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INTRODUCCIÓN 

FUNDAMENTOS DE LAS PROTEÍNAS 

Las proteínas son macromoléculas biológicas complejas compuestas por una secuencia de 

aminoácidos que es codificada por un gen. Estas macromoléculas son las más abundantes 

en las células y desempeñan diversas funciones en el organismo y dentro de cada célula, ya 

sea que participen en regular el metabolismo, mantener la estructura celular, regenerar 

tejidos, transportar otras moléculas, replicar, transcribir y traducir el DNA y reconocer agentes 

infecciosos, entre otros. 

La función de las proteínas depende de su estructura tridimensional, la cual está dictada por 

su secuencia de aminoácidos. Esta secuencia varía tanto en diversidad como en longitud, 

habiendo proteínas de tan solo 76 aminoácidos como la ubiquitina, encargada de marcar 

otras proteínas para su degradación, hasta proteínas de 34,350 aminoácidos como la titina, 

encargada del buen funcionamiento de los músculos. Así, cada proteína tiene una estructura 

distinta y por ende una función distinta. 

La complejidad estructural de las proteínas se divide en cuatro niveles1. La estructura primaria 

se refiere a todos los enlaces covalentes (principalmente enlaces peptídicos y puentes 

disulfuro) que unen a los aminoácidos formando una cadena polipeptídica; la estructura 

secundaria se refiere a arreglos locales de los átomos de cadena principal, formando patrones 

estructurales como α-hélices y hojas-β. La estructura terciaria se refiere a los contactos entre 

cadenas laterales de la proteína y la estructura cuaternaria, cuando el complejo proteico 

consta de más de una subunidad. A la conformación en la cual las proteínas son funcionales, 

independientemente del nivel de complejidad estructural, se le denomina conformación 

nativa. 

La conformación nativa de las proteínas puede verse afectada por distintas razones, como el 

pH, la temperatura y mutaciones, las cuales pueden afectar el ambiente químico y las 

interacciones normales de la proteína, provocando desplegamiento parcial o total y pérdida 

de función. 

AMILOIDOSIS 

La amiloidosis es un conjunto de enfermedades que ocurren cuando una proteína pierde su 

conformación nativa y se vuelve propensa a formar agregados insolubles que se depositan 

en órganos y tejidos hasta ocasionar su falla y eventualmente la muerte. Estas proteínas 

parcial o totalmente desplegadas pueden formar agregados de tipo no fibrilar o estructuras 

compactas y altamente ordenadas conocidas como fibras amiloides2. 
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La amiloidosis puede ser localizada o sistémica. En el caso de la amiloidosis localizada la 

proteína involucrada se acumula en órganos específicos como es el caso de las proteínas 

beta amiloide y tau en la enfermedad de Alzheimer. La proteína beta amiloide consta de entre 

39 y 43 aminoácidos, y es el producto de la proteólisis de la proteína precursora amiloide 

(APP) que se deposita en el cerebro extracelularmente formando placas que impiden la 

comunicación neuronal o en los vasos sanguíneos cerebrales, afectando el flujo de nutrientes 

al cerebro. Por otro lado, la proteína tau se acumula en las neuronas de manera intracelular 

en forma de ovillos3. 

En la amiloidosis sistémica, que puede ser adquirida o hereditaria, las proteínas viajan a 

través del torrente sanguíneo y se depositan en varios órganos a la vez, por ejemplo, las 

cadenas ligeras de inmunoglobulinas4. La amiloidosis hereditaria más común es la 

relacionada con la proteína transtirretina (TTR), involucrada frecuentemente en 

cardiomiopatías amiloides familiares, para la cual se conocen entre 80 y 120 mutaciones en 

el gen, capaces de volverla amiloidogénica4,5. Hasta la fecha se conocen 37 péptidos o 

proteínas involucradas en amiloidosis2. 

Existen diferentes terapias para tratar algunas de las amiloidosis, sin embargo, es 

imprescindible saber cuál es la proteína involucrada antes de comenzar el tratamiento. La 

amiloidosis localizada sólo puede tratarse con cirugía, pero en el caso del Parkinson y el 

Alzheimer esto no es posible. En las amiloidosis sistémicas se intenta disminuir la cantidad 

de proteína precursora de amiloidosis mediante quimioterapia y es necesario un cuidado 

estricto, así como diálisis y en ocasiones trasplantes de órganos5. Se ha observado que 

disminuir la cantidad de proteína precursora puede revertir la disfuncionalidad en los órganos4 

por lo que se ha vuelto el objetivo de las terapias. Además, hacer trasplantes simultáneos de 

hígado y riñones prolonga considerablemente el tiempo de vida del paciente6. 

La amiloidosis de cadena ligera (AL) es la amiloidosis sistémica más común7. Estudios 

realizados entre 1990 y 2015 en Estados Unidos de América y Europa mostraron una 

incidencia de 12 personas con AL al año por cada millón de personas4. Sin embargo, la 

incidencia varía dependiendo de la región donde se realicen los estudios; por ejemplo, en 

Buenos Aires, Argentina en el 2010 se registró una incidencia de 6.1 casos al año por cada 

millón de personas8. Por otra parte, en Suecia se registró una incidencia de 3 casos al año 

por cada millón de personas entre 2001 y 20189. A pesar de que la incidencia es baja, la 

enfermedad es mortal en todos los casos. 

Normalmente AL está asociada a un desorden llamado mieloma múltiple, caracterizado por 

la proliferación de las células plasmáticas, produciendo mayor número de cadenas ligeras de 

inmunoglobulinas que se depositan de forma extracelular acumulándose en órganos y tejidos 

hasta ocasionar su falla. Los principales órganos afectados son el corazón, el hígado y los 
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riñones, aunque también puede depositarse en médula ósea, sistema nervioso periférico y el 

tracto gastrointestinal4. 

Se ha demostrado que algunas mutaciones disminuyen la estabilidad de las cadenas ligeras 

y aumentan su dinámica10–13. En ocasiones las mutaciones producen pérdida de 

interacciones, provocando que se expongan regiones hidrofóbicas y/o desplegamiento 

parcial, además de propensión a sufrir proteólisis, promoviendo la formación de agregados 

amiloides. Las cadenas ligeras mal plegadas pueden asociarse entre ellas y depositarse en 

forma de agregados no fibrilares (enfermedad de deposición de cadenas ligeras),o pueden 

depositarse en estructuras similares a las nativas (enfermedad de Berger), o en fibras 

amiloides (amiloidosis de cadena ligera)2. 

