UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA BIOLOGICA
INSTITUTO DE QUIMICA Y FISICOQUIMICA BIOLOGICAS
"PROF. ALEJANDRO C. PALADINI"

IMPACTO DE LA
CONFORMACION Y LA
ESTABILIDAD EN LA TENDENCIA
A LA AGREGACION:

EL CASO DE UNA FAMILIA DE

PROTEINAS TODO-B

Autor: BIOQUIMICA CARLA ROMINA ANGELANI
Director: DR. JOSE MARIA DELFINO

Directora adjunta: DRA. LUCRECIA MARIA CURTO

2017






“La verdadera ciencia ensena, sobre todo, a dudar y ser ignorante.”

Miguel de Unamuno






A mis abuelos Manuela, Miguel, Nelly y Tomas, que me guian y cuidan “desde arriba”

A mi abuela Urbi que junto a todos mis abuelos me cuidaron, aconsejaron y se alegraron de
cada paso que di

A mis papés Raquel y Guillermo, por TODO, a ellos les debo lo que soy y voy a estar siempre
agradecida por guiarme y no dejar que nunca me falte nada

A mi hermano Pablo, por ser incondicional y compartir cada etapa de mi vida

A mi marido Nicolas, por elegirme, acompafiarme y hacerme feliz

A mis tios y primos, por estar siempre

A mi familia y amigos por quererme tanto

A Joséy Lucrecia, por dejarme ser parte de este gran grupo de trabajo, ensefiarme y por
sobre todas las cosas hacerme sentir tan querida

A Gaby y Eva por las charlas, consejos y hacer tan facil el “dia a dia”

Ala gente del IQUIFