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RESUMEN

En el Laboratorio de Bioquimica y Resonancia Magnética Nuclear (LABRMN) del
Centro de Investigaciones Quimicas (ClQ) se estudian las proteinas de la linea
germinal de cadenas ligeras de anticuerpos lambda 6a (6aJL2) y una de sus
mutantes (6adL2-R24G) relacionadas a la enfermedad amiloidosis de cadena ligera
(AL). Estas proteinas constituyen un modelo para el estudio de enfermedades
conformacionales.

Mediante experimentos de RMN en tiempo real (a 37°C durante 12 h), realizados
en el LABRMN, se detect6 que ambas proteinas mostraban pérdida de la intensidad
de las sefales, aunque su comportamiento era distinto. EI cambio en la senal de
RMN se atribuyd a que quizas las proteinas se desplegaban y agregaban durante el
tiempo de estudio. Estos resultados brindan una nueva aproximacion en el
entendimiento de estas enfermedades. Hasta la fecha el desplegamiento de las
proteinas se ha caracterizado con cambios drasticos en la temperatura o con la
utilizacién de agentes desnaturalizantes, mediante fluorescencia, dicroismo circular,
calorimetria de barrido, o0 métodos computacionales.

En este proyecto de tesis se analizé el desplegamiento y agregacion de la proteina
6aJL2 y su mutante 6adL2-R24G por dos técnicas biofisicas: fluorescencia y
dispersion dindmica de luz, para entender los cambios observados por RMN. Se
observd que ambas proteinas se desplegaron y son capaces de agregarse bajo
condiciones de temperatura constante y largo tiempo de incubacion. La proteina
6aJL2-R24G form6 agregados mas rapido y de mayor tamano que la proteina
6adL2. Los resultados encontrados sugieren que las vias de desplegamiento y
agregacién de las proteinas 6aJL2 dependen fuertemente de la concentracién, la
temperatura y el tiempo.
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1. Introduccion

I. INTRODUCCION.

1.1 Algunas propiedades estructurales de las proteinas.

Las proteinas pueden clasificarse de acuerdo a su conformacion en dos grandes
grupos: fibrosas y globulares. Las proteinas fibrosas muestran en su estructura la
repeticion de elementos de estructura secundaria como hélices a o hebras B
(Mathews et al., 2013). Normalmente son estructuras cilindricas y alargadas, como
por ejemplo la queratina y la elastina, que ayudan a darle estructura a los tejidos del
cuerpo. Las proteinas globulares tienden a contener ademas de hélices a y hebras B,
asas y giros que les ayudan a adoptar estructuras globulares compactas, como por
ejemplo las inmunoglobulinas, las hormonas o las enzimas (Mathews et al., 2013).
Existe otro grupo de proteinas que no puede ser clasificadas en ninguno de los dos
anteriores, las proteinas intrinsecamente desordenadas. Estas carecen de una
estructura tridimensional definida debido a que contienen pocos residuos
hidrofobicos, aromaticos y cisteinas, mientras contienen un alto porcentaje de
aminoacidos polares y con carga.

La estructura tridimensional de una proteina involucra diferentes tipos de
interacciones moleculares: Van der Waals, interacciones hidrofébicas, interacciones
electrostaticas, puentes de hidrégeno y puentes disulfuro. Estas interacciones llevan
a la cadena lineal de amino&cidos a formar una estructura ordenada y funcional. El
proceso por el cual las proteinas obtienen esta estructura terciaria se llama
plegamiento y es indispensable para que las proteinas puedan realizar sus multiples
funciones bioldgicas (Nelson & Cox, 2009).

En algunos casos, los mecanismos de proteccion de la célula que evitan la
agregacion de proteinas fallan, y proteinas con alta propensién a desplegarse llegan
a formar “agregados” dentro y fuera de la célula (Dobson, 2004). El plegamiento
incorrecto puede producird proteinas que no puedan llevar a cabo su funcién
establecida, lo cual podria tener implicaciones bioldgicas importantes como el
desarrollo de ciertas patologias conocidas como enfermedades conformacionales
(Dobson, 2004).
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.2 Enfermedades asociadas al mal plegamiento de proteinas.

Los estados conformacionales de una proteina en funcion de la energia del
sistema, se han representado en forma de embudo o cono energético (Eichner &
Radford, 2011). El paisaje de energia de plegamiento incluye intermediarios
plegados en la ruta hacia el estado nativo y otros conférmeros parcialmente
plegados que son accesibles desde el estado nativo (Figura 1). En general, se ha
propuesto que especies no nativas son el vinculo estructural con el paisaje
energético de agregacion (Eichner & Radford, 2011).
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Figura 1: Paisajes de energia del plegamiento y agregacion.

Paisajes de energia de plegamiento (negro) y agregacion (rojo). Se ha propuesto que la
formacién de intermediarios plegados o desplegados (parcial o totalmente) sea crucial para
el paso entre los paisajes energéticos de plegamiento y agregaciéon (Tomado de Eichner &
Radford, 2011).

El mal plegamiento involucra re-arreglos de las interacciones intra e
intermoleculares presentes en la proteina que pueden llevar a que se generen
distintos agregados con conformaciones mas estables incluso que la proteina nativa
(Figura 1) (Mas & Garcia, 2012).

En el ano 1854 el patélogo aleman Rudolf Virchow utiliz6 el término amiloide, para
referirse a ciertos depositos encontrados en 6rganos y tejidos de autopsias. Estos
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1. Introduccion

depdsitos reaccionaban al yodo, por lo que él dedujo que se trataban de sustancias
de tipo almiddn (Virchow, 1854). Actualmente, el término sigue haciendo referencia a
las enfermedades amiloidogénicas, aunque se sabe que la naturaleza de estos
agregados no es glucosidico sino proteico.

Las patologias clasificadas bajo el nombre general de amiloidosis estan
caracterizadas por la agregacién de proteinas en forma de fibras amiloides altamente
organizadas que se depositan en los tejidos, resultando en un progresivo dafo de los
organos (Merlini & Bellotti, 2003). Las fibras amiloides son insolubles y muy estables,
y se pueden depositar en el interior o exterior de la célula.

Las principales caracteristicas de las fibras incluyen: una estructura formada por
hojas B entrecruzadas a lo largo del eje de la fibra, con un patrén tipico de difraccién
de rayos X con distancia entre cadenas y entre hojas de 4.7 A y 10 A,
respectivamente; estructura fibrilar caracteristica observada por microscopia
electronica (7.5 a 13 nm de didmetro) y por unir los colorantes tioflavina (ThT) y rojo
Congo, lo que resulta en la birrefringencia verde bajo una luz de polarizacion cruzada
(Merlini & Bellotti, 2003; Chiti & Dobson, 2006).

