo entre 0.75 y 2

M de urea, las fases rápida y media se fusionan entre 1.75 y 2 M y a partir de allí sólo dos

fases son recuperadas hasta 4 M de urea (Fig. 6.23e). La sobreposición de las constantes

observables de renaturalización de la fase intermedia y la fase rápida de desnaturalización

en el intervalo entre 0.75 y 4 M es notable; las fases lentas de desnaturalización y renatu-

ralización muestran el mismo comportamiento. Destaca la pendiente invertida de la rama

lenta de renaturalización, i.e., una pendiente propia de una desnaturalización en la región

de renaturalización. Las amplitudes asociadas de las rama de renaturalización muestran un

decremento de la fase rápida perdiéndola en 2 M de urea, misma concentración donde la

fase media alcanza un pico convirtiéndose en la más importante, mientras que la fase lenta

crece monotónicamente hasta volverse la más importante en 2.75 M y termina siendo la

única fase presente a partir de 3.25 M en adelante (Fig. 6.23c).

En el caso de D52A, la desnaturalización es bien descrita por dos fases, como pasa

con 6aJL2, mientras que la renaturalización es descrita por tres fases. La sobreposición

de los datos de renaturalización y desnaturalización no es tan buena como en el caso de

R25G; notoriamente, las pendientes de ambas ramas de desnaturalización son menores

a las vistas para 6aJL2 y R25G (Fig. 6.23b). Las ramas de renaturalización muestran un
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
Figura 6.23: Gráficos de chevron y amplitudes de R25G (izquierda) y D52A (derecha). a) y b) son
gráficos de chevron; un gráfico de chevron similar al de R25G fue reportado y analizado para la
b2-microglobulina [86]. c) y d) son las amplitudes relativas en el replegamiento respectivamente.
e) y f) son las amplitudes relativas en el desplegamiento. Las barras de error grandes hacia tiempos
rápidos en a) son resultantes de la escala logarítmica y la propagación del error al trabajar con
amplitudes pequeñas.
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comportamiento general similar al de 6aJL2 y R25G con una fusión de las fases rápida y

media alrededor de 1.5 M de urea y una rama lenta con claras desviaciones de la linearidad

así como una pendiente baja, i.e., independencia del desnaturalizante. Las amplitudes rela-

tivas asociadas muestran que inicialmente la fase rápida es la más importante pero decrece

hasta perderse en 1.75 M de urea dando paso a las fases media y lenta. La fase media se

vuelve la más importante en 2.00 M de urea y decrece después mientras que la fase lenta

crece monótonamente hasta volverse la más importante en 2.5 M de urea. A diferencia de

R25G, la fase media no desaparece al entrar al regimen de desnaturalización (Fig. 6.23d)

y a diferencia tanto de 6aJL2 como de R25G la fase lenta es la que lleva una amplitud

asociada mayor (Fig. 6.23f).

6.4 | Ensayos de fibrilogénesis.

Las cinéticas de formación de fibras amiloides de 6aJL2, R25G y D52A fueron ajus-

tadas empleando AmyloFit [110]. Las vidas medias (t1/2) son: 10.96, 4.04 y 4.04 hrs.

respectivamente; los comportamientos de 6aJL2 y R25G son consistentes con los de re-

portes previos [30, 33] y se encontró que D52A pertenece al grupo de proteínas con gran

tendencia a la agregación amiloide basados en este parámetro aparente (Fig. 6.24).

Si bien R25G y D52A muestran perfiles de formación de fibras amiloides muy simi-

lares, las pendientes en la región de la transición de ambas curvas parecen ser distintas;

R25G parece comenzar un poco antes pero D52A muestra una velocidad mayor una vez

que el proceso ha comenzado, sugiriendo mecanismos posiblemente distintos.
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Figura 6.24: Fibrilogénesis de 6aJL2, R25G y D52A. Las líneas sólidas representan los mejores
ajustes empleando un modelo de saturación-elongación-fragmentación seleccionado a través del
criterio de error relativo promedio (MRE por sus siglas en inglés) en AmyloFit. 25�C, 100 mg/mL.



7 | Discusión

7.1 | Equilibrio.

La determinación de los parámetros fisicoquímicos de la reacción de plegamiento o

desplegamiento es actualmente un proceso casi automático, sin mucho lugar a la discu-

sión más allá de la interpretación física de los resultados. La mayoría de los laboratorios

emplea el método ofrecido por Santoro y Bollen usando un ajuste no lineal por mínimos

cuadrados a un modelo de dos estados [85]. Dicho método es una mejora al método pre-

viamente existente, conocido como método de extrapolación lineal, en el cual el proceso

de extrapolación desde la región post-transición de una curva de desnaturalización acarrea

incertidumbre [64]. En cualquiera de los casos, una práctica común en los laboratorios

donde se practica la fisicoquímica de proteínas es no cuestionar los resultados obtenidos

desde la perspectiva del método empleado para la determinación de parámetros, si acaso

se busca una coincidencia entre ellos para justificar dichos resultados; en caso de obtener

una diferencia significativa entre ambos métodos, la recomendación segura será repetir las

determinaciones o caer en la mala práctica de obviar o excluir datos “problemáticos”.

Una estrategia común para dar mayor certeza en la determinación de los parámetros

87
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termodinámicos de la reacción de desnaturalización es seguir un criterio de coincidencia

en la determinación de los parámetros obtenidos a través de diferentes técnicas. Este cri-

terio está fundamentado en la noción de que la coincidencia implica la convergencia de

distintos formalismos matemáticos (correspondientes a las distintas técnicas) y por ende

los resultandos se toman con mayor confianza. Como ejemplo, en [30] se determinó el va-

lor de DGN�U por tres técnicas distintas: ajustando la curva de desnaturalización obtenida

por IF y DC UV-cercano al modelo de dos estados de Santoro y Bolen [85] y ajustando

los datos de desnaturalización térmica obtenidos por Calorimetría Diferencial de Barrido

(DSC, por sus siglas en inglés) también a un modelo de dos estados. La coincidencia de los

valores de DGN�U resultantes fue tomada como argumento para apoyar la conclusión de

que la desnaturalización de 6aJL2 a 25�C es bien descrita como un sistema de dos estados

al equilibrio [30, 33].

En este trabajo analizamos los datos de IF tanto por longitud de onda única (lmax =

352 nm) como integrados, mostrando transiciones como las esperadas para un proce-

so de dos estados, con parámetros coincidentes con los previamente reportados (Tabla:

6.2) [7, 30, 33]. Comparando con otras técnicas, las tres longitudes de onda seleccionadas

en el DC UV-cercano (272, 280 y 290 nm) muestran también una sola transición en las

curvas de desnaturalización, las cuales parecen ser concomitantes (valores de C1/2). Los

ajustes individuales de estas curvas resultan en parámetros termodinámicos distintos para

cada curva, particularmente para la de 280 nm en donde el DGN�U , la mN�U y la C1/2 son

bajos comparados con las otras dos longitudes de onda, aunque es posible reconciliarlas

considerando los errores (Tabla: 6.1). Aún más, es posible reconciliar los parámetros ob-

tenidos por IF y DC En apoyo a la interpretación de dos estados, resalta el hecho de que el
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valor de la pendiente de la transición obtenida para la desnaturalización de 6aJL2 por IF a

25�C (Tabla: 6.2, mN�U ) se ajusta perfectamente dentro de la correlación entre la cantidad

de superficie expuesta al solvente en la desnaturalización y el número de aminoácidos para

muchas proteínas globulares reportada en [64].

Los casos en los que un modelo de dos estados no es empleado como primer recurso

en un análisis de curvas de desnaturalización tienen que ser muy obvios, usualmente la

presencia de más de dos estados al equilibrio resulta en curvas de desnaturalización con

más de una transición [2, 89]. Desde la perspectiva estadística, los resultados obtenidos a

través del empleo del modelo de dos estados deben ser comparados contra los resultados

obtenidos empleando otros modelos. A pesar de no haber indicios obvios de la presencia

de más estados en las curvas de desnaturalización de 6aJL2, en este trabajo ajustamos

los datos (fluorescencia) a modelos de tres estados siguiendo este principio. Los ajustes

a tres estados no mejoran lo obtenido con el modelo de dos estados y algunos de los

resultados implican magnitudes en el DGU�N que no son vistos o han sido reportados para

proteínas del mismo tamaño (⇡ 12.0 kcal mol�1) [64]. Sin embargo, uno de los ajustes

al modelo N � I � U arrojó un DGU�N = 7.3 kcal mol�1, con 5.1 y 2.2 kcal mol�1

asociados a la primera y segunda transición respectivamente; esto implicaría tener dos

procesos de desplegamiento, el segundo a partir de una especie con menor estabilidad

termodinámica como se espera para un intermediario. El valor total está fuera del rango

de valores observados para dominios VL amiloidogénicos (⇡ 3.5 a 5 kcal mol�1), pero

está dentro del rango de valores observado para los dominios VL en general (⇡ 6 a 9 kcal

mol�1) [60]. Este resultado no fue descartado y resultó ser fundamental en la consecución

de un modelo cinético adecuado.
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Los análisis empleando modelos matemáticos como los de dos y tres estados permiten

determinar con mayor o menor precisión los parámetros físicos considerados en ellos, pero

imponen al mismo tiempo al conjunto de parámetros y al modelo del que se derivan. El

criterio de bondad de ajuste del modelo permite solamente evaluar si el ajuste es bueno o

no, y es necesario comparar con otros modelos para evaluar cuál de ellos es mejor (como

se describió arriba). En diversos trabajos se han empleado análisis alternativos, libres de

modelo, cuya ventaja reside precisamente en que no se busca imponer un modelo y se re-

cuperan datos que pueden sugerir cuál modelo podría ser más conveniente. En este trabajo

empleamos al SVD bajo tales consideraciones.

En el caso de la IF, el análisis por SVD resulta en tres vectores significativos. Los tres

vectores son necesarios para reconstruir la serie original, i.e., con sólo dos vectores no

es suficiente, implicando que el tercer vector refleja un componente propio del sistema y

no un artefacto (Fig. 6.8). En el caso del DC UV-cercano, los vectores significativos son

sólo dos. Los DGN�U y las pendientes de las transiciones de cada vector son concordantes

en cada experimento, pero no entre experimentos, implicando distintas exposiciones de

área accesible al solvente en cada técnica (Tabla: 6.3). La presencia de un tercer vector

resultante del SVD en los datos de IF abre la puerta a la posibilidad de que se trate de un

sistema de tres estados al equilibrio, lo cual implicaría a su vez un aumento en el DGN�U

que no había sido considerado antes, excepto en los ajustes a los modelos de tres estados

mencionados arriba.
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7.2 | Cinética.

Tanto las cinéticas de desnaturalización como las de renaturalización probaron ser mul-

tifásicas. Para llegar a tales resultados es necesario contrastar distintas metodologías en el

análisis de los ajustes no lineales. Existe una variedad de software comercial capaz de ayu-

dar en estas tareas, pero es importante no emplear cualquier software sin estar al tanto de

sus capacidades específicas al ejecutar una rutina dada. Usualmente los softwares comer-

ciales están orientados a atender una alta diversidad de procedimientos estadísticos y/o de

cálculo, sacrificando especificidad en ciertas áreas. En este trabajo empleamos el software

Savuka, diseñado específicamente para actividades de ajustes no lineales en el área fisi-

coquímica. Dicho software permite ejecutar el algoritmo de Marquardt-Levenberg (como

otros) con la ventaja de que permite interactividad e iteratividad para mejorar los ajustes

a través del seguimiento estadístico de los mismos, particularmente del seguimiento de la

superficie de error del ajuste. Otra ventaja del empleo de este software es que permite abor-

dar las rutinas de ajuste desde la perspectiva del análisis global, lo cual ayuda a una mejor

determinación de parámetros. Aún con las ventajas otorgadas por Savuka en el análisis

de los ajustes, el conjunto de datos cinéticos de 6aJL2 demostró ser un reto precisamente

por su naturaleza multifásica, particularmente en la renaturalización en donde la presencia

de distintos regímenes (tri y bifásicos) no permite el análisis de manera global en todo el

rango de concentraciones de urea [96].

Como resultado de la naturaleza multifásica de las cinéticas de plegamiento y desple-

gamiento de 6aJL2, el gráfico de chevron muestra una dispersión de puntos que tuvo que

ser analizada y contrastada contra experimentos que dieran luz sobre la naturaleza de cada
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una de las componentes o ramas en dicho gráfico. Los puntos corresponden a las cons-

tantes de velocidad observables de los trazos cinéticos, y son presentados en su versión

logarítmica en un esfuerzo por linearizar tendencias a todas luces no lineales en el caso de

6aJL2. En casos más sencillos, dichas tendencias sí presentan un comportamiento lineal

en el gráfico de chevron [56].

En cuanto al desplegamiento, tanto la presencia de dos ramas en el gráfico de che-

vron como la rápida desaparición de la amplitud asociada a la fase rápida en función de la

urea sugieren la presencia de un intermediario cinético. Para comprobar esto se realizaron

desnaturalizaciones variando la cantidad de urea inicial, esperando que la presencia del

intermediario se revelara al observar la desaparición de una de las fases en función de la

urea dada la menor estabilidad termodinámica de un intermediario comparada con aquella

del estado nativo [17, 47]. Los resultados fueron parcialmente diferentes a lo esperado ya

que no se observó la desaparición completa de una de las fases hasta concentraciones altas

de urea (Fig: 6.14). Se observó la pérdida de amplitud de la fase rápida y su desaparición

sólo hasta concentraciones altas de urea junto con el aumento en amplitud de la fase lenta

(principal) en la región del nativo (0 - 2 M), lo cual sugiere la existencia de una población

pequeña pero significativa de una especie no-nativa en condiciones nativas que desaparece

en altas concentraciones de urea (como un intermediario). En cuanto a las dos constantes

de velocidad resultantes, éstas fueron concordantes entre todas las concentraciones ini-

ciales de urea, y con las cinéticas de desplegamiento sencillas, implicando que el sistema

se comporta como se esperaba dado que las constantes de velocidad no dependen de la

concentración inicial de desnaturalizante. Los dos puntos anteriores sugieren que se trata

de un mecanismo secuencial dado que un mecanismo paralelo implicaría la disminución
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de las amplitudes de ambas fases de manera concomitante [17]. El inesperado aumento

de amplitud de la fase lenta sugiere que un desplazamiento o cambio en la vía de desple-

gameinto se está presentando dado que hay una contribución a esta fase no contemplada

previamente (Fig: 6.14).