Las fibras amiloides se caracterizan por ser compactas, con un núcleo de hebras beta que va 

de manera perpendicular al eje principal de la fibra, rígidas, no ramificadas, rectas, de longitud 

variada y con un diámetro de 6-15nm2,5,14,15. Tienen la propiedad de unir tioflavina T que 

fluorece al interaccionar con las fibras16, lo cual permite monitorear su formación en tiempo 

real. Además, se pueden teñir con rojo Congo, para ayudar en su diagnóstico y detección. Se 

ha observado que los depósitos de fibras amiloides contienen fragmentos de cadenas ligeras 

(debidos a proteólisis), cadenas de proteoglicanos y glicosaminoglicanos5 que contribuyen a 

la estabilidad de las fibras. Además, en todos los depósitos de fibras amiloides se ha 

encontrado el componente P amiloide de suero17 el cual representa hasta el 15% de la masa 

de las fibras5 y es resistente a la digestión por proteasas, por tanto, previene la degradación 

de las fibras18, sin embargo, no es necesario para su formación. 

El proceso de formación de fibras amiloides se compone de dos etapas, la fase de nucleación, 

en donde las proteínas mal plegadas se aglomeran entre ellas hasta formar el núcleo de la 

fibra, y la fase de elongación, en donde los núcleos comienzan a crecer y forman 

protofilamentos. Posteriormente se adicionan intermediarios parcialmente desplegados en los 

extremos, forman protofibras y finalmente la interacción entre dos o tres protofibras da lugar 

a las fibras amiloides19,20. 

ESTRUCTURA DE LA PROTEÍNA 6aJL2-R24G 

Existen dos tipos de cadenas ligeras, las Kappa (𝛋) que a su vez se dividen en 6 subtipos y 

las lambda (𝛌) que se dividen en 10 subtipos. En personas sanas las cadenas ligeras kappa 

se expresan más que las lambda, en una proporción 3:1. En pacientes con AL de tipo lambda 

aumenta la expresión de las cadenas ligeras lambda expresándose más que las kappa, en 

una proporción 2:17. Particularmente, la proteína 𝛌6a, subtipo VI de las cadenas ligeras 

lambda, se expresa aproximadamente 2% en personas sanas, pero en pacientes con AL 𝛌 la 

expresión de esta proteína aumenta hasta 38%, de las cuales un 25% contiene una 
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sustitución de una Arginina por una Glicina en la posición 24 (R24G)21. 

La proteína 6a consta de 91 aminoácidos derivados del segmento de gen IGVL57 junto con 

el fragmento de unión, JL2 de 20 aminoácidos derivado del segmento de gen IGLJ2. Esto 

resulta en el dominio variable de la cadena ligera 6aJL2 de 111 residuos de aminoácidos, 

conformada por 8 hebras beta dispuestas en dos hojas beta antiparalelas con una estructura 

conocida como beta sandwich22. En la Figura 1 se muestra la estructura terciaria de la 

proteína 6aJL2-R24G23. En rojo están marcadas las regiones determinantes de 

complementariedad (CDR por sus siglas en inglés) que son las encargadas del 

reconocimiento del antígeno, en verde está marcado el puente disulfuro entre la cisteína 22 

y 91 que mantiene a la proteína plegada y en naranja un triptófano conservado en la posición 

36. 

Figura 1. Estructura tridimensional de la proteína 6aJL2-R24G. En rojo se encuentran 

marcadas las regiones CDR, en verde el puente disulfuro y en naranja el triptófano 36. Las 8 

hebras beta se marcan con las letras A a G. (PDB ID: 2MKW). 

 

La sustitución R24G no cambia drásticamente la estructura terciaria de la proteína como se 

observa en la Figura 2, sin embargo, disminuye su estabilidad 1.7kcal/mol11. La Arg24 se 

encuentra formando varias interacciones, entre las más importantes está una interacción de 

tipo π-catión con la Phe2 y un puente de hidrógeno con la Asn32. Al sustituir la Arg24 por Gly 

se pierden dichas interacciones aumentando la dinámica de la proteína, especialmente en las 

regiones CDR1 y el asa C’-C’’, volviéndola menos estable y propensa a agregarse24. 
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Figura 2. Estructura de las proteínas 6aJL2 y 6aJL2-R24G. Comparación entre la 

estructura tridimensional de la proteína 6aJL2, PDB ID: 2W0K, (color naranja) y la proteína 

6aJL2-R24G, PDB ID: 5JPJ, (color azul). En verde se marca a la Arg24 de la proteína 6aJL2. 

 

IONES METÁLICOS COMO FACTORES DE RIESGO 

Existen factores de riesgo como estrés oxidativo (ROS)20,25, cambios de pH y la interacción 

con iones metálicos que pueden inducir la agregación de ciertas proteínas20,26. Los iones 

metálicos tienen un papel fundamental en el funcionamiento del organismo y alrededor del 

50% de las enzimas los necesitan para realizar su función27. El Cu(II) es necesario para la 

función de enzimas antioxidantes, células del sistema inmune28, síntesis de 

neurotransmisores permitiendo un funcionamiento normal del cerebro, transporte de 

electrones en la producción de energía en las células, regeneración de tejidos, modificación 

de proteínas y algunas funciones más29. El Zn(II) es el segundo ion metálico de transición 

más abundante en el cuerpo29. Es utilizado como cofactor por al menos 3000 enzimas30 

involucradas en la síntesis de macromoléculas, en la metilación y reparación del DNA31 y en 

muchos procesos más. Además, es esencial para el funcionamiento normal de la respuesta 

inmune innata y adaptativa, en la defensa contra el estrés oxidativo31 y es crucial para la 

sinapsis neuronal y el funcionamiento del cerebro32. El Fe(II) es el ion metálico más abundante 

en el cuerpo33, es esencial para el transporte de oxígeno y dióxido de carbono, en la síntesis 

del ADN y en la producción de energía. 

Estos iones metálicos se encuentran unidos a proteínas como la ceruloplasmina, encargada 

de transportar cerca del 95% del total de cobre en plasma32, o la hemoglobina, la cual tiene 

2/3 partes del total de hierro31. Estas proteínas ayudan a mantener y regular las 

concentraciones de iones metálicos en el organismo, un proceso conocido como 
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homeostasis. La pérdida de homeostasis de estos iones, principalmente del Cu(II) y del Zn(II), 

está asociada con algunas enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, 

enfermedad de Wilson, enfermedad de Menken, encefalopatía espongiforme y diabetes 

mellitus tipo II, entre otras29,34. Estos iones metálicos juegan un papel importante en 

enfermedades relacionadas con la formación de agregados20,26 y su efecto varía dependiendo 

de la proteína con la que interacciona. En el caso del Cu(II), se ha observado que es capaz 

de inhibir la formación de fibras amiloides de la amilina, proteína involucrada en diabetes 

mellitus II35–37, pero acelera la formación de fibras de la alfa sinucleína y la prion, involucradas 

en Parkinson26y encefalopatía espongiforme respectivamente38. Por otra parte, en pacientes 

con Alzheimer se ha observado que, a altas concentraciones de Zn(II), éste se une a la 

proteína beta amiloide promoviendo la formación de fibras amiloides39. Otros reportes indican 

que a bajas concentraciones intracelulares de Zn(II) se desestabilizan los microtúbulos, lo 

que provoca una cascada de liberación de la proteína tau y su hiperfosforilación, generando 

la formación de marañas neurofibrilares29,30. En pacientes con Parkinson se han observado 

bajas concentraciones de Zn(II) respecto a sujetos sanos. Además, bajas concentraciones de 

Zn(II) afectan a algunas células del sistema inmune, interfiriendo con su activación y 

maduración, interrumpiendo su comunicación y debilitando el sistema inmune innato. Se ha 

observado que el Zn(II) es capaz de acelerar la formación de fibras amiloides de la amilina36, 

sin embargo, existe controversia en el efecto que tiene en proteínas como la prion, debido a 

que en algunos estudios se ha observado que acelera20,40 mientras que en otros estudios se 

ha observado que inhibe la formación de fibras amiloides41. 

Por otra parte, al evaluar la interacción de iones metálicos con la proteína beta 2 

microglobulina, la cual es muy parecida estructuralmente a las cadenas ligeras de 

inmunoglobulina y está involucrada en amiloidosis relacionada a diálisis42,43, se observó que 

el Cu(II) y el Zn(II) aceleran la formación de agregados, mientras que el Ni(II) no induce ningún 

efecto42. La interacción con Cu(II) involucra a la His31, a los residuos Ile1, Gln2 del extremo 

amino terminal y al Asp59, lo que induce cambios conformacionales que desencadenan la 

formación de fibras amiloides44. Por otra parte, se ha propuesto que el Zn(II) se une a la His51 

e induce la formación de agregados no amiloides, posiblemente por la formación de un puente 

entre las His51 de dos monómeros diferentes42. 

Uno de los pocos estudios sobre el efecto de iones metálicos en la agregación de cadenas 

ligeras45 reporta el efecto de Cu(II), Zn(II), Ni(II) y Fe(II) en la agregación de la proteína SMA, 

una cadena ligera de la familia kappa. En este trabajo se reportó que el Cu(II) se une a las 

histidinas 89 y 94 y que disminuye considerablemente el porcentaje de proteína soluble en 

una relación dependiente de la concentración de Cu(II), es decir, a mayor concentración del 

metal menor es el tiempo de agregación. Los demás iones metálicos que se probaron en el 

estudio no presentaron efecto en la agregación de la proteína. 
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En un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo se encontró que la interacción de la 

proteína 6aJL2-R24G con Cu(II) acelera la formación de fibras amiloides46. Esta proteína 

presenta dos sitios de unión con una afinidad en el orden micro-molar, involucrando a la His8 

y a la His99. La unión del Cu(II) a la His99 reduce interacciones entre el CDR3 y el CDR1 y 

hace más inestable el asa C”, lo que conduce a desplegamiento y agregación. A partir de 

estos resultados se prepararon tres variantes de histidina para evaluar su papel en la 

coordinación del Cu(II). Las variantes son 6aJL2-R24G-H8S, 6aJL2-R24G-ΔH99 y 6aJL2-

R24G-DM His. La His8 se sustituyó por serina debido a que ya se conoce el efecto de esta 

mutación en esta proteína, además, la serina es un aminoácido polar, de esta manera no se 

cambia drásticamente el ambiente químico de esa región. La His99 se eliminó debido a que 

se encuentra en el CDR3, una región de alta variabilidad por lo que es muy poco conservada. 

También se hizo la mutante doble para evaluar el efecto de ambas mutaciones en la proteína. 

Todos estos antecedentes demuestran la importancia de la bioinorgánica del proceso de 

agregación en diferentes patologías20,26,27,29,31,34,36,37,40,42. Si bien en la amiloidosis de cadena 

ligera no hay reportes sobre el papel de los iones metálicos en el desarrollo de la enfermedad, 

en enfermedades neurodegenerativas sí se ha reportado ampliamente que estos iones 

juegan un papel importante en su desarrollo. Las concentraciones de Cu(II) y Zn(II) en sangre 

están en el orden micro-molar y, aunque se encuentran quelados por diversas proteínas, 

podría haber pérdida de la homeostasis durante el desarrollo de la enfermedad, provocando 

que haya iones metálicos libres capaces de interactuar con proteínas que no son su blanco. 

Por todo lo anterior, en este trabajo se evaluó el efecto del Zn(II) en la agregación de la 

proteína 6aJL2-R24G y las variantes de histidinas, para ampliar el conocimiento sobre la 

bioinorgánica de la amiloidosis de cadena ligera. 
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HIPÓTESIS 

La interacción de la proteína 6aJL2-R24G con Zn(II) induce cambios conformacionales que 

aceleran la formación de fibras amiloides. 

 

OBJETIVOS 

GENERAL 

Evaluar el efecto de la interacción de Zn(II) con las proteínas 6aJL2-R24G, 6aJL2-R24G-H8S 

y 6aJL2-R24G-DM His. 

ESPECÍFICOS 

 Evaluar el efecto de la interacción con Zn(II) en la cinética de formación de fibras 

amiloides. 

 Evaluar la estabilidad térmica de los complejos Zn(II)-proteína. 

 Evaluar el efecto de la interacción con Zn(II) en la estructura secundaria. 

 Evaluar la afinidad por Zn(II) de la proteína R24G y sus variantes de histidina . 

 Evaluar los posibles sitios de interacción con Zn(II). 

METODOLOGÍA. 

SOBREEXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

Se obtuvieron las proteínas recombinantes a partir de la cepa BL21-DE3 de la bacteria E. 

coli, transformándolas con el plásmido pET-27b, el cual contiene la secuencia de cada una 

de las proteínas 6aJL2-R24G (R24G), 6aJL2-R24G-H8S (H8S), 6aJL2-R24G-ΔH99 (ΔH99) y 

6aJL2-R24G-H8S-ΔH99 (DM His). El plásmido de la R24G fue donado por la Dra. Isabel 

Velázquez López de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los plásmidos de las variantes de 

histidina fueron diseñados y sintetizados por la Dra. Clarita Olvera del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. Las células se transformaron por choque térmico, poniéndolas 90 

segundos a 42°C e inmediatamente se pasaron a hielo durante 2 minutos; se les adicionó 

medio líquido y se dejaron recuperar a 37°C, 250rpm, durante una hora; luego se sembraron 

en una caja petri con agar LB y 60μg/mL de kanamicina y se incubaron a 37°C durante toda 

la noche. De las células transformadas se tomó una colonia y se inoculó 1L de medio de 

cultivo YT2X con 60 μg/mL kanamicina hasta una OD600 de 0.8. El cultivo se indujo con 0.8 

mM de IPTG y se incubó a temperatura ambiente (entre 17 y 22°C) a 150 rpm por no más de 
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14 horas. 

PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Se centrifugaron las células a 4000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El botón se resuspendió 

gentilmente en 20 mL de 20% de sacarosa fría en un periodo de 20 minutos 

aproximadamente. Se dejó reposar por 15 minutos a 4°C y se centrifugó nuevamente a 4000 

rpm durante 30 minutos a 4°C. El botón se resuspendió gentilmente en 20 mL de agua 

destilada fría y se dejó reposar por 20 minutos. Las células se centrifugaron a 14000 rpm 

durante 45 minutos a 4°C. Se recuperó el sobrenadante rico en proteínas y se filtró por una 

membrana de 0.22 µm. Se tomaron muestras de cada paso de la lisis y se corrió un SDS-

PAGE al 14% para corroborar la presencia de la proteína en el sobrenadante filtrado. Después 

se concentró el extracto de proteína hasta un volumen de ~10 mL y se purificó por 

cromatografía. La proteína R24G se inyectó en una columna de exclusión molecular Superdex 

200 y se eluyó con buffer MES 10 mM NaCl 75 mM pH 7.5. Las variantes de histidinas se 

purificaron en una columna de intercambio aniónico Q-sefarosa, equilibrando la columna con 

buffer MES 10mM NaCl 75mM y utilizando buffer MES 10 mM NaCl 1 M para eluir la proteína. 

Con ninguna proteína fue necesario hacer un segundo paso de purificación. Se midió 

absorbancia a 280 nm de las fracciones colectadas en un espectrofotómetro Genesis UV-Vis 

Biomate 160, en una celda de cuarzo de 1cm de paso óptico. Se seleccionaron las fracciones 

con mayor absorbancia y se les corrió un SDS-PAGE al 14%. Las fracciones que contenían 

a la proteína pura se juntaron y se les retiró la sal pasando la muestra por un centricón con 

corte en 3MWCO y lavando con MES 10 mM NaCl 75 mM. La proteína desalada se cuantificó 

utilizando el coeficiente de extinción molar de 14565 M-1cm-1. La proteína se congeló 

súbitamente en nitrógeno líquido y se guardó a -70°C hasta su uso. 

EVALUACIÓN DE LA ESTABILIDAD TÉRMICA 

Todas las proteínas utilizadas en este proyecto contienen un triptófano conservado en la 

posición 36. La emisión de fluorescencia de dicho triptófano se encuentra apagada por un 

puente disulfuro entre las Cys22 y Cys91. Cuando la proteína se despliega, el puente disulfuro 

se aleja del triptófano y se recupera la emisión de fluorescencia. Así, siguiendo la 

fluorescencia intrínseca del Trp36 se evaluó la estabilidad térmica de la proteína R24G y las 

variantes de histidina haciendo un barrido de temperatura desde 25°C hasta 60°C para el 

desplegamiento y de 60°C a 25°C para el replegamiento, con una tasa de calentamiento de 

1°C/min. Se graficaron los datos usando el programa QtiPlot, se ajustaron a la función de 

Boltzmann [IFMAX+(IFMIN-IFMAX)/(1+exp((T-Tm)/dT))]. Se utilizó un fluorómetro Cary Eclipse, 20 

μM de cada proteína, una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico, en ausencia y presencia 
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de ZnSO4 desde 0 hasta 4 equivalentes; se excitó a 295 nm y se midió emisión a 350 nm. Los 

experimentos se realizaron por triplicado. 

EVALUACIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 

Se evaluó si la interacción con Zn(II) induce cambios en la estructura secundaria de la 

proteína R24G y las variantes de histidina titulando las proteínas con ZnSO4 hasta 4 

equivalentes. La titulación se siguió en un espectropolarímetro JASCO 1500 desde 190 hasta 

250 nm, en una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso óptico a 25°C, usando una concentración 

de 20 µM para las proteínas R24G y H8S y a 100 uM para la DM His. Se usó un ancho de 

banda de 10 nm y una velocidad de scan de 100 nm/seg. Los datos se deconvolucionaron 

usando el servidor BeStSel47. 

 

CINÉTICAS DE FORMACIÓN DE FIBRAS AMILOIDES 

La tioflavina T (ThT) es un fluoróforo que emite a 480 nm cuando se une a las fibras amiloides. 

Por esta razón es ampliamente usado para evaluar cinéticas de formación de fibras. Se 

evaluaron los cambios en la cinética de formación de fibras de la proteína R24G y las 

variantes de histidina en ausencia y presencia de ZnSO4, desde 0 hasta 4 equivalentes. La 

fluorescencia del ThT se siguió en un fluorómetro Jenway 6285, excitando a 450 nm y 

colectando a 482 nm. La muestra se incubó con agitación constante a 37°C o a 25°C, 

dependiendo de la Tm de cada proteína y tomando mediciones cada 10 minutos durante la 

fase de nucleación, cada 30 segundos durante la fase exponencial y nuevamente cada 10 

minutos durante la fase estacionaria. Todas las proteínas se usaron a una concentración 100 

µM. El tiempo lag se estimó ajustando una función lineal tanto a la fase lag como a la fase 

exponencial. El punto de cruce entre ambos ajustes es el tiempo lag reportado. Las cinéticas 

se realizaron al menos por triplicado a partir de tres purificaciones diferentes. 

MORFOLOGÍA DE LAS FIBRAS AMILOIDES 

Por medio de microscopía electrónica de Transmisión (TEM por sus siglas en inglés), se 

analizó el punto final de las cinéticas de formación de fibras amiloides de la proteína R24G y 

las variante de histidina en ausencia y presencia de Zn(II). Una vez terminada la cinética las 

muestras se lavaron con agua destilada al menos tres veces para remover el exceso de ThT 

y se resuspendieron en 100 uL de agua. Las muestras se analizaron en un equipo ZEISS 

Libra 120 corriendo a 80 kV. 