Se han descrito al menos 37 proteinas capaces de formar fibras amiloides.
Algunas enfermedades donde se han encontrado estos depdsitos son: Alzheimer,
Parkinson, diabetes tipo Il, encefalopatia espongiforme bovina y amiloidosis de
cadena ligera, entre otras (Chiti & Dobson, 2017). Especificamente, en la amiloidosis
de cadena ligera estan involucradas las inmunoglobulinas (Igs).

1.2.1 Amiloidosis de cadena ligera (AL).

La amiloidosis de cadena ligera (AL) es una enfermedad letal poco frecuente. Las
células B son responsables de la sintesis y secrecién de Igs, las cuales participan en
la respuesta inmunoldgica. El evento patolégico inicial de la amiloidosis AL es la
proliferacién anormal de un clon de células plasmaticas en la médula ésea que
secreta un exceso de cadenas ligeras monoclonales (Blancas-Mejia et al., 2018;

Merlini et al., 2018). En esta enfermedad el exceso de cadenas ligeras se deposita
3



1. Introduccion

sobre 6rganos, en forma de agregados amiloidogénicos, afectando principalmente a
los rifiones, el corazén, la piel, el sistema nervioso periférico y el higado (Blancas-
Mejia et al., 2018; Merlini et al., 2018).

Los sintomas de la AL no se presentan hasta que la enfermedad est4 avanzada y
dependeran del 6rgano afectado. Los sintomas que se pueden llegar a presentar
son: inflamacién en tobillos y piernas, fatiga, debilidad intensa, dolor en las muriecas,
manos y pies, entumecimiento, hormigueo, diarrea posiblemente con sangre,
estrefimiento, adelgazamiento involuntario de importancia, crecimiento de la lengua,
palpitaciones irregulares del corazon, cambios en el tejido epitelial como
engrosamiento, maculas que aparecen de manera sencilla, manchas purpureas en el
contorno de los ojos y dificultad para tragar (Gertz, 2018; Milani, Merlini & Palladini,
2018).

Hasta la fecha, la amiloidosis AL no tiene cura. Muchos medicamentos que se
utilizan para tratar el mieloma mdltiple también se utilizan para el tratamiento de la
AL con el objetivo de detener el desarrollo de las células anormales. Otro tratamiento
que se ha empleado es el trasplante autdégeno de células madres sanguineas, donde
las células madre del cuerpo son retiradas del paciente, se le da tratamientos de
quimioterapia al enfermo y después las células extraidas se regresan al paciente
(Gertz, 2018; Milani, Merlini, & Palladini, 2018).

1.2.1.1 Estructura y repertorio genético de las inmunoglobulinas.

Todos los distintos tipos de inmunoglobulinas tienen una estructura comun
compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas, nombradas como cadenas pesadas
(2) y cadenas ligeras (2) (Figura 2) (Chothia et al., 1998). Las cadenas ligeras estan
unidas a su respectiva cadena pesada mediante enlaces disulfuro e interacciones no
covalentes entre los dominios variables y constantes presentes en cada cadena (Vu
yVLy ChyCL).
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Figura 2: Representacion de la estructura de una inmunoglobulina.

Representacion de la estructura de una inmunoglobulina. Se identifican las regiones
variables y constantes para las cadenas ligeras y pesadas (VL y Ci; Vi y Cu,
respectivamente). La region variable participa en el reconocimiento de los antigenos,
mientras que la constante esta involucrada en la ejecucion de la respuesta inmunoldgica).

Un gen de una cadena ligera consta de tres segmentos genéticos diferentes: el
segmento variable (V), el de unién (junction, J) y el constante (C) (Blancas-Mejia et
al., 2018). Los humanos tienen 73 genes VL (40 kappa (k) y 33 lambda (A)), 9 genes
JL(5Jky 4 JN\)y6 genes CL (1 Cky5 CA) (Blancas-Mejia et al., 2018). Aunque éste
es el repertorio basico, el repertorio maduro de las Igs se forma por medio de la
recombinacién e hipermutaciones somaticas de los diferentes genes, generando asi
una gran diversidad (Abraham et al., 2004; Enqvist et al., 2007).

Se han descrito cinco genes de la region V como los mas sobre-expresados en la
amiloidosis AL: Vk1, VA1, VA2, VA3, y VA6. En general, las personas sanas tienen
una relacion kappa a lambda de dos a uno, mientras que los pacientes con AL tienen
una relacién kappa a lambda de uno a tres (Blancas-Mejia et al., 2018).
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El gen VA6a codifica para las proteinas A6 (Ch’ang et al., 1994). Este gen se
expresa normalmente en un 2 % en las células periféricas y de la médula ésea, sin
embargo, pacientes con AL expresan el gen A6 en un 38 % (Comenzo et al., 2001).
La mutacion R24G de esta proteina se ha encontrado en muestras del 25 % de los
pacientes con AL asociada a las proteinas A6, mientras que el fragmento de union
JL2 ha sido el mas frecuentemente encontrado en las proteinas de pacientes con AL.

Utilizando técnicas de biologia molecular, Del Pozo y colaboradores en 2008
obtuvieron un plasmido que contiene los segmentos de la linea germinal de las
cadenas ligeras VA y JA2, que codifican para la proteina VA6a unida al segmento
JL2, lo que ha permitido la produccién recombinante de la proteinas 6aJL2 y su
mutante 6aJL2-R24G (Del Pozo Yauner et al., 2008).

1.3 Proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G asociadas a la enfermedad AL.

La estructura de la proteina recombinante 6aJL2 consta de ocho hebras beta
(A-C, C'y D - G) formando un sandwich 3 de 111 residuos (Figura 3). La estructura
tiene un puente disulfuro entre las cisteinas 22 y 91 (Maya-Martinez et al., 20153;
Rudino-Pinera et al., 2019). La proteina cuenta con un unico triptéfano (Trp) en la
posicion 36. Esta propiedad estructural facilita el estudio de la proteina mediante
fluorescencia. La emision de fluorescencia del Trp esta apagada por la cercania del
puente disulfuro al residuo cuando la proteina esta plegada (Figura 3C). Si la
proteina comienza a desplegarse, entonces el incremento en la distancia entre el
puente disulfuro y el Trp eliminara el efecto de apagamiento y la fluorescencia del
Trp podra ser detectada.
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Figura 3: Estructuras tridimensionales de las proteinas.