En términos del replegamiento, la presencia de múltiples fases también obliga a es-

clarecer el origen de las mismas. La presencia de ramas lentas (10 - 100 s a 25�C) en el

replegamiento ha sido asociada a fenómenos de heterogeneidad en el estado desnaturali-

zado en múltiples publicaciones, particularmente con isomerización de prolinas; si bien,

el diagnóstico completo incluye una dependencia casi nula de dicha rama con el desnatu-

ralizante en los ejemplos canónicos. En el caso de 6aJL2, el criterio temporal se cumple a

cabalidad, a diferencia del criterio de dependencia del desnaturalizante. No obstante, los

experimentos de doble salto y empleando prolil-isomerasa (Cyp18) confirman que dicha

reacción está presente en el replegamiento de 6aJL2. Esto resultó particularmente intere-

sante ya que la estructura cristalográfica no muestra ninguna de las prolinas en configu-

ración cis (sigma = 2.0). Con esto en consideración, el único origen posible para dicha

isomerización yace en el ensamble desnaturalizado, en específico durante la incubación

en altas cantidades de urea necesaria para realizar los experimentos de renaturalización.

Este fenómeno no ha sido reportado muchas veces en la literatura, si bien es conocido y

fisico-químicamente factible [37]. La desviación del comportamiento clásicamente repor-

tado para la isomerización de prolinas observado en el gráfico de chevron de 6aJL2, y el

análisis de las amplitudes asociadas, hace evidente que dicho fenómeno no involucra a la

mayoría de las moléculas de la población.

Otro posible origen de la heterogeneidad en el estado desnaturalizado es un efecto de
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concentración. Típicamente, las inmunoglobulinas forman parte de complejos llamados

anticuerpos, por tanto los fenómenos de asociación están codificados en la estructura y la

secuencia de estas proteínas. Como ejemplo, se debe considerar que estas proteínas tienen

una tendencia intrínseca a la agregación y esto debe ser controlado cuidadosamente du-

rante la realización de los experimentos. En el caso de 6aJL2 no detectamos evidencia de

asociación debida a la concentración. Por tanto, la presencia de múltiples fases así como

las desviaciones de la linearidad de las ramas de renaturalización en el gráfico de chevron

de 6aJL2 pueden ser explicadas por la presencia de intermediarios cinéticos y una reac-

cion de isomerización de prolinas en el estado desnaturalizado. Un tercer posible origen

de la heterogeneidad y lentitud del replegamiento puede estar sustentado en la presencia

del puente disulfuro formado, ya que no se rompió durante el desplegamiento con urea. La

presencia de esta interacción en el estado desnaturalizado equivale a la formación prema-

tura de de interacciones terciarias similares a las nativas y a la reducción de la flexibilidad

de la cadena previo a la isomerización de prolinas; esto fue sido asociado a un desfavo-

recimiento o desaceleración del plegamiento de la ribonucleasa T1 [46]. En el caso de

6aJL2, la mutagénesis de las cisteínas que forman el puente disulfuro resultó en una ex-

presión nula. El rompimiento del enlace disulfuro por métodos quiímicos y su efecto en el

plegamiento no fueron investigados en este trabajo.

7.3 | Modelo cinético.

La obtención de un modelo cinético capaz de explicar las observaciones hechas arriba

no es un trabajo trivial, se requiere de múltiples rondas de comparación de múltiples mo-
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delos con los datos experimentales y de refinamiento del modelo. Se debe tener en cuenta

que cada nueva reacción considerada en el modelo implica el alejamiento de la obtención

de una solución analítica para dicho modelo. Una de las mayores complicaciones es en-

contrar la relación adecuada de las constantes de velocidad microscópicas que dan origen

a las constantes de velocidad observables. Aún más, se debe tener en cuenta que los mé-

todos cinéticos empleados para caracterizar reacciones químicas nunca pueden demostrar

un mecanismo, sólo son capaces de de excluir mecanismos que no son consistentes con

las observaciones experimentales [17].

Para la obtención del modelo presentado en este trabajo empleamos una aproximación,

guiada por los principios del análisis global, i.e., se trató de considerar toda la informa-

ción tanto termodinámica como cinética disponible. Comparamos modelos a partir de tres

especies en adelante con los datos experimentales. Si bien, los resultados mismos exclu-

yen a los modelos de tres estados como modelos capaces de reproducir las observaciones

experimentales, esto último se debe a que los fenómenos que explican la presencia de las

múltiples ramas en el gráfico de chevron implican la presencia de al menos cuatro especies

o conformaciones (a decir: N, I,Uc,Ut).

También se consideraron los modelos reportados para la b2-microglobulina y pa-

ra el dominio variable de MAK33 [60, 105] como posibles soluciones. Ambos modelos

son más complejos que los modelos de cuatro estados ya que consideran a cinco espe-

cies/conformaciones, pero la naturaleza y las relaciones entre ellas difiere (Figs: 1.15,

6.17b). Ninguno de los dos modelos fue capaz de describir las observaciones experimen-

tales de 6aJL2; sin embargo, el modelo resultante contiene secciones similares a ambos

modelos, i.e., es una mezcla de ellos. Notablemente, el modelo de cinco especies capaz
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de describir los datos experimentales de 6aJL2 (Fig: 6.19) logra una mayor precisión en

la determinación de los parámetros cinéticos (constantes microscópicas) en virtud de la

ausencia de isomerización de prolinas proveniente del estado nativo (Tabla: 6.4). Esta úl-

tima característica evita una determinación precisa de los parámetros cinéticos de un par

de reacciones en el modelo reportado para MAK33, una cadena ligera también [60]. Para

lograr que el modelo resultante fuese capaz de describir los datos experimentales fue ne-

cesario considerar un DGU�N mayor al comúnmente reportado para la desnaturalización

de 6aJL2, dicho DGU�N fue considerado a partir de los resultados de los ajustes a modelos

de tres estados de la curva de desnaturalización (Fig: 6.20).

En el modelo resultante resalta la presencia de una especie nativa alterna (N⇤ o Ns),

así como su relación con el estado nativo clásico, inferida a través de los análisis de las ci-

néticas de desnaturalización de 6aJL2. Dicha conformación resulta ser más compacta que

la del estado nativo mayoritario, como se deduce del valor m de dicha reacción, y difiere

en alrededor de 1 kcalmol�1 en estabilidad, implicando la formación y rompimiento de

varias interacciones en ese proceso. Así mismo resalta el componente de isomerización en

el estado desnaturalizado, que como ya se apuntó, no ha sido comúnmente reportada en la

literatura. El último elemento a resaltar en dicho modelo es la presencia de un intermedia-

rio, que relaciona a las dinámicas presentadas en el estado nativo y en el estado desnatu-

ralizado. Dicho intermediario además presenta las características de un estado no-nativo,

como se infiere de los valores m de las reacciones en las que participa. Esta característica

del intermediario es una diferencia importante al comparar con las especies intermedia-

rias reportadas para MAK33, en donde al menos una de ellas posee características nativas

(compacto o plegado; Tabla: 6.4).
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7.4 | Mutaciones y fibras amiloides.

En la realización de este trabajo no pasó desapercibido que muchas de las mutaciones

reportadas para 6aJL2 o sus variantes corresponden a mutaciones en la región de los “giros

de estabilidad”, las mutaciones reportadas aquí también pertenecen a esas regiones. En

los estudios relacionados a mutaciones en otros modelos, descritos en la introducción,

los criterios para seleccionar a las mutaciones están orientados en general a modificar la

estabilidad termodinámica, ya sea en los “motivos de protección” o en la región de giros

BC, C’C”, FG, DE [31, 87]. En esa región de 6aJL2 destacan la presencia del amino-

terminal y el CDR1, esta última subregión por contener la posición R25 y la anterior por

contener al residuo Phe2. Se ha propuesto que la modificación de la interacción de esa

pareja de residuos es responsable del potencial fibrilogénico de R25G [33]. La región en

general contiene 11 de las 14 diferencias con la proteína AR, otra cadena ligera altamente

amiloidogénica [7].

Las regiones hipervariables no han sido consideradas históricamente como sitios a ex-

plorar en términos mutagénicos, debido precisamente a su naturaleza variable, se considera

que son capaces de acomodar una cantidad importante de cambios sin afectaciones ya sea

a la estabilidad o a la fibrilogénesis. Sin embargo, Dealwis et al. [52] describieron que los

dominios VL son vulnerables a desestabilización en distintos sitios, incluyendo los CDRs,

y otros trabajos apuntan a cómo mutaciones en otras regiones pueden afectar a las regiones

hipervariables. En [87] se propone que las afectaciones en la hebra G podrían dar origen

a afectaciones del giro C’-C” ya que la hebra G está altamente conectada con el giro D-E,

y éste a su vez con el CDR1, involucrando a toda la región de giros de estabilidad de la
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proteína. Tanto el CDR1 como la hebra C han sido propuestas también como “hotspots”

de fibrilogenicidad en función de análisis bioinformáticos, de experimentos de proteólisis

y de análisis de dinámicas moleculares [10, 29, 91]. Otras posiciones a explotar son los

residuos hidrofóbicos expuesto en la superficie ya que pueden contribuir a una solubilidad

disminuida o a una propensidad a la agregación [52].

La mutación D52A fue considerada en este trabajo por cumplir con distintos criterios

que tratan de englobar las observaciones hechas arriba: se localiza en otra de las regiones

hipervariables, el CDR2 (giro C’-C”); se encuentra cerca de una región en donde se en-

cuentran cambios naturales en la línea germinal (caso de la proteína AR, giro C”-D); su

cadena lateral no está expuesta al solvente en 6aJL2, y funciona como “agarradera” en la

región estabilizando a la región del CDR1 (Fig: 7.1b).

A pesar de la distancia en secuencia y de la distancia estructural, las posiciones R25 y

D52 están relacionadas. Las cadenas laterales de ambos residuos se conectan a través de

una red de puentes de hidrógeno con los residuos Asn32 e Ile29 y dos moléculas de agua

estructurales. Asn32 e Ile29 se localizan en el giro B-C y son parte de una pequeña hélice

alfa (CDR1), mientras que R25 se localiza al inicio del giro B-C o final de la hebra B. En la

mutante R25G dicha red de puentes de hidrógeno se interrumpe del lado donde debía estar

la arginina; este residuo contribuye con tres puentes de hidrógeno en la proteína silvestre:

un puente que conecta con el giro B-C, otro con la cadena lateral de Asn32 y el último con

la cadena principal de Asn32 a través de un agua estructural. La formación de una pequeña

cavidad también es resultado de la mutación, así como una reorientación sutil del giro F-G

completo. Por su parte, D52 conecta también con la cadena principal de Asn32 a través

de una molécula de agua estructural y con la cadena principal de Val34. La hélice alfa del
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(a)

(b)
Figura 7.1: Agarraderas o “clamps” y desplegamiento a 25�C. a) y b) “Giros de estabilidad” en
primer plano, rotación de 180� en el plano X, Trp35 (rojo) y puente disulfuro (naranja o amarillo)
como referencia. En naranja el CDR3. a) Interacciones de R24. En violeta la región CDR1, en
rosa los residuos del CDR1 que interactúan polarmente con la cadena lateral de R24; en amarillo
limón Phe2 y Asn72. b) Interacciones de D52. En azul el CDR2, conteniendo a D52, en rosa V34
(CDR1).
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giro B-C interactúa directamente con el giro D-E a través del residuo Asn72 y con el giro

C’-D vía el residuo D52, a través de una molécula de agua estructural. D52 conecta con

la cadena principal de Ile29 a través de un agua estructural. La cadena principal de Ile29

forma un puente de hidrógeno con el agua estructural que conecta la cadena lateral de R25

con la cadena principal de Asn32 (Figs: 7.1a, 7.1b). Como consecuencia de la mutación

(R25G), la cadena lateral de Ser31 rota hacia dentro de la cavidad evitando la formación

de un puente de hidrógeno con Ser28 al inicio de la hélice alfa en el giro B-C, y la cadena

principal de Asn32 forma un nuevo puente de hidrógeno con la cadena lateral de Ser93 a

través de un agua estructural. También se pierde el puente de hidrógeno entre las cadenas

laterales de Arg24 y Asn32. La Phe2 ocupa parte del espacio dejado por la cadena lateral

de R25 (PDBs: 2W0K -cadena A-, 5JPJ) [7, 10, 87, 91].

Los resultados de las mediciones termodinámicas y cinéticas indican que la mutación

D52A provoca un efecto muy parecido al de R25G, tanto en términos de estabilidad como

de fibrilogénesis (Figs: 6.22a, 6.24, Tabla: 6.5). Las cinéticas de plegamiento coinciden

con las de 6aJL2 en mostrar comportamientos complejos, especialmente en el replega-

miento. D52A muestra un patrón similar general al de 6aJL2, con tres ramas de replega-

miento y dos ramas de desplegamiento, pero la pérdida de pendiente de algunas ramas en

función del desnaturalizante sugiere que las conformaciones involucradas son más pareci-

das que en el caso de 6aJL2. En el caso de R25G el gráfico de chevron muestra una rama de

renaturalización con pendiente negativa, implicando un proceso de desplegamiento en con-

diciones nativas. El mismo gráfico muestra que el desplegamiento es bien descrito por una

sola rama, implicando la posible ausencia de especies nativas extra o intemediario. Ambos

casos deben ser analizados cuidadosamente para extraer información sobre el efecto preci-

https://www.rcsb.org/structure/2W0K
https://www.rcsb.org/structure/5JPJ
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so de las mutaciones en el mecanismo de plegamiento en relación al mecanismo de 6aJL2.