 

11 
 

AFINIDAD DE LAS PROTEÍNAS POR Zn(II) 

Se evaluó la afinidad por Zn(II) de la proteína R24G y las variantes de histidina por 

calorimetría de titulación isotérmica (ITC por sus siglas en inglés) usando un equipo Malvern 

ITC200. Las titulaciones se hicieron a 25°C, con una concentración de proteína de 100 µM y 

un stock 2.1 mM de ZnSO4. Se usó un método de 38 inyecciones con un volumen de inyección 

de 1uL y 120 segundos de espera entre cada una. Los datos se analizaron usando los 

programas NITPIC, Sedphat-shortcut y GUSSI48. 

PREDICCIÓN DE SITIOS DE INTERACCIÓN CON Zn(II) 

Se utilizó el servidor MIB: Metal-Ion Binding Site Prediction and Docking Server49,50 para 

predecir los sitios de unión más probables del Zn(II) con cada una de las mutantes. Este 

servidor utiliza el método de transformación de fragmento que combina información 

estructural y de secuencia contenida dentro de fragmentos locales. Ya que la estructura 

tridimensional y el tipo de residuos están comúnmente conservados, se pueden encontrar 

regiones de unión similares comparando el tipo de residuo y su localización con templados 

de unión de metales contenidos en la base de datos del servidor. Los modelos que se usaron 

para meter al servidor partieron de la estructura cristalográfica de la proteína R24G 

depositada en el Protein Data Bank (PDB por sus siglas en inglés) con el código 5JPJ. Sin 

embargo, esta estructura es dimérica, así que para evitar que el servidor predijera sitios entre 

los monómeros, se removió uno de los monómeros usando el visualizador Pymol. Para las 

variantes de histidina no existe estructura depositada en el PDB así que a partir de la 

estructura 5JPJ monomérica se utilizó el servidor Swiss-Model51 para modelar la estructura 

tridimensional de las variantes de histidina.  
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RESULTADOS 

SOBREEXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN 

En la Figura 3 se observan los geles que indican la sobreexpresión exitosa de las proteínas. 

 
Figura 3. Geles desnaturalizantes para evaluar la sobrexpresión y extracción de las 

proteínas R24G (A), H8S (B), ΔH99 (C) y DM His (D). Los rótulos en la parte superior de la 

figura indican; AI: antes de inducir, DI: después de inducir, PS: botón después de 

resuspender, incubar y centrifugar en sacarosa, SS: sobrenadante de sacarosa, PA: botón 

después de resuspender, incubar y centrifugar en agua y SA: sobrenadante de agua. Las 

flechas rojas indican la banda de interés. 

Tanto la proteína R24G como las variantes de histidina se expresaron exitosamente, excepto 

la variante ΔH99, que mostró muy baja sobreexpresión (Figura 3C) y la cantidad proteína 

pura no permitió realizar ningún análisis. Se está trabajando en la estandarización de las 

condiciones óptimas de sobreexpresión, pero por razones de tiempo no se incluyen 

resultados de dicha proteína en este trabajo.  

Una vez confirmada la sobreexpresión de las proteínas, los extractos se pasaron por una 

columna de exclusión molecular para la proteína R24G y por una columna de intercambio 

aniónico para las variantes de histidina. La figura 4 muestra los cromatogramas y los geles 

de las fracciones eluídas. Las fracciones más puras se juntaron y se guardaron para los 

experimentos posteriores. 
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Figura 4. Cromatogramas y geles de purificación de las proteínas R24G (A), H8S (B) y 

DM His (C). Los rótulos en la parte superior de cada gel corresponden a las fracciones 

cargadas en cada pozo del gel. El primer carril es el marcador de peso molecular rotulado 

con la letra M. A la izquierda de cada gel se encuentran los pesos moleculares 

correspondientes a las bandas del marcador de peso molecular. 

 

ESTABILIDAD TÉRMICA 

En la Figura 5 se observan los datos normalizados para la desnaturalización térmica de todas 

las proteínas evaluada mediante fluorescencia intrínseca. Todas las curvas muestran una 

tendencia sigmoidal, que se ajustó a la ecuación de Boltzmann. Las Tm en ausencia y 

presencia de Zn(II) se estimaron para cada proteína y están listadas en la Tabla 1. Se observa 

una disminución de casi 7°C en la Tm de las variantes H8S y DM His.  

Por otra parte, en presencia de Zn(II) ninguna proteína mostró variaciones significativas en 

las Tm, lo que indica que la interacción con Zn(II) no afecta la estabilidad térmica de ninguna 

de las proteínas. 
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Figura 5. Desplegamiento térmico de la R24G y las variantes de histidina. En el panel A 

se muestra el desplegamiento de todas las proteínas en ausencia de Zn(II). En el panel B, C 

y D se muestra el desplegamiento para la R24G, H8S y DM His respectivamente en presencia 

de 1equivalente (azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 equivalentes (naranja) 

de Zn(II). 

Tabla 1. Tm estimadas en ausencia y presencia de Zn(II). 

PROTEÍNA 0 eq Zn(II) 1 eq Zn(II) 2 eq Zn(II) 3 eq Zn(II) 4 eq Zn(II) 

R24G 44.06 ± 0.33 44.09 ± 0.28 43.47 ± 0.41 44.17 ± 0.40 43.74 ± 0.44 

H8S 38.78 ± 1.28* 39.44 ± 0.14 38.32 ± 0.09 37.81 ± 0.24 38.13 ± 0.19 

DM His 37.59 ± 0.41* 37.74 ± 0.09 36.86 ± 0.17 38.19 ± 0.61 38.51 ± 0.42 

* Cambio significativo con respecto al Tm de R24G en ausencia de Zn(II) (p<0.05). 
 

CAMBIOS EN ESTRUCTURA SECUNDARIA. 

En la Figura 6 se muestran los espectros de dicroísmo circular de todas las proteínas 

estudiadas en este trabajo. En el panel A se puede observar que las variantes de histidina 

presentan espectros diferentes a los de la R24G, sin embargo es posible observar las bandas 

una señal positiva alrededor de 205 nm, una señal negativa a 220 nm, característica de 
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estructuras ricas en hebras beta, y una señal negativa a 230 nm asociada a los residuos 

aromáticos de la proteína52,53. Los demás paneles muestran los espectros de cada proteína 

titulada con Zn(II). La deconvolución de los datos (Tabla 2 y Figura 7), muestran que el 

porcentaje de estructura secundaria no cambia significativamente al añadir Zn(II). Los valores 

de deconvolución de la R24G tienen desviación estándar porque son el promedio de tres 

experimentos diferentes realizados en el grupo de investigación54,55. Estos valores 

comparados con los valores reportados para las estructuras cristalográficas (48% hoja beta, 

17% giros, 35% otros) indican que BestSel es un buen predictor de estructura secundaria 

para este sistema. 