Estructuras tridimensionales de las proteinas 6aJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B) resueltas por
RMN. En el borde superior se muestran la estructura primaria y secundaria de ambas
proteinas. En el panel C se identifica el puente disulfuro formado entre los residuos C22 y
C91 cercano al W36. (PDB id: 2MMX y 2MKW).
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1.4 Estudios de las proteinas 6aJL2 por RMN. Antecedentes directos.

Las proteinas recombinantes 6aJL2 y 6aJL2-R24G han sido previamente
estudiadas en el Laboratorio de Bioquimica y RMN de Proteinas (CIQ, UAEM). Se
dispone de la asignacion del espectro 2D 'H-®"N HSQC de ambas proteinas, es
decir, se tiene identificado que residuo corresponde a cada sefial de RMN (Maya-
Martinez, et al., 2015a). En este tipo de experimento cada sefial resulta de la
correlacion de un protdn unido a un nitrégeno, lo que permite contar con informacion
para cada aminoacido de la proteina.

Durante la caracterizacion de las proteinas por RMN se adquirieron de forma
secuencial cada 30 minutos experimentos 2D N-HSQC durante 12 h a 37 °C (RMN
en tiempo real). En estos experimentos se analizaron los cambios de los
desplazamientos quimicos de los atomos de las proteinas y en la intensidad de la
senal (Maya-Martinez, 2015b) (datos de tesis doctoral no publicados). Asi mismo, se
adquirieron datos en funcidén del aumento y disminucién de la temperatura (de 25 °C
a 60 °Cyde60 °C a 25 °C) tomando espectros cada 3 minutos.

A) B)
6aJL2 - _ | 6adL2-R24G J o —
- it a:_» s e 0p . b Q. [
e TS : J ;w@,ﬁ et e
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;, it s ° - 3o % :og : 0;59@ B ° g
iy - ES - o @ o0 °,°° . o4 =
PR , .,:" - o s: £ f@{.aﬁ
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i m 0h ! : m oh 132
: ; , - mi2h : mi2h
00 S 015 = 90l 855801 75 17 () 65 10095 =90 858 80 /5 170 65
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Figura 4: RMN en tiempo real.

Se muestran los espectros de 2D 'H-'SN HSQC de las proteinas 6aJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B)
adquiridos durante la incubacion de las proteinas a 37 °C a las 0 h (negro) y 12 h (rojo).

Respecto a los experimentos de RMN en tiempo real a 37 °C se observo que la
intensidad de sefales correspondientes a cada proteina disminuy6 a lo largo del
tiempo (Figura 4). Para ambas proteinas todos los residuos tuvieron una tendencia
similar, es decir, todos mostraron curvas de caida de intensidad en funcion del
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1. Introduccion

tiempo, ajustables con funciones exponenciales decayentes muy parecidas. La
pérdida de intensidad fue significativamente mayor para la proteina 6aJL2-R24G
respecto a la 6adL2. El espectro de la proteina 6aJL2 a las 12 h sigue conteniendo la
mayoria de las sefales, pero de menor intensidad, mientras que en el de la 6aJL2-
R24G permanecen pocas sefiales. La menor intensidad de las sefales se atribuy6 a
un posible proceso de agregacion.

Por otra parte, los experimentos de desplegamiento y replegamiento de las
proteinas mediante RMN como funcién de la temperatura, resultaron en una pérdida
de la mayoria de las sefales cuando la temperatura alcanzo los 57 °C (Figura 5A 'y
C). Se propuso que también ocurre algun proceso de agregacién, puesto que no se
observan todas las sefiales de la proteina en la region correspondiente a una
proteina desplegada. Sin embargo, cuando la temperatura se disminuy6 a 25 °C
(replegamiento) la mayoria de las sefales se recuperaron, lo cual indica que el
proceso fue reversible (Figura 5 By D).
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Figura 5: Desplegamiento y replegamiento de las proteinas 6aJL2.

Se muestran los espectros de 2D H-1N HSQC de las proteinas 6aJL2 (A y B) y 6aJL2-R24G
(C y D) adquiridos a distintas temperaturas. Durante el experimento la temperatura se
incremento de 25 °C (espectros en negro) a 57 °C (espectros en rojo) y luego se disminuyé a
la temperatura ambiente (espectros en azul).
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Cabe destacar que los espectros obtenidos en los experimentos en tiempo real
después de 12 h a 37 °C son distintos a los espectros obtenidos a 57 °C para las
dos proteinas, lo que sugiere que pueden existir distintas rutas de desplegamiento.

En estudios realizados por del Pozo et al 2008 y Blancas et al 2009 se caracterizo
la estabilidad estructural de las proteinas A6 bajo distintas condiciones (temperatura,
cloruro de guanidinio y urea) utilizando las técnicas de fluorescencia y dicroismo
circular principalmente (Del Pozo Yauner et al., 2008; Blancas-Mejia et al., 2009). En
éstos se comprobd que el cambio de un solo aminoacido fue suficiente para que la
proteina 6aJL2-R24G sea mas termodindmicamente inestable que la 6aJL2. En
ambos trabajos el proceso de desplegamiento-replegamiento fue reversible,
independientemente de la condicién experimental utilizada (Blancas-Mejia et al.,
2009; Del Pozo Yauner et al., 2008).

De acuerdo con los experimentos de RMN, el desplegamiento y agregacién de la
proteina pueden transcurrir por mecanismos distintos si se trabaja a una temperatura
constante por largo tiempo, o si se aumenta y disminuye la temperatura. En el
presente trabajo, proponemos realizar experimentos equivalentes a los descritos por
RMN, utilizando las metodologias de dispersién dinamica de luz y fluorescencia,
para asi lograr tener una mejor comprension de los proceso de desplegamiento y
agregacion.

1.5 Técnicas biofisicas para el estudio de la agregaciéon de proteinas.

El término “agregados proteicos”, se refiere a todo tipo de especies multiméricas
formadas por enlaces covalentes o interacciones no covalentes (Mahler et al., 2008).
El proceso de agregacién en general puede conducir a agregados solubles y/o
insolubles que pueden precipitar. La morfologia de estos agregados insolubles
puede ser amorfa o fibrilar, lo que depende de la proteina y su ambiente. Los
agregados pueden estar formados por interacciones no covalentes (interacciones de
Van der Waals, hidrofébicas, electrostaticas o enlaces de hidrégeno), mientras que
los agregados covalentes pueden, por ejemplo, formase a través de enlaces
disulfuro o a través de reacciones de entrecruzamiento entre grupos no tioles como
la formacién de ditirosina (Mahler et al., 2008). La agregacién puede ser reversible o
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1. Introduccion

irreversible, donde los agregados irreversibles podrian ser eliminados por una
técnica de separacién como filtracién. La formacién de los agregados reversibles a
menudo se relaciona al autoensamblaje de moléculas de proteinas (Mahler et al.,
2008).