Notablemente, el análisis de las amplitudes asociadas a las cinéticas de replegamiento de

ambas mutantes coinciden en una observación importante, en ambas proteínas se aprecia

una cantidad de intermediario mayor en el rango de concentraciones donde anteriormente

se describió la presencia de un intermediario en 6aJL2 (Fig: 6.23) [30].

En conjunto, la evidencia recolectada hasta ahora sobre ambas mutaciones parece

apuntar a una afectación en la zona de los giros de estabilidad o “hotspots”. R25 y D52

parecen funcionar como “agarraderas” de la alfa hélice contenida en el CDR1, interac-

tuando con el final y el inicio de la hélice respectivamente. Dicha hélice interactúa con

los otros giros presentes en la región, por lo cual su desestabilización puede extenderse

a otras regiones, por ejemplo, en el caso del cristal de R25G se observan modificaciones

de la red de puentes de hidrógeno y de varias cadenas laterales que tratan de compensar

la pérdida de la cadena lateral de la arginina como se describe arriba. Del otro lado, en

el caso de la mutación D52A (sin estructura cristalográfica a la fecha), el reemplazo por

alanina puede causar la pérdida de dos o tres puentes de hidrógeno que relacionan al giro

C’-D con el CDR1 y la hebra C, como se sugiere en [29]. Un efecto compensatorio podría

venir sólo de la hebra D o del giro D-E, dada su proximidad física; sin embargo, el residuo

más cercano que podría ocupar un espacio es Ile67, un aminoácido hidrofóbico incapaz de

formar puentes de hidrógeno con su cadena lateral. La introducción de una alanina en la

posición 52, terminaría por formar una zona completamente hidrofóbica junto con Ile29,

Ala30 e Ile67, provisto que las distancias se reduzcan lo necesario. Glu51 y Asn53 podrían

también ocupar el sitio dejado por D52, esto requeriría un desplazamiento significativo del

giro C’-D (PDBs: 2W0K, 5JPJ).

https://www.rcsb.org/structure/2W0K
https://www.rcsb.org/structure/5JPJ
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En términos de fibras amiloides, recientemente se determinó la estructura a nivel ató-

mico de fibras amiloides provenientes de cadenas ligeras derivadas de pacientes a través de

crío-microscopía electrónica (CRYO-EM), una de dichas estructuras a partir de muestras

ex-vivo (Fig: 7.2) [83, 84]. Basados en las estructuras de éstas y otras fibras se empieza

a reconocer una tendencia en la que la variabilidad de estructuras de las fibras puede ser

alta (polimorfismo) y esto puede dificultar la identificación de patrones generales [104].

A pesar de ello, consideramos que es válido especular con que la posible estructura de

las fibras amiloides de 6aJL2 (sin estructura fibrilar a alta resolución reportada a la fecha)

será un caso similar al de los modelos ya resueltos [83, 84]; esto debido a que uno de los

modelos de fibras proviene de una cadena ligera tipo l1 (LOC, Fig: 7.3) y el otro de una

cadena ligera l6 (AL55). Estas cadenas presentan un 61 y 88% de identidad de secuencia

con 6aJL2, respectivamente. En cuanto a la similitud estructural de los dominios plegados,

la superposición de los modelos 2W0K (cadena B, 6aJL2) y 1BJM (LOC) resulta en un

RMSD de 0.76 Å para 91 pares de residuos y asciende a 2.07 Å para 109 pares; la mayor

variabilidad se observa en las regiones de los giros. AL55 no tiene estructura reportada.

Particularmente, las fibras de 6aJL2 pueden ser parecidas a las de AL55 dado que en [32]

se reporta un cambio extensivo para R25G y en [34] se encontró que el amino terminal de

6aJL2 está protegido o escondido en el estado fibrilar, característica distintiva en las fibras

de AL55 (Fig: 7.2).

Es evidente que los cambios estructurales a partir del estado nativo son extensivos, pa-

ra todos los modelos mencionados, mostrando una conformación mucho más abierta sin

llegar a ser desordenada completamente, de hecho se preservan secciones con hebras beta

(Figs: 7.2c, 7.3a). Basados en la topología general de las fibras reportadas hasta ahora,

https://www.rcsb.org/structure/2W0K
https://www.rcsb.org/structure/1BJM
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(a) (b) (c)
Figura 7.2: Estructura de Fibras Amiloides AL55. a) Representación de palos con superficie elec-
trostática traslucida. Se distinguen amplias regiones neutras y el amino terminal en el centro de
la fibra. b) Representación esquemática del empaquetamiento de la fibra. Gris: hidrofóbicos, Ro-
jo: ácidos, Azul: básicos, Turquesa: polares. c) Representación del apilamiento de unidades. se
distingue una protuberancia al centro. La unidad i+4 está representada como listón y muestra las
regiones b en la fibra. Tomadas de [84].

(a) (b) (c)
Figura 7.3: Estructura de Fibras Amiloides LOC. a) Representación de listón y palos en una escala
de agregación (0-5). Se distinguen regiones b . b) Representación electrostática de la superficie de
la fibra. c) Representación esquemática del empaquetamiento de la fibra. Tomadas de [83].
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se le empieza a llamar “forma de concha de caracol” o “cabeza de carnero” en general

porque una sección de la proteína está envuelta en otra(s). Destacan la presencia de re-

giones hidrofóbicas, i.e., secciones con residuos hidrofóbicos que se encuentran frente a

frente, así como la disposición externa de la mayoría de los residuos cargados. Algunas

secciones hidrofóbicas están encontradas con secciones polares también. Algunos de los

residuos cargados o polares en las regiones internas parecen ser responsables de generar

los espacios vacíos que se aprecian en los distintos modelos. En todos los casos, el puente

disulfuro está intacto, si bien se reporta una isomerización del mismo en el caso de las

fibras de la cadena tipo l1. Las posiciones R25 y D52 parecen no ser relevantes para las

fibras de ningún modelo, su importancia radicaría en estabilizar al CDR1 en el estado nati-

vo de 6aJL2. Aún más, en el caso de las fibras de AL55 (VLl6) la sección que contiene a la

posición D52 no está resuelta, lo cual no altera la integridad del resto de la fibra (Figs: 7.2,

7.3). La última característica de los agregados fibrilares es el apilamiento, si bien las repre-

sentaciones ofrecidas parecen mostrar apilamientos altamente simétricos, en la extension

de los mismos a través de software especializado, la resultante son largas elongaciones

con giros como los observados en micrografías electrónicas. Sólo el modelo proveniente

de AL55 ha resaltado la naturaleza no-planar de dicho apilamiento (Fig: 7.2c) [84].