 
Figura 6. Espectros de estructura secundaria. En el panel A se muestra el espectro de 

estructura secundaria de todas las proteínas en ausencia de Zn(II). En B, C y D se muestran 

los espectros de la R24G, H8S y DM His respectivamente, en presencia de 1 equivalente 

(azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 equivalentes (naranja) de Zn(II).  

  



 

16 
 

 

Tabla 2. Porcentajes de estructura secundaria estimados por BestSel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Porcentaje de estructura secundaria de todas las proteínas en ausencia de Zn(II) 

(A) y en presencia de 1 a 4 equivalentes de Zn(II) de la proteína R24G (B), H8S (C) y DM His 
(D). 
  

Proteína # eq Zn(II) % Beta % Giros % Otros 

R24G 

0 46.3 ± 2.5 15.4 ± 4.1 38.3 ± 4.0 

1 45.6 ± 1.7 15.3 ± 4.2 40.2 ± 3.8 

2 45.9 ± 2.4 15.6 ± 4.1 38.5 ± 2.0 

3 46.1 ± 3.3 15.3 ± 4.0 38.5 ± 4.0 

4 46.3 12.8 40.9 

H8S 

0 191.2 261.7 339.57 

1 94.16 64.9 158.6 

2 127.6 124.1 178.2 

3 102.5 116.4 121.95 

4 120.2 106 130.75 

DM His 

0 532.13 310.04 411.51 

1 538.7 391.52 256.51 

2 255.12 235.87 267.99 

3 703.83 269.57 271.44 

4 537.7 320.18 285.15 
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CINÉTICAS DE FORMACIÓN DE FIBRAS AMILOIDES 

La amiloidogenicidad de las proteínas y el efecto de la interacción con Zn(II) se evaluó 

siguiendo la fluorescencia de ThT. En todas las proteínas y condiciones analizadas se 

observó formación de fibras amiloides como se muestra en la Figura 9. Los tiempos lag de 

todas las réplicas de cada condición se promediaron y se calculó la desviación estándar 

(Tabla 3). En el panel A de la Figura 8 se comparan las cinéticas de la proteína R24G y sus 

variantes de histidina. Se puede observar que la sustitución H8S hace que la proteína tenga 

tiempos lag más cortos, por lo tanto, la sustitución de histidina por serina en la posición 8 

hace a la proteína más amiloidogénica. Por el contrario, la DM His presenta tiempos lag muy 

parecidos a la R24G, pero las desviaciones estándar son muy grandes lo cual dificulta el 

análisis de los datos. El análisis t-Student indica que solamente la mutante H8S tiene un tlag 

significativamente diferente respecto al tlag de la R24G. 

Por otra parte, las cinéticas de formación de fibras amiloides de las proteínas en presencia 

de Zn(II) presentan tiempos lag más cortos (Figura 8, Tabla 3), excepto la DM His que 

presenta tiempos lag muy cercanos a la condición en ausencia de Zn(II). El análisis t-Student 

indica que sólo la condición con 2eq de Zn(II) presenta diferencias significativas comparadas 

con las cinéticas de la proteína en ausencia del ion metálico. Todo lo anterior indica que la 

interacción con Zn(II) acelera la formación de fibras amiloides, pero no se observa una 

relación entre el número de equivalentes y la disminución en el tiempo lag. 
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Figura 8. Cinéticas de formación de fibras amiloides. En el panel A se muestran las 

cinéticas de las proteínas en ausencia de Zn(II). En B, C y D se muestran las cinéticas de las 

proteínas R24G, H8S y DM His respectivamente. En todos los casos, 0 equivalentes (negro), 

1 equivalente (azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 equivalentes (naranja) 

de Zn(II). 

Tabla 3. Tiempos lag de las cinéticas de agregación de las proteínas en ausencia y presencia 

de Zn(II). 

Proteína 
tlag (min) 

0 eq Zn(II) 1 eq Zn(II) 2 eq Zn(II) 3 eq. Zn(II) 4 eq. Zn(II) 

R24G 430.27 ± 108.55 284.07 ± 147.88 154.38 ± 37.14* 256.49 ± 121.18 227.8 ± 68.70 

H8S 264.16 ± 74.22 105.89 ± 47.94* 143.3 ± 30.27*a 113.62 ± 10.02*a 118.98 ± 12.42* a 

DM His 417.89 ± 111.18 395.58 ± 141.14 252.99 ± 16.17* 414.95 ± 250.18 381.01 ± 136.82 

* cambio significativo con respecto al tlag de cada proteína en ausencia de Zn(II) (p<0.05) 
a Cambio no significativo con respecto al tlag de la proteína H8S con 1eq de Zn(II) (p>0.05) 
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MORFOLÓGÍA DE LAS FIBRAS AMILOIDES 

Para saber si el Zn(II) induce un cambio en la morfología de las fibras se analizaron los puntos 

finales de las cinéticas de formación de fibras por microscopía electrónica de transmisión 

(TEM). En la figura 7 se puede observar que en todas las condiciones se encontraron fibras 

amiloides, confirmándose que las variantes de histidina forman fibras amiloides con la misma 

morfología que la proteína R24G (paneles A, F y K). Al comparar las fibras de cada proteína 

en presencia de diferentes equivalentes de Zn(II) se observa que, en ningún caso, la 

interacción con Zn(II) afecta la morfología de las fibras.  

 
 
Figura 9. Morfología de las fibras amiloides. Micrografía del punto final de las cinéticas de 

agregación de las proteínas R24G, H8S y DM His en ausencia (A, F, K), con 1 equivalente 

(B, G, L), 2 equivalentes (C, H, M), 3 equivalentes (D, I, N) y 4 equivalentes (F, J, O) de Zn(II) 

respectivamente. 

 

AFINIDAD POR Zn(II) 

Los resultados de lTC se analizaron con diferentes modelos de unión y en la Figura 10 se 

muestran los mejores ajustes. La titulación de la proteína R24G se ajustó a un modelo de dos 

sitios no simétricos y mostró constantes de disociación de 3.53 µM y 4.86 µM. La isoterma de 

la variante H8S presentó al menos dos eventos diferentes, uno debido a la interacción del 

Zn(II) con la proteína y el segundo, probablemente debido a la agregación de la proteína 

(Figura B4, Anexo B). Por lo tanto, se realizó el ajuste sólo del primer evento (Figura 10B), la 
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constante de disociación estimada es de 1.24 µM. En el caso de la variante DM His, la 

isoterma se ajustó a un modelo de dos sitios no simétricos y presentó constantes de 

disociación de 13.3 µM y 13.6 µM. 

De los ajustes se observa que la unión del Zn(II) a la proteína R24G está favorecida entálpica 

y entrópicamente; la unión a H8S está desfavorecida entálpicamente y desfavorecida 

entrópicamente; la DM His está favorecida entálpica y desfavorecida entrópicamente (Tabla 

4). 

 

 
Figura 10. Isotermas de la interacción con Zn(II). En todos los casos se presenta la 

isoterma, los datos integrados y ajustados a un modelo y el residual del ajuste. 

 
Tabla 4. Parámetros termodinámicos de los ajustes de los datos de ITC. 

 

ESTIMACIÓN DE SITIOS DE INTERACCIÓN 

Los sitios de interacción del Zn(II) con la proteína se predijeron en el servidor MIB49. Si bien 

las predicciones pueden tener muchos errores, con este servidor en particular al predecir los 

sitios de unión a Cu(II) se encontró muy buena correlación con los resultados de RMN46. En 

la Tabla 5 y en la Figura 11 se muestran los sitios de unión de Zn(II) predichos por el 

servidor49. Para todas las proteínas se predicen varios sitios de unión, cada uno con un 

Proteína 
Kd1 
(µM) 

Kd2 
(µM) 

ΔH1 
kcal/mol 

ΔH2 
kcal/mol 

ΔS1 
cal/mol*K 

ΔS2 
cal/mol*K 

ΔG1 

kcal/mol 
ΔG2 

kcal/mol 

R24G 3.53 4.86 -1.32 -2.88 20.536 20.536 -7.44 -7.25 

H8S 1.24 - 2.07 - 34.81 - -8.31  

DM His 13.28 13.64 -102.12 -101.08 -320.18 -320.18 -6.65 -6.64 
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puntaje que indica su probabilidad. El sitio de unión de mayor puntaje en la proteína R24G 

está formado por R40,E86, sin embargo este sitio no es predicho en ninguna de las variantes 

de histidina. Los demás sitios predichos, que aparecen en todas las proteínas son, en orden 

de mayor a menor puntaje, D95,H99; E84,D85; E86,D88 y D68,S70. El sitio D95,H99 no es 

predicho en las proteínas que no tienen la His99 (ΔH99 y DM-His).  

 

Tabla 5. Sitios de unión de Zn(II) a las proteínas predichos por el servidor MIB49. 

Proteína Residuos de unión de Zn(II) Score 

R24G 

R40, E86* 3.788 

D95, H99 3.216 

E86, D88 2.596 

E84, D85 2.438 

D68, S70 1.909 

H8S 

D95, H99 3.921 

E84, D85 2.968 

E86, D88 2.816 

D95, S97, N98, H99 2.528 

D68, S70 1.995 

ΔH99 

E84, D85 3.858 

E86, D88 3.552 

D68, S70* 2.693 

DM His 

E84, D85 3.964 

E86, D88 3.656 

D68, S70 2.744 
 
* Indica el sitio que no se tomó en cuenta. 

 

  



 

22 
 

 

Figura 11. Predicción de sitios de unión. Posibles sitios de unión del Zn(II) en las proteínas 

R24G (A), H8S (B), ΔH99 y DM His (D). En color naranja se muestran los aminoácidos del 

sitio de unión de Zn(II) predichos por el servidor.  
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DISCUSIÓN 

La mutación R24G se encuentra en el 25% de los casos de amiloidosis de cadena ligera del 

tipo lambda, específicamente del subtipo VI. Esta mutación hace a la proteína menos estable 

térmicamente y más propensa a la formación de fibras amiloides debido a que se pierden 

varias interacciones. La Arg24 forma una interacción de tipo π-catión con la Phe2, al cambiar 

la arginina por una glicina se pierde dicha interacción, provocando que la región N-terminal 

se vuelva más flexible11. Además, se pierden varios puentes de hidrógeno entre la Arg24 y el 

CDR1, haciendo que éste se vuelva más dinámico y que a su vez pierda interacciones con el 

asa C’-C’’24. 

En estudios anteriores se observó que la proteína R24G contiene al menos dos sitios de unión 

a Cu(II), la His8 y la His9946, por esta razón se construyeron 3 variantes de histidina; en una 

de ellas se sustituyó a la His8 por Ser (H8S), en otra se eliminó la His99 (ΔH99) y en una 

tercera se hicieron ambas mutaciones (DM His).  

Los análisis de estructura secundaria indican que las mutaciones no afectan 

significativamente la estructura de las proteínas. Al evaluar la estabilidad térmica de todas las 

mutantes se observó que las variantes de histidina tienen una Tm muy similar entre sí y ambas 

son aproximadamente 7°C menores que la Tm de la R24G. Dado que ninguna de estas 

mutantes tiene la His8, es posible que esta sustitución sea la responsable de la disminución 

en la estabilidad térmica, tal vez debido a que la His8 se encuentra en la región N-terminal, 

la cual es importante en la estabilidad de la proteína y está reportada como una región 

protectora de amiloidogenicidad56. Sin embargo, esto está en contradicción con lo reportado 

para la proteína 6aJL2 y la variante 6aJL2-H8S, que presentan Tms de 49.9 °C y 49.5°C, 

respectivamente10,11, indicando que la sustitución H8S no induce cambios en la estabilidad 

térmica de la proteína, pero sí en la amiloidogenicidad. Por otra parte, las cinéticas de 

formación de fibras y las micrografías de TEM indican que las mutaciones no afectan la 

formación de fibras amiloides, pues el análisis estadístico de los tlag de la R24G contra los tlag 

de las variantes de histidina muestra que no hay diferencias significativas (Tabla 3). Es 

importante resaltar que los tlag presentan una desviación estándar grande. Esto puede 

deberse a que la formación de fibras amiloides es un proceso que varía dependiendo de la 

población con la que se inicia la cinética y aunque se trataron las muestras siempre de la 

misma manera, es posible que en cada réplica se partiera de una familia de conformaciones 

diferentes, por lo tanto, se alcanza la fase de elongación de manera muy variable.  

 

Por otra parte, al evaluar los complejos de Zn(II) con las proteínas, los datos de 

desplegamiento térmico y dicroísmo circular muestran que la interacción del ion metálico con 

las proteínas no induce cambios en la estabilidad térmica ni en la estructura secundaria. Sin 
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embargo, sí induce cambios en las cinéticas de formación de fibras. Esto puede deberse a 

que la interacción del Zn(II) con las proteínas induce pérdida de interacciones locales que no 

alteran la estructura secundaria ni inducen conformaciones que alteran la distancia entre el 

Trp36 y el puente disulfuro, pero conducen a conformaciones más amiloidogénicas.  

Los resultados de ITC muestran que la proteína R24G tiene dos sitios de unión a Zn(II) con 

afinidades en el rango micro molar (3.5 y 4.9 µM), y las cinéticas de formación de fibras indican 

que sólo 2 equivalentes de Zn(II) tienen un efecto significativo en la cinética de formación de 

fibras. Por su parte, la mutante H8S presenta sólo un sitio de unión a Zn(II) con una afinidad 

en el mismo rango que la observada para R24G (1.24 µM) y la cinética de formación de fibras 

se ve afectada sólo con 1 equivalente de Zn(II). Estos resultados parecen indicar que el primer 

sitio de unión a Zn(II) es la His8, pero esta unión no conduce a una conformación más 

amiloidogénica. El segundo sitio de unión parece ser la His99, pues en la proteína H8S con 

1 equivalente de Zn(II) se observa el mismo efecto que en la proteína R24G con 2 

equivalentes. El efecto observado es la aceleración de la cinética de formación de fibras, 

debido a que la interacción del Zn(II) con His99 podría conducir a pérdida de interacciones 

cruciales entre el CDR3 con el CDR1 y el asa C’’, aumentando la flexibilidad y dinámica de 

estas regiones promoviendo la agregación de la proteína como se reportó en estudios 

anteriores para el Cu(II)46. 

Todo lo anterior es congruente con lo observado en la DM His, la cual presenta dos sitios de 

unión con afinidades cerca de un orden de magnitud menores (13.3 y 13.6 µM) que las 

observadas para la R24G, sugiriendo que en ausencia de histidinas el Zn(II) se une en sitios 

de menor afinidad. Las cinéticas de formación de fibras de esta variante muestran cambios 

significativos sólo para 2 equivalentes de Zn(II). Tomando en cuenta los sitios predichos por 

el servidor MIB49 se podría proponer que el primer equivalente de Zn(II) se une en el sitio 

E86,D88 y estabiliza la conformación del asa E-F y por esta razón no se observan cambios 

significativos en los tlag. Sin embargo, al adicionar 2 equivalentes de Zn(II) se llenaría el sitio 

E84,D85 y ambos sitios ocupados desestabilizarían el asa E-F, conduciendo a pérdida de 

interacciones de esa región que se ha reportado como región protectora de 

amiloidogenicidad57. El sitio R40,E86, a pesar de tener el puntaje más alto en la predicción, 

no se considera como uno de los sitios de unión a Zn(II) porque sólo se predice para la R24G 

y los datos experimentales apuntan a que los dos sitios de unión de esta proteína son la His8 

y la His99. Si bien en este sitio el Zn(II) podría estar interactuando con cadena principal, o 

tener interacciones de tipo catión-π con el grupo guanidino, la carga positiva de la arginina a 

pH fisiológico podría limitar la interacción por repulsión electrostática. 

De todos los resultados anteriores se puede concluir que el Zn(II) afecta la cinética de 

formación de fibras amiloides de la proteína R24G de manera dependiente de la 

concentración del ion metálico. El cuerpo humano tiene cantidades muy pequeñas de Zn(II), 
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alrededor de 2-3 g en una persona de 70 kg30,33. Los iones metálicos viajan unidos a proteínas, 

sin embargo, en varias enfermedades conformacionales se ha observado pérdida de la 

homeostasis, aumentando la concentración de iones metálicos no quelados que pueden 

unirse a proteínas como las cadenas ligeras y afectar su estabilidad o promover su 

agregación. Por lo tanto, es importante continuar con el estudio de la bioinorgánica de AL 

para comprender todos los posibles factores de riesgo en el mecanismo de agregación. 

 

PERSPECTIVAS 

1. Evaluar el efecto del Zn(II) en la variante ΔH99.  

2. Evaluar los sitios de unión de Zn(II) por RMN. 

3. Evaluar los cambios conformacionales inducidos por la unión a Zn(II) por RMN en 

tiempo real. 

4. Evaluar cambios conformacionales por EPR-DEER. 
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ANEXOS 

ANEXO A: CINÉTICAS DE FORMACIÓN DE FIBRAS AMILOIDES 

En las figuras A1, A2 y A3 se muestran todas las cinéticas de formación de fibras de las 

proteínas R24G, H8S y DM His respectivamente. Estas cinéticas fueron con las cuales se 

calculó el promedio y la desviación estándar reportadas en la Tabla 3. 

 
Figura A1. Cinéticas de formación de fibras de la proteína R24G. En todos los casos 0 

equivalentes (negro), 1 equivalente (azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 

equivalentes (naranja). 
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Figura A2. Cinéticas de formación de fibras de la proteína H8S. En todos los casos 0 

equivalentes (negro), 1 equivalente (azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 

equivalentes (naranja). 

 
 

 

Figura A3. Cinéticas de formación de fibras de la proteína DM His. En todos los casos 0 

equivalentes (negro), 1 equivalente (azul), 2 equivalentes (rojo), 3 equivalentes (verde) y 4 

equivalentes (anaranjado). 
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Tabla A1. Tiempos lag de las cinéticas de cada proteína. 

tlag (min) 

Proteína # eq Zn(II) Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4 

R24G 

0 375 304.7 530 511.38 

1 371 200 123 442.29 

2 159 102 167.5 189.02 

3 370 170 135 350.97 

4 326 223 173 189.20 

H8S 

0 191.2 261.7 339.57 - 

1 94.16 64.9 158.6 - 

2 127.6 124.1 178.2 - 

3 102.5 116.4 121.95 - 

4 120.2 106 130.75 - 

DM His 

0 532.13 310.04 411.51 - 

1 538.7 391.52 256.51 - 

2 255.12 235.87 267.99 - 

3 703.83 269.57 271.44 - 

4 537.7 320.18 285.15 - 
 

 

ANEXO B: AFINIDAD DEL Zn(II) POR LAS PROTEÍNAS R24G Y VARIANTES DE 

HISTIDINA. 

Al titular la proteína H8S con Zn(II) se observaron al menos dos eventos como se muestra en 

la Figura B4. Ya que no fue posible ajustar el isoterma completo a un modelo, se eligió el 

primer evento para hacer el ajuste, debido a que el segundo evento probablemente se deba 

a la agregación de la proteína. 
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Figura B4. Isoterma completo de la proteína H8S. 
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