1.5.1 Aspectos generales de la espectroscopia de fluorescencia.

La espectroscopia de fluorescencia permite estudiar muestras que contengan
fluoréforos. Los fluoréforos intrinsecos de las proteinas son los residuos aromaticos,
principalmente el triptéfano (Trp) (Pain, 2004). La técnica se basa en excitar los
electrones de las moléculas a una longitud de onda (~ 290 nm para Trp) y detectar la
luz emitida en forma de fluorescencia. El maximo de intensidad de fluorescencia para
el Trp aparecera a una menor energia, es decir, a una longitud de onda mayor (Pain,
2004).

El estudio de la fluorescencia de las proteinas proporciona informacion valiosa
sobre la estructura de la molécula, su ambiente quimico, o los cambios
conformacionales asociados a la unién de un ligando, el incremento de la
temperatura o el cambio de solvente (Calleja, 1996).

Como ya se mencion6é anteriormente, la proteina 6aJL2 tiene un residuo de
triptéfano en la posicion 36. En la estructura tridimensional el W36 esta muy cerca
del puente disulfuro formado entre las C22 y C91. Esta cercania ocasiona que el
espectro de fluorescencia de la proteina 6aJL2 plegada sea de muy baja intensidad
por un efecto de apagamiento de la fluorescencia. Sin embargo, si la proteina
comienza a desplegarse el W36 se alejara del enlace disulfuro y aumentara su
intensidad de fluorescencia. Este cambio de intensidad de fluorescencia es util para
determinar el estado de plegamiento de la proteina.

En las cinéticas de desplegamiento se determina la intensidad de fluorescencia a
la longitud de onda del maximo de emisién de fluorescencia en el tiempo. En estudios
previos con las proteinas 6aJL2 se ha reportado que el desplegamiento de la
proteina debe ocurrir como un paso previo a la su agregacion.

11
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1.5.2 Turbidimetria

Las soluciones de proteinas tienen una propiedad éptica, llamada opalescencia o
turbidez. La “opalescencia” se describe como una apariencia translucida turbia y
blanca, mientras que la turbidez se refiere a la turbidez de los fluidos causada por las
particulas individuales presentes de varios tamanos. Esta propiedad éptica esta en
funcién de la capacidad para dispersar y absorber luz de las particulas presentes en
la solucién (Mahler et al., 2008).

Las proteinas son coloides naturales y la turbidez de las formulaciones acuosas
depende de la concentracion de proteinas, la presencia de particulas no disueltas, el
tamarno de particula y el numero de particulas por unidad de volumen (Mahler et al.,
2008).

Existen varios modelos de turbidimetros que dependen de la disposicion
(geometria) del haz de fuente de luz y el detector. El ensayo in-vitro mas comun para
determinar la agregacién de proteinas es la determinacion de la turbidez. Dos
caracteristicas de los agregados de proteinas han hecho que este método sea
ampliamente utilizado son: los agregados dispersan la luz en la region visible del
espectro de absorcién, ya que su tamafno varia de nandémetros a micrémetros y las
proteinas no absorben en esta region (Mahler et al.,, 2009; Stoppini and Bellotti,
2015).

1.5.3 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La técnica de dispersion dinamica de luz se ha utilizado para la determinacion del
tamafo de macromoléculas disueltas en un liquido, desde 1 nm a 10 um de didmetro
(Stetefeld, McKenna & Patel, 2016). El principio de la técnica se basa en que la
muestra es iluminada por un rayo laser y las fluctuaciones de la luz dispersada son
detectadas por un detector de fotones a un angulo 6 de dispersién conocido. La
intensidad de la luz dispersada fluctia a una velocidad que depende del tamafo de
las particulas.

Desde el punto de vista microscopico las particulas dispersan la luz en funcién de
su movimiento. Experimentalmente, este proceso se caracteriza a través del célculo
de la funcion de correlacion de la intensidad (G(t)), cuyo analisis proporciona el

12
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coeficiente de difusion de las particulas (D). Al conocer el coeficiente de difusion (D),
es posible predecir el radio hidrodinamico, utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein:

_TK,
_6nnD

Rh

donde: Kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, Rh es el radio
hidrodinamico, D es el coeficiente de difusion y n es la viscosidad del medio.

El radio hidrodindmico calculado corresponde al radio de una esfera que posee el
mismo coeficiente de difusidén traslacional que el de la particula que se mide
(normalmente se incluye una capa de hidrataciéon que rodea a la molécula).
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Il. JUSTIFICACION

La proteina 6aJL2 esta relacionada con la formacién de fibras amiloides en la
enfermedad de AL. Se ha propuesto que para que ocurra la formaciéon de fibras
estas proteinas tienen que desplegarse, con lo cual el estudio del desplegamiento ha
sido utilizado como una herramienta para entender el proceso de formacioén de fibras
amiloides. A la fecha, la mayoria de los estudios de desplegamiento se han realizado
con el aumento de la temperatura o con la adicion de agentes quimicos. Estas
metodologias son una primera aproximacion para entender lo que pudiera ocurrir en
el cuerpo humano.

Sin embargo, en estudios realizados por RMN se observo que el desplegamiento
a 37 °C por 12 h de la proteina 6aJL2 y su mutante es distinto a otros procesos de
desplegamiento. Por lo tanto, proponemos que existen rutas distintas para los
procesos de desplegamiento, en funcién de la condicién experimental utilizada.
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I1.1 HIPOTESIS

El desplegamiento de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G en el tiempo a 37 °C,
sin variaciones en la temperatura, es distinto al desplegamiento con cambios en la

temperatura.

1.2 OBJETIVOS

Objetivo general:

Caracterizar el desplegamiento de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G como
funcién del tiempo a una temperatura constante (37 °C) y su posible correlacién con
la formacion de fibras amiloides.

Objetivos particulares:

1. Expresar y purificar las proteinas recombinantes 6aJL2 y 6aJL2-R24G en
Escherichia coli.

2. Caracterizar la formacion de agregados por dispersion dinamica de luz, como
funcién del tiempo a temperatura constante y como funcion de la temperatura
(de 25a 65 °C).

3. Caracterizar el desplegamiento de las proteinas por fluorescencia como
funcién del tiempo a temperatura constante y como funcion de la temperatura
(de 25a 65 °C).
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IV. METODOLOGIA
IV.1 Expresion y purificacion.

IV.1.1 Expresion de las proteinas recombinantes 6aJL2 y 6aJL2-R24G.

Las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G se expresaron en la bacteria E. coli DE3. Se
selecciond una colonia de una placa con bacterias transformadas con el plasmido
pET27b+-6aJL2-R24G y se adicionaron a un matraz con 500 mL de medio LB y
kanamicina (60ug/mL). El cultivo se incubd a 37 °C y a 200 rpm hasta que el
crecimiento bacteriano alcanz6 una densidad Optica de 0.8 a 600 nm.
Posteriormente, se adicionaron 400 pL de IPTG 0.8 mM al cultivo celular, el cual se
incubd a 37 °C, con una agitacion constante de 150 rpm por 12 horas.

IV.1. 2 Purificacion de las proteinas recombinantes 6aJL2 y 6aJL2-R24G.

El cultivo bacteriano se centrifugd a 4000 rpm, a 4 °C por 30 minutos. Después se
resuspendio la pastilla celular en 40 mL de sacarosa al 20 % y se incub6 durante 20
minutos a 4 °C. Luego se centrifugé a 4000 rpm, a 4 °C por 30 minutos. Al terminar
la pastilla se resuspendié en 30 mL de agua estéril fria y se incubd durante 20
minutos a 4 °C. Se volvi6 a centrifugar a 10000 rpm, a 4 °C durante 40 minutos. El
sobrenadante colectado se filtré6 con una membrana de tamaro de poro de 0.22 pm
para la purificacion.

La muestra (5 mL) se inyectd en una columna (Superdex 200), previamente
equilibrada con 2 volumenes de amortiguador fosfato de sodio 50 mM, NaCl 100
mM, pH 7.4. Se utilizaron 150 mL para la elucién de las proteinas con el empleo de
un flujo de 1 mL/min. La proteina durante la cromatografia fue monitoreada con la
determinacion de la absorcion a 280 nm.

IV.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las fracciones colectadas en la purificacion se analizaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida al 16 % con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), segun
el método descrito por Laemmli y colaboradores (Laemelli, 1970). Durante toda la

corrida se utiliz6 un voltaje de 160 mV en una camara electroforética. Las muestras
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se mezclaron con tampén de ruptura 3x (Tris 1M, pH 8, SDS, betamercaptoetanol,
glicerol, azul de bromofenol) y se calentaron durante 5 min, en un bloque térmico a
100 °C. Para destefiir los geles se utilizé una solucion de fijacion (10 % isopropanol,
10 % acido acético y 0.003 % de azul de Coomassie R-250) por 30 min.
Posteriormente, se utilizé6 una solucién de tincién (10 % acido acético y 0.003 % de
azul de Coomassie R-250) por 1 hora. Para destefiir se utilizé una solucion de acido
acético al 10 %. La electroforesis se utilizd como criterio de pureza.

IV.3 Determinacion de la concentraciéon de proteina.

La concentracién de proteina de las muestras purificadas se determin6 mediante
la medicibn de la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en un
espectrofotometro Agilent. Se utilizé una cubeta de cuarzo con un paso éptico de 1
cm de longitud. Se empleé el coeficiente de extincién molar teérico de 14440 cm-'M-1
predicho para la 6aJL2 y 14565 cm M- para la 6aJL2-R24G. El tampdn utilizado en
todos los ensayos fue el reportado para los experimentos de RMN (fosfato de sodio
50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4).

IV.4 Caracterizacioén de la agregacion.

IV.4.1 Ensayo de desplegamiento y replegamiento de las proteinas 6aJL2
mediante espectroscopia de fluorescencia.

La concentracion de proteinas utilizada fue de 100 uM (fosfato de sodio 50 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.4). Se colocaron 2 mL de proteina filtrada en una cubeta de
fluorescencia. Se colectaron los espectros de fluorescencia a 25 °C y 37 °C antes
de cada experimento. El desplegamiento y replegamiento de la proteina se estudio
mediante un barrido de temperatura de 25 a 60 °C y de 60 °C a 25 °C. Se utilizé una
longitud de onda de excitacién de 295 nm y una longitud de onda de emisién de 350
nm. Después se calcul6 la temperatura media de desplegamiento (Tm) de cada
proteina ajustando los datos obtenidos a una sigmoide. La Tm es la temperatura a la
cual el 50 % de las proteinas se encuentran plegadas y el otro 50 % desplegadas.
Los experimentos se realizaron en un espectrofluorometro Cary-Eclipser (Agilent).
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IV.4.2 Cinéticas de desplegamiento de las proteinas 6aJL2.

Se colocaron 2 mL de solucidon de proteina (6aJL2 y 6adL2-R24G) filtrada a una
concentracion de 1 mM (fosfato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4) en una
cubeta de fluorescencia. Para la cinética de desplegamiento se midié la intensidad
de fluorescencia a 350 nm de las muestras proteicas a 37 °C por 12 horas cada 10
minutos. Los experimentos se realizaron en un espectrofluorometro Cary-Eclipser
(Agilent).

IV.5 Caracterizacion de la agregacion de las proteinas 6aJL2 mediante
turbidimetria y DLS.

La cinética de agregacion de ambas proteinas seguida mediante ensayos de
turbidimetria se realizé en un espectrofotometro. Se utilizaron muestras a 1 mM
(fosfato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4) de concentracion de proteinas. Se
midio la absorcién de la proteina a 405 nm cada 5 minutos durante 12 ha 37 °C.

Por su parte, las cinéticas de agregacion seguida por DLS se realizaron en un
equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP. Se colocaron 200 pL de proteina filtrada
(6adL2 y 6adL2-R24G) a una concentracion de 1 mM en una cubeta de cuarzo. Se
realizaron mediciones puntuales a 25 °C antes de cada experimento para conocer el
estado inicial de las proteinas. Se siguié el cambio en el coeficiente de correlacion
durante 12 h a 37 °C. Cada 1 minuto se tomaron tres lecturas (promedio de 11
lecturas que duran 10 segundos).

El estudio del estado oligomérico de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G se realizd
mediante la determinacion del radio hidrodindmico (Rh) utilizando un equipo de
Zetasizer, con un angulo de dispersion de 173 °. A partir de las curvas de pérdida de
intensidad de la sefial en el tiempo se obtuvieron los coeficientes de difusion
traslacionales (Stetefeld, McKenna y Patel, 2016). Los Rh se obtuvieron de los
coeficientes de difusion, D, a través de la ecuacion de Einstein-Stokes. Se utilizé una
viscosidad de 0.8872 cP y una temperatura de 25 °C. Cada muestra se analiz6 por
triplicado, tomando en cada una 5 corridas de 11 mediciones de 10 s. Los datos se
analizaron mediante los métodos cumulant y de distribucion implementado en el

software SEDFIT. El método cumulant supone una poblacion de particulas unica. El
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primer "acumulativo" corresponde a un coeficiente de difusion promedio, mientras
que el segundo corresponde a la varianza. EI método de distribucién genera una
distribucion de moléculas con diferentes propiedades hidrodinamicas que pueden
describirse mediante parametros individuales.

IV.6 Ensayo de desplegamiento y replegamiento de la proteina 6aJL2
seguido por DLS.

Se colocaron 200 uL de proteina filtrada (6aJL2 y 6aJL2-R24G) a 100 uM en una
cubeta de cuarzo. Se realiz6 una medicion puntual a 25 °C antes de cada
experimento. Se determind el radio hidrodindmico de cada proteina al variar la
temperatura de 25 a 60 °C y de 60 a 25 °C. Cada 1 °C se tomaron tres lecturas
(promedio de 11 lecturas que duran 10 segundos). Se utilizé un equipo Malvern
Zetasizer Nano ZSP.
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V. RESULTADOS y DISCUSION

V.1 Expresion de proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G en E. coli.

El primer paso para obtener las proteinas recombinantes fue realizar la expresion
heteréloga de las proteinas en la bacteria E. coli. En la figura 6 se muestran
imagenes de geles SDS-PAGE de muestras tomadas durante el proceso de
expresion de las proteinas.
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Figura 6: Electroforesis.

Imagenes de geles de electroforesis SDS-PAGE 16 %, del proceso de expresion de las
proteinas 6aJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B). Cada carril corresponde con las siguientes muestras:
(1) Marcador de peso molecular (MP), (2) muestra antes de inducir (A.l.), (3) muestra
después de inducir (D.l), (4) sedimento del tratamiento con sacarosa (S.P.), (5)
sobrenadante del tratamiento con sacarosa (S.S.), (6) sedimento de tratamiento con agua
(p.H20), y (7) sobrenadante de tratamiento con agua (PROT.).

En la figura 6 se observa claramente una banda entre los 10-17 kDa, que se
corresponde con el peso molecular reportado (12 kDa) para las proteinas 6aJL2 y
6aJL2-R24G, la cual aparece en los carriles después de la induccion. Estos
resultados demuestran que el protocolo establecido permite la expresion de las
proteinas de interés. La diferencia en la intensidad de las bandas de cada proteina
se debid a que no se cargaron la misma cantidad de proteina.
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V.2 Purificacion de las proteinas recombinantes 6aJL2-R24G.

El extracto de proteinas totales obtenido luego de la ruptura de las células y los
pasos de clarificacién fue concentrado hasta 5 mL y aplicado en una columna de
exclusion molecular (Superdex 200). En las figuras 7A y 7C se muestran los
cromatogramas correspondientes a la purificacion de la proteinas 6aJL2 y 6aJL2-
R24G, respectivamente. En cada cromatograma se puede observar un pico
mayoritario que contiene las fracciones con mayor absorcion a 280 nm. Las
fracciones del pico se analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE (figura
7By 7D). El cromatograma mostrado para la 6aJL2-R24G tiene un pico de menor
intensidad, quizas debido a una menor expresion de la proteina en esta corrida de
purificacion.
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Figura 7: Cromatograma e imagenes de geles.
Purificacion de las proteinas 6aJL2 (A y B) y 6aJL2-R24G (C y D). A la izquierda se muestran
los cromatogramas y a la derecha imagenes de los geles de electroforesis SDS-PAGE al 16
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% de cada purificacion. La flecha sefala las bandas alrededor del peso molecular de 12kDa,
correspondientes a las proteinas 6aJL2.

De acuerdo con los resultados de la purificacion se obtuvo una muestra con un
peso molecular alrededor de 12 kDa, lo que se corresponde con el peso molecular
esperado para estas proteinas. Aun cuando se observan algunas bandas
contaminantes, la banda mayoritaria observada para ambas proteinas evidencia que
las muestras proteicas tienen un alto nivel de pureza (mas del 95 %), suficiente para
los experimentos de caracterizacién molecular.

V.3 Caracterizacion del desplegamiento de las proteinas 6aJL2 mediante
espectroscopia de fluorescencia.

Las muestras purificadas se emplearon en los estudios de caracterizaciéon de la
agregaciéon de las proteinas 6aJL2. Antes de cada experimento se tomaron los
espectros de fluorescencia de cada proteina para conocer el estado inicial de su
conformacién (Figura 8). En la figura 8 se observa, que en las condiciones utilizadas,
las proteinas tienen un maximo de fluorescencia a 350 nm, resultado que se
corresponde a los valores reportados anteriormente por Del Pozo et al 2008. El
aumento de la temperatura de 25 a 37 °C no afect6 los espectros de fluorescencia.
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Figura 8: Espectros de fluorescencia.
Espectros de fluorescencia de las proteinas 6aJL2 (A y B) y 6aJL2-R24G (C y D) a 1 mM,
tomados a 25 °C (izquierda) y 37 °C (derecha), respectivamente.
A partir de los espectros de fluorescencia se seleccion6 350 nm, como longitud de

onda para monitorear los cambios estructurales alrededor del W36.

V.3.1 Desplegamiento térmico con incremento de la temperatura.

La inestabilidad estructural de las proteinas 6aJL2 y su mutante ha sido
caracterizada a partir de la determinacion de la propiedad termodinamica Tm. Para
comprobar que las proteinas purificadas reproducen las propiedades estructurales
antes mencionadas se realizaron experimentos de desplegamiento térmico de

ambas proteinas (Figura 9).
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Figura 9: Desplegamiento térmico.

Desplegamiento térmico de 6adJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B) seguido por espectroscopia de
fluorescencia. Se muestra el proceso de desplegamiento (circulos llenos) y replegamiento
(circulos vacios) de ambas proteinas, respectivamente.

Las dos proteinas fueron desplegadas y replegadas con el aumento y disminucion
de la temperatura, respectivamente. Las curvas de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-
R24G muestran una ruta comun para el desplegamiento y replegamiento (Figuras 9A
y 9B). Aun cuando los experimentos de Del Pozo et al., 2008 se realizaron a 4 pM
mientras que en los nuestros utilizamos 100 pM, se obtuvieron resultados similares.

Los valores de Tm de desplegamiento obtenidos fueron 48.96 = 0.15 °C para la
6adJL2 y 45.13 £ 0.13 °C para la 6aJL2-R24G. Ambas proteinas reproducen los
valores de Tm de desplegamieto antes reportados por Del Pozo et al., 2008 (6aJL2
(49.9 °C) y 6aJL2-R24G (44.2 °C) y por Blancas-Mejias et al., 2009 (6aJL2
(323.2+1.0 K).

V.3.2 Desplegamiento térmico a temperatura constante.

Como parte de la caracterizacion de la agregacion de la proteina se realizaron
cinéticas de desplegamiento de las proteinas seguidas por espectroscopia de
fluorescencia. Se registré el cambio en la intensidad de la fluorescencia (IF) a 350
nm durante 12 h a 37 °C. En la figura 10 se muestra el cambio de IF.
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Figura 10: Desplegamiento térmico a temperatura constante.

Cinética de desplegamiento de las proteinas. A) IF a 350nm en el tiempo de las proteinas
6aJL2 (negro) y 6adJL2-R24G (rojo) de muestras incubadas a 37 °C durante 12 h. B, C)
Imagenes de ambas muestras proteicas en las cubetas de fluorescencia antes y D, E)
después del experimento.
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En la figura 10A y 10B se observa que ambas proteinas aumentan su IF en la
medida que transcurre el tiempo, lo cual indica que mantenerlas a 37 °C por largos
periodos induce su desplegamiento. Mientras que la proteina 6aJL2 no alcanza una
meseta a las 12 h, la 6aJL2-R24G alcanza su maximo alrededor de los 200 minutos
(~4 h). Estos resultados indican que la proteina mutante se despliega mas rapido que
la variante no mutada, lo que esta en concordancia con que la proteina 6aJL2-R24G
es cinética y termodindmicamente mas inestable que la 6aJL2.

Las muestras en las cubetas de fluorescencia donde se realizaron los
experimentos terminaron opacas, lo que evidencia la formacion de agregados
(Figura 10B, 10C, 10D y 10E). Esto ocurri6 con ambas proteinas. Al terminar el
experimento la muestra se centrifugd y se cuantificé la concentracién de proteina
soluble. Alrededor del 80 % de ambas proteinas se mantuvo soluble. El
desplegamiento inducido por la exposicidén por largo tiempo a altas temperaturas,
esta relacionado con la agregaciéon observada.

Para entender la naturaleza de los agregados formados, se realiz6 su
caracterizacion mediante las técnicas de turbimetria y dispersion dinamica de luz.

V.4 Caracterizacion de estado oligomérico y agregacion de las proteinas.

La agregacién de proteinas puede ser inducida por una amplia variedad de
condiciones, incluyendo temperatura, congelacion y/o descongelacién, agitacién,
cambios de pH, concentracion de proteinas, entre otras. La agregacion normalmente
se caracteriza por un marcado aumento en la turbidez. Mediante ensayos de
turbidimetria se determind la capacidad de agregacion de las proteinas 6aJL2 y
6adL2-R24G, incubadas a 37 °C por 12 h (Figura 11).
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Figura 11: Ensayo de turbidimetria de ambas proteinas.

Cinética de agregacion de las proteinas 6aJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B) seguida por
turbidimetria, a 37 °C durante 12h. Se muestra la variacion de la absorbancia a 405 nm en el
tiempo.

En la figura 11 se observa que ambas proteinas aumentan su turbidez,
transcurridas las 12 h a 37 °C. El tiempo necesario para que incremente la turbidez
es muy similar para ambas proteinas (~ 500 min), siendo ligeramente mayor para la
6aJL2-R24G. Resulta interesante que de acuerdo con los datos de las cinéticas de
desplegamiento seguidas por fluorescencia, trascurridos 200 min, la proteina 6aJL2-
R24G esta totalmente desplegada, pero pareciera que no se ha agregado
significativamente segun su turbidez. Esta técnica es mas sensible a agregados de
grandes tamarios (orden micrométros). Por el contrario, la proteina 6adL2, no se
encuentra totalmente desplegada a este tiempo y tampoco ha empezado a
agregarse. Sin embargo, ambas proteinas son capaces de agregar bajo las
condiciones utilizadas. De acuerdo con estos datos podemos sugerir que el
desplegamiento pudiera ser una condicidn necesaria pero no suficiente para que
ocurra la agregacion de estas proteinas. El desplegamiento parcial o total de estas

27



V. Resultados y discusion

proteinas ha sido sugerido como un paso necesario para la obtencion de un
intermediario, que conlleve a la formacion de fibras amiloides (Merlini et al., 2018).
También se ha planteado que es necesario que se pierdan los mecanismos de
proteccion antiagregacion (Valdés-Garcia et al.,2017).

V.4.1 Estado oligomérico de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G.

La teénica DLS es muy util para caracterizar el estado oligomérico de proteinas.
De acuerdo a los estudios previos por RMN, el desplegamiento y la agregacion
inducida por la temperatura depende de si el ensayo se realiza a temperatura
constante o variable, asi como del tiempo de incubacién. Para caracterizar el estado
oligoméricos de las proteinas 6aJL2, se realizaron diversos ensayos por DLS bajo
condiciones similares a las utilizadas en RMN. Cada una de las muestras analizadas
por fluorescencia también fueron estudiadas por DLS.

A diferencia de la técnica de turbidimetria, por DLS se pueden describir el tamario
de las poblaciones presentes en la muestra y se pueden determinar oligbmeros de
menor tamafo. A partir de la curva de correlacion se obtuvo el coeficiente de
difusion. Para la determinacion de los Rh se utilizé un método no lineal que ajusta los
datos a multiples exponenciales decayentes. La sefial de DLS es muy sensible a la
presencia de moléculas grandes debido al hecho de que la luz dispersada es
proporcional a la sexta potencia del diametro.

Los datos de las curvas obtenidas para ambas proteinas son polidispersos, lo que
sugiere que estas existen en distintas poblaciones. El mejor ajuste de las curvas de
correlacion se logré cuando varias poblaciones fueron utilizadas. Ademas, se calcul6
el Rh para la estructura del monémero (por RMN, PDBID 2MMX y 2MKW) y del
dimero (por Rayos X, PDBID 5jpj) utilizando el programa HYDROPRO. Este
software permite la prediccion de los coeficientes de difusion rotacional y traslacional
anisotrépicos y parametros de relajacion de RMN de proteinas. En la tabla 1 se
resumen los valores de Rh obtenidos para cada proteina.
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Tabla 1: Rh (nm) de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G a 1 mM.