Con esta evidencia en mente, cabe recordar que el intermediario encontrado para el

mecanismo de plegamiento de 6aJL2 posee características de conformaciones abiertas, lo

cual abre la oportunidad para que el mismo sea un paso obligado entre el estado nativo y

el estado fibrilar.



8 | Conclusiones

1. Como resultado principal de ésta investigación se obtuvo un mecanismo de plega-

miento para 6aJL2 a 25�C, el cual revela que ésta proteína presenta una dinámica

conformacional compleja en condiciones estándares y tiempos cortos de incubación.

En dicho mecanismo destaca lo siguiente: a) el mecanismo involucra al menos cinco

conformaciones distintas; b) existe una reacción de isomerización de prolinas acom-

pañada de un cambio conformacional en el estado desnaturalizado; c) existe una es-

pecie o conformación intermediaria mas “abierta” que las del ensamble nativo; d)

el ensamble nativo contiene al menos dos conformaciones, la segunda conforma-

ción reportada en éste trabajo es similar a la que se concebía como nativa, pero más

compacta.

Los resultados de los ajustes de las desnaturalizaciones químicas al equilibrio consi-

derando una tercera especie o conformación apoyan a los resultados cinéticos. Aún

cuando el ajuste de los datos de desplegamieto y replegamiento a modelo de dos

estados (N �U) son estadísticamte equivalentes a los ajustes al modelo de tres es-

tados (N � I �U) y el principio de parsimonia simple sugiere considerar el modelo

más simple como válido, la evidencia es insuficiente para descartar el modelo de tres
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estados. El DG obtenido a través del ajuste al modelo de tres estados concuerda con

el DG necesario para que el modelo cinético describa bien los datos experimentales.

El modelo cinético presentado aquí es el modelo mas sencillo encontrado por los

autores que es capaz de describir bien los datos.

2. La presencia de un intermediario cinético con características “abiertas” o desplega-

das abre la posibilidad de que dicho estado sea un eslabón entre el plegamiento y la

formación de fibras amiloides, como se ha comprobado con otros modelos.

3. La mutagénesis individual o conjunta de los residuos que forman el único puente

disulfuro de la proteína (Cys22 y Cys91) resulta en agregación inespecifica (for-

mación de cuerpos de inclusión) durante la expresión de la proteína, dificultando

su posterior estudio. Esto implica que el puente disulfuro es necesario para mante-

ner la integridad estructural del estado nativo de 6aJL2. Por otra parte, se encontró

que las mutaciones R25G y D52A tienen un impacto negativo en la estabilidad ter-

modinámica de la proteína y se encontró que elevan ta tasa de formación de fibras

amiloides, aunque, notablemente, su impacto no es equivalente, lo que supone un

papel adicional y distinto para cada uno en el proceso de agregación. Esto último se

debe posiblemente a las afectaciones sobre las posiciones donde se encuentran los

residuos R25 y D52, que establecen contactos con la región del CDR1 en la estructu-

ra nativa, una región propuesta como pro-amiloidogénica. Siendo así, la importancia

de dichos residuos radicaría en estabilizar a la conformación nativa.

4. A pesar de que ambas mutaciones reportadas aquí, R25G y D52A, presentan tanto

una estabilidad termodinámica reducida así como una tasa de formación de fibras
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amiloides mayor en comparación con la proteína “silvestre”, se concluye que la hi-

pótesis termodinámica no explica la mayor propensidad a formar fibras amiloides en

cadenas ligeras. Dicha hipótesis plantea que las proteínas de menor estabilidad ter-

modinámica son más propensas a la formación de fibras amiloides. Desaconsejamos

el empleo del DG de la reacción de plegamiento como parámetro de la propensidad

de una proteÃna a la formación de fibras amiloides, dado que existen varios reportes

de lo contrario. Se recomienda hacer una disección de las distintas contribuciones

al DG, particularmente desde la perspectiva cinética, i.e., tratando de encontrar a

todas las posibles conformaciones participantes en los procesos así como las re-

laciones entre ellas. A partir de dichos datos es posible evaluar la importancia de

cada especie en en sus respectivos procesos y al variar las condiciones se pueden

establecer las relaciones con la formación de fibras amiloides. Las especies interme-

diarias son particularmente importantes ya que son reportadas habitualmente en los

mecanismos de plegamiento de proteínas amiloidogénicas; dichas especies poseen

características estructurales (contenido de estructura secundaria) que se conservan

en las estructuras de fibras amiloides reportadas recientemente.

5. Es necesario continuar con los estudios mutacionales sobre 6aJL2 para poder esta-

blecer una relación mas clara y amplia del plegamiento con el fenómeno amiloide.

Así mismo, es necesario continuar con los estudios sobre las variaciones de las con-

diciones de medio y sus efectos sobre el plegamiento de 6aJL2, principalmente con

los estudios donde se varía la temperatura para poder describir el fenómeno en con-

diciones más cercanas a las condiciones fisiológicas. Como parte de este trabajo se

realizaron estudios preliminares en ambos sentidos, los resultados de los mismos
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arrojan una diversidad y complejidad que invitan a ser cuidadosos con los análisis y

sus interpretaciones. El esfuerzo experimental requerido para lograr tal objetivo es

considerable, además es imperativo tener acceso a otras técnicas como dispersión

de rayos-X de ángulo pequeño (SAXS) o NMR para poder aportar mayor evidencia

sobre las conformaciones participantes.



9 | Epílogo

Recientemente, una empresa dependiente de Google llamada Deepmind ha publicado

un algoritmo capaz de predecir las estructuras de proteínas a partir sólo de la secuencia

de aminoácidos con niveles de precisión superiores al 90%. Dicho algoritmo se conoce

como AlphaFold2 [21]. El Baker Lab en la Universidad de Washington lanzó casi simultá-

neamente otro algoritmo con capacidades similares, conocido como RoseTTAfold [113].

Ambos desarrollos serán las piedras angulares de la biología estructural en los años por

venir, incluso se han publicado varios trabajos alrededor de dichos algoritmos ya, e inme-

diatamente se han acuñado términos ad hoc para el estudio de los resultados y el compor-

tamiento de dichos algoritmos, e.g., “alphafolding”.

El avance científico es mayúsculo, obteniendo distinciones y reconocimientos por parte

de la comunidad científica de manera inmediata. El lanzamiento de Alphafold2 se realizó

sólo dos años después de su primera aparición en el concurso CASP y se hizo a través

de una campaña mediática que aseguraba que “el problema del plegamiento de proteínas

estaba resuelto” (ver Deepmind). Las discusiones en foros y redes sociales sobre dicha

proclama han sido interesantes de sobre manera dado que no es la primera vez que alguien

o algún grupo hace reclamos similares y no se ha llegado a un consenso en tales ocasiones.
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Por tanto, la duda con AlphaFold2 estaba justificada desde antes del lanzamiento.

Dado que tanto el plegamiento de una proteína específica como la relación de este

proceso con el origen de una enfermedad son los temas centrales de esta tesis, la partici-

pación en la discusión de que si efectivamente se ha resuelto el plegamiento de proteínas

resulta obligada. Nuestra opinión es que no se ha resuelto dicho problema. A continuación

se plantean algunas ideas y argumentos de los que estamos al tanto y que nos llevan a

mantener dicha posición.

Una parte medular de la discusión ha discurrido en la semántica, en particular en la

enunciación del problema del plegamiento de las proteínas. Se atribuye a Christian An-

finsen y colaboradores el planteamiento del problema en una serie de artículos a finales

de los 1950s y principios de los 60s. Dicha investigación fue reconocida con el premio

Nobel en 1972. Recientemente, David Eisenberg recuperó una historia sobre Lisa Stei-

ner y su asesor Frederic Richards, quienes realizaron experimentos similares alcanzando

conclusiones también similares un par de años antes, pero admiten no haber reconocido

la importancia de tales conclusiones en aquella época dejando dichos datos en la tesis de

Steiner [35]. Según Eisenberg, no haber reconocido la importancia de sus resultados tiene

como origen la falta de contexto, y hace énfasis particular en que la pregunta ni siquiera

había sido planteada en tal momento. Siendo así, el planteamiento atribuido a Anfinsen

dicta que toda la información requerida para alcanzar una estructura nativa está contenida

en la secuencia del polipéptido. Se conoce a esto como la vertiente o hipótesis termodiná-

mica del problema, dado que la estructura nativa está definida en términos de la energía

libre de Gibbs, i.e., en términos termodinámicos. Es sobre esta vertiente que se desarrolló

la idea de predecir la estructura nativa a partir de la estructura primaria o secuencia, y
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este es el logro alcanzado por AlphaFold2 y RoseTTAfold; insistimos que no es un logro

menor y se ha reconocido como “logro del año” por la revista Science, superando inclusi-

ve los desarrollos de vacunas para paliar la pandemia en curso de Coivd-19 (ver Science

Breakthrough, 2021) [40].

Para llegar a tal logro, fue necesario el desarrollo y crecimiento de la base de datos

de proteínas conocida como PDB (Protein Data Bank) . La acumulación de información y

crecimiento de dicha base ha tomado alrededor de 50 años y una inversión estimada de 10

billones de dólares, con participación de un sin fin de científicos alrededor del mundo que

han determinado las estructuras atómicas de decenas de miles de proteínas [6, 8]. De esta

base de datos es que se nutren ambos algoritmos, para después transformar información

evolutiva en forma de alineamientos múltiples de secuencias así como la información es-

tructural y reconocer los patrones que originan a los distintos segmentos de una proteína y

a las cadena completas [21,113]. Notablemente, una nota precautoria en las pautas de uso

de AlphaFold2 pide tener cuidado con los resultados obtenidos empleando dicho algorit-

mo, dado que las cadenas principales parecen ser aproximadas exitosamente, en contraste

con las posiciones de algunas de las cadenas laterales de los aminoácidos que no son bien

aproximadas, especialmente cuando se modelan mutaciones (FAQ Alphafold) [71].

John Jumper, autor principal del artículo de AlphaFold2, presentó el algoritmo en el

simposio #35 de la Protein Society celebrado en 2021 (al igual que en otros eventos), des-

tacando el alcance del mismo. Lo han empleado en un par de trabajos subsecuentes para

reportar las estructuras tridimensionales de los proteomas completos de humano [23] y

otros organismos (de nuevo, un trabajo excepcional). Sin embargo, el mismo autor reco-

noció en dicho evento que AlphaFold2 no atiende, ni tiene intenciones de hacerlo, a la

https://www.science.org/content/article/breakthrough-2021
https://www.science.org/content/article/breakthrough-2021
https://alphafold.ebi.ac.uk/faq
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segunda vertiente mayor del problema del plegamiento de proteínas.

La segunda gran vertiente está relacionada a la otra máxima del problema, enunciada

por Cyrus Levinthal, en la que se plantea que el plegamiento de una proteína no puede

ser una búsqueda al azar dado que tomaría tiempos astronómicos para completarse, y cla-

ramente eso entra en conflicto con el fenómenos biológico observado en los seres vivos.

Por tanto, debe haber “guías o conformaciones” favorecidas así como fuerzas predomi-

nantes en los procesos que dirigen la compactación del polipéptido. Esto abrió la puerta a

la concepción moderna del problema al considerar la existencia de entidades como los in-

termediarios de plegamiento y barreras energéticas. A esta vertiente se le puede considerar

como la vertiente dinámica o cinética del problema.

Ambas vertientes del problema han sido conceptualizadas y estudiadas como reaccio-

nes quḿicas (como se ha hecho en este trabajo). Se dice que el estudio de procesos desde

la perspectiva termodinámica sólo atiende a estados finales, como la secuencia primaria y

la estructura tridimensional (lo que resuelve AlphaFold2), mientras que el estudio de los

procesos desde la perspectiva cinética o dinámica (específicamente reacciones) involucra

el esclarecimiento de mecanismos, o lo que es lo mismo, involucra describir como ocurren

las reacciones. Ambas áreas han sido estudiadas y expandidas notablemente desde que se

planteó el problema. Si bien, un sector de los investigadores concentrados en la vertiente

cinética ha profundizado en la concepción del problema hasta plantear que el objetivo final

es lograr una descripción detallada de los mecanismos (por que se reconoce que no hay

un mecanismo universal) lo cual implica la determinación tanto de el número y naturaleza

de las reacciones involucradas así como su relación y las constantes cinéticas asociadas,

alcanzando a los parámetros derivados de las mismas constantes como las barreras energé-
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ticas y las energías libres de cada reacción, se incluye a los estados de transición también

y sus posibles estructuras. Los conceptos modernos derivados de los estudios de FRET

incluyen también a las llamadas “transition paths” [17, 114]. Con respecto a esto último,

ni AlphaFold2 ni RosseTTAfold ofrecen información alguna en sus resultados.

Por tanto, y bajo los preceptos actuales de la versión dinámica o cinética del proble-

ma, el problema del plegamiento de proteínas no está resuelto, dado que no se ofrece

información mecanística detallada al correr los algoritmos. Aún más, dados los problemas

existentes de la versión actual de Alphafold2 con la determinación de las posiciones de las

cadenas laterales, la herramienta no mejora lo logrado con técnicas experimentales como

cristalografía de rayos X o NMR, excepto en el tiempo requerido para tener una buena

aproximación o modelo estructural (por mucho). Existen al menos un par de escritos en

revisión en los que se intenta ayudar a los algoritmos empleando información experimen-

tal [92].

Los fallos actuales de los algoritmos en la determinacón de las cadena laterales resul-

tan muy relevantes para nuestra investigación, y muchas otras, donde se trata de explotar

la ingeniería de proteínas al hacer mutaciones puntuales para reemplazar residuos especí-

ficos. El caso más claro presentado en esta tesis es el de la mutante D52A, para la cual no

existe un modelo atómico a la fecha y los resultados de AlphaFold2 arrojan una estructura

terciaria idéntica a la de la proteína parental (Fig: 9.1). Estos resultados no nos ofrecen

pista alguna sobre los posibles efectos de la mutación sobre la estructura tridimensional y

mucho menos sobre el mecanismo de plegamiento. Sabemos de facto, a través de evidencia

espectroscópica, que existen diferencias con la proteína parental.