DLS HYDROPRO monémero | HYDROPRO dimero
6adL2 6adL2-R24G 6aldL2 6aJL2-R24G 6aJL2-R24G
PDBID PDBID 2MKW PDBID 5jpj
2MMX
1.14/23/6.1| 24/18A1 1.96 1.96 2.48

Al comparar los Rh obtenidos con los calculados con el programa HYDROPRO se
observa que poblaciones de mondmero y dimero pueden detectarse, a altas
concentraciones. Sin embargo, se detectaron otras poblaciones. El equilibrio entre
los estados oligoméricos pudiera estar relacionado a la propensién de estas
proteinas a la agregacion bajo ciertas condiciones experimentales.

V.4.2 Cinética de agregacion de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G seguidas
por DLS.

Los resultados de los ensayos de fluorescencia evidencian que ambas proteinas
se despliegan, aunque la proteina 6aJL2-R24G lo hace mas rapido. Las muestras
incubadas a 37 °C por 12 h mostraron un incremento de la turbidez en el tiempo, lo
que indica que se agregaron. El desplegamiento y agregacion de la proteina 6aJL2-
R24G pudieran justificar la pérdida de intensidad de las sefiales de RMN en los
experimentos en tiempo real. Las cinéticas de agregacion seguidas por DLS
permitieron determinar el cambio del Rh en funcién del tiempo. Se utilizaron las
mismas condiciones que en los estudios previos, 1 mM de concentraciéon, una
temperatura de 37 °C y 12 h de incubacion.

En la figura 12 se observan algunas curvas de correlacion obtenidas durante las
cinéticas de agregacion. Se seleccionaron los datos colectados alas 0,4y 12 h para
complementar los resultados por fluorescencia. Las curvas de correlacién de la
proteina 6adL2 a tiempo 0 h y trascurridas 4 h no mostraron una variacion
significativa entre ellas (Figura 12A), mientras que en este rango de tiempo en las
curvas correspondientes a la proteina 6adL2-R24G si se observan diferencias
(Figura 12B). Al final de la cinética se puede observar que no hubo un corrimiento en
las curvas de la proteina mutante, lo que indica que el Rh alcanz6 su maximo valor a
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las 4h. Este resultado concuerda con los encontrados por fluorescencia donde a las
4h se alcanz6 el maximo de IF para la proteina 6aJL2-R24G. En contraste, la
proteina 6aJL2 a las 12h tuvo un incremento en su Rh, lo que indica que tras 12h la
proteina continla agregandose. Los resultados de DLS no difieren de los de
turbidimetria, pues aun cuando por esta ultima no se observa un incremento de la
absorbancia a las 4h para ninguna de las dos proteinas, por DLS se pudo detectar
un incremento en poblaciones de mayor tamano, pero en el rango de nm, las que son
mas dificiles de detectar por turbidimetria.
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Figura 12: Curvas de correlacién de las cinéticas de agregacion seguidas por DLS.

Funcion de correlacion de las proteinas 6aJL2 (A) y 6aJL2-R24G (B) colectadas durante la
cinética de agregacion a 37 °C y 12 h. Se muestran los datos a 0, 4 y 12 h en los colores
gris, rosado y purpura, respectivamente. Los datos se utilizaron para obtener coeficientes
de difusion traslacional por la metodologia de distribucion. Las mediciones en el
transcurso del tiempo produjeron un desplazamiento hacia la derecha, lo que indica un
aumento de tamaro debido a la incubacién de las proteinas a 37 °C por largo tiempo.

En la tabla 2 se resumen los datos obtenidos del analisis de las curvas de

correlacion de ambas proteinas.
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Tabla 2: Rh de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G obtenidos durante la
cinética de agregacion por DLS.

6aJL2 6aJL2-R24G
Eg&g‘)’ Rh (nm) | Poblacién (%) | Poblacién (%) | Rh (nm)

4.21 47.53% 12.09% 2.64

0 47.04 22.61% 23.35% 18.62
392.2 27.44% 60.79% 3437
3.66 14.32% 3.37% 3.07

4 30.92 22.99% 13.04% 32.59
586.8 58.25% 80.84% 585.7
2.89 1.73% 3.1% 2.69
21.32 8.53% 31.62% 37.49

12 117.91 46.39% 64.8% 588.3
782.2 40.42%

Si analizamos todos estos resultados, podemos sugerir que ambas proteinas
pueden agregarse sin que sean sometidas a otras condiciones como la agitacion,
cambio de pH o el uso de agentes quimicos. De acuerdo a los valores de los Rh, al
final de las cinéticas hay una mezcla de poblaciones que incluyen proteina
monomeérica plegada y parcialmente desplegada, asi como agregados de gran
tamano. De acuerdo a resultados preliminares los agregados no son fibrilares, ya que
no hubo incremento en la fluorescencia del ThT, en los ensayos de formacion de
fioras. Este hecho era el esperado, puesto que para formar fibras en vitro se ha
reportado la necesidad de tener agitacion constante en la muestra.

31



VI.Conclusiones

VI. CONCLUSIONES PARCIALES

1. El analisis de los resultados muestra que ambas proteinas pueden agregarse
cuando son incubadas a 37 °C por 12 h, sin necesidad de que sean
sometidas a otras condiciones como incremento en la temperatura, cambio de
pH o el uso de agentes quimicos.

2. Los resultados de los ensayos de fluorescencia evidencian que ambas
proteinas se despliegan parcialmente, aunque la proteina 6aJL2-R24G lo
hace mas rapido. De acuerdo a los datos de DLS, al final de las cinéticas hay
una mezcla de poblaciones que incluyen proteina parcialmente desplegada,
asi como agregados de gran tamafrio.

3. El proceso de desplegamiento y agregacion no termina para la proteina 6aJL2
después de 12 h, mientras que la 6aJL2-R24G alcanza su méximo alrededor
de la ~ 4 h. Este resultado concuerda entre lo encontrado por fluorescencia y
DLS donde a las 4h se alcanz6 el maximo cambio para la proteina 6aJL2-
R24G.

4. Sin embargo, el tiempo necesario para que incremente la turbidez es muy
similar para ambas proteinas (~ 500 min), lo que sugiere que esta técnica es
solo sensible a agregados de gran tamano (orden micrometros).

5. El comportamiento de estas proteinas (desplegamiento y agregacion mas o
menos simultanea) puden justificar la pérdida de intensidad de las sefales de
RMN en los experimentos en tiempo real.

6. El proceso de desplegamiento y la agregacién inducida dependen del proceso
al que las proteinas son sometidas.
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VIl. PERSPECTIVAS

1) Analizar cuantitativamente datos de DLS.
2) Realizar ensayos de turbidimetria y DLS a distintas temperaturas.

3) Realizar ensayos con ThT y microscopia electronica, para determinar si los
agregados son o contienen fibrilas amiloides.
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