Así pues, consideramos que existe trabajo por hacer para refinar los resultados de los
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Figura 9.1: Comparación estructural: 6aJL2 vs R25G vs D52A. 6aJL2 en verde (2W0K), R25G
en azul (5C9K) y D52A en rosa predicha con AlphaFold2. La predicción de D52A con AlphaFold2
arroja un modelo estructural idéntico a nivel de cadena principal comparado con el de la proteína
original (verde vs rosa). Solo se aprecian ligeras diferencias entre 6aJL2 y R25G en la región de
las asas donde se encuentra la posición R25 (verde vs azul). Se resaltan los residuos R24 para
6aJL2 y A52 para D52A como referencias. G25 en R25G no se aprecia debido al tamaño reducido
de la cadena lateral y a su orientación interna.

algoritmos mencionados. Aún más, consideramos que se debe trabajar para poder pensar

en una posible solución automatizada que arroje información sobre los mecanismos de

plegamiento a partir de información básica como la secuencia de la proteína. Por ejemplo,

las versiones actuales de AlphaFold2 y RosseTTAfold se lograron a través del empleo de

redes neuronales hiperparametrizadas y algoritmos capaces de “aprender” a partir de un

conjunto de datos (PDB), pero en términos de los mecanismos se está lejos de tener una

base de datos detallada sobre la mayoría de las proteínas para poder pensar en una solución

similar [16].

Dicha solución se antoja difícil dado que actualmente el área no goza de tanta aten-

ción de la comunidad científica, si bien distintos sectores hacen proclamas al respecto de

tanto en tanto (como se describe arriba). Además, las dificultades en la determinación de
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los mecanismos de plegamiento surgen apenas se modifica alguna condición, ya sea una

mutación o un cambio en el medio, y como se muestra en este trabajo las conformaciones

participantes no siempre son evidentes. Otra fuente de dificultad se presenta a nivel de la

instrumentación necesaria para cubrir todas las escalas temporales que puede ocupar una

reacción de plegamiento (desde pico hasta cientos de segundos). Esto último es un reto

que actualmente enfrenta el área conocida como dinámica molecular, cuyos cálculos ex-

haustivos de las posiciones atómicas en una reacción de plegamiento alcanzan apenas los

microsegundos; para algunos modelos proteicos esto es suficiente. Conectar las distintas

observaciones en los distintos regímenes temporales no siempre es inmediato y tampoco

existen protocolos experimentales estándar dado que las investigaciones sobre plegamien-

to tienen un carácter iterativo; esto es, se plantean nuevos experimentos en función de

observaciones anteriores para ampliar o refutar las conclusiones alcanzadas previamente,

y se deben comparar tales resultados con soluciones “analíticas” de los posibles modelos.

En caso de falla obvia, se debe ajustar y repetir el proceso. En nuestra experiencia, dicho

proceso es guiado por un pensamiento de tipo inferencial y desconocemos como se puede

proveer de dicho componente a un proceso de aprendizaje automático.
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3 ABSTRACT: One-third of the reported cases of light chain
4 amyloidosis are related to the germ line λ6 family; remarkably,
5 healthy individuals express this type of protein in just 2% of the
6 peripheral blood and bone marrow B-cells. The appearance of the
7 disease has been related to the inherent properties of this protein
8 family. A recombinant representative model for λ6 proteins called
9 6aJL2 containing the amino acid sequence encoded by the 6a and
10 JL2 germ line genes was previously designed and synthesized to
11 study the properties of this family. Previous work on 6aJL2
12 suggested a simple two-state folding model at 25 °C; no
13 intermediate could be identified either by kinetics or by
14 fluorescence and circular dichroism equilibrium studies, although the presence of an intermediate that is populated at ∼2.4 M
15 urea was suggested by size exclusion chromatography. In this study we employed classic equilibrium and kinetic experiments and
16 analysis to elucidate the detailed folding mechanism of this protein. We identify species that are kinetically accessible and/or are
17 populated at equilibrium. We describe the presence of intermediate and native-like species and propose a five-species folding
18 mechanism at 25 °C at short incubation times, similar to and consistent with those observed in other proteins of this fold. The
19 formation of intermediates in the mechanism of 6aJL2 is faster than that proposed for a Vκ light chain, which could be an important
20 distinction in the amyloidogenic potential of both germ lines.

21 ■ INTRODUCTION

22 Protein misfolding diseases are characterized by a pathological
23 aggregation of proteins, commonly in the extracellular space,
24 that damages cells and tissues. One of the best-known protein
25 misfolding diseases are the amyloid diseases or amyloidosis, a
26 heterogeneous set of diseases that appear when genetic and/or
27 environmental factors allow otherwise soluble proteins to
28 adopt partially folded states that lead to self-association and
29 amyloid fibril formation.1 Light chain amyloidosis (AL) is the
30 most commonly diagnosed systemic amyloidosis in the
31 Western world. It is caused by an abnormal proliferation of
32 monoclonal plasma cells that secrete a high amount of free
33 light chains (LCs) into the bloodstream. These LCs self-
34 assemble and form insoluble extracellular deposits in various
35 organs, ultimately causing organ failure and death. AL patients
36 have a median survival of 12−40 months after diagnosis.1−3

37 While current treatments targeting the plasma cell population
38 are not curative, a whole research area has focused on
39 gathering kinetic information on the involved protein folding
40 pathways with emphasis on the formation of folding
41 intermediates since they have been increasingly recognized as
42 potential precursors for the amyloid formation in similar
43 diseases such as Alzheimer’s.1,4 This information on folding
44 intermediates and/or non-native species is required in order to
45 dissect and understand the subjacent molecular mechanisms
46 involved, which are potential entries to fibril formation, and

47ultimately to devise possible solutions/cures for these diseases
48at molecular level.
49The high intrinsic variability in LCs sequences may result in
50slightly different structural and biophysical properties in
51abnormal LC proteins, which in turn may result in different
52propensities for amyloid formation, organ involvement, and
53degree of severity of the disease. In this regard, it has been
54documented that certain LC germ line genes are over-
55represented in AL patients. Several authors have shown that
56some germ line families such as the Vλ6a and Vλ3r germ lines
57are very frequent in AL; they are precursors of more than 50%
58of the λ-LC AL while their expression patterns in peripheral
59blood B λ lymphocytes is only 2% and 8%, respectively (ref 1
60and references therein). This contrast between expression
61patterns and disease occurrence for these LC germ line
62sequences in AL amyloidosis suggested an aggregation
63propensity for over-represented LCs.3,5 A Vλ6a protein called
646aJL2, containing the amino acid sequence of the 6a and JL2
65gene segments, was synthesized as a model protein to study
66these germ line properties in amyloid aggregation.5 6aJL2 is a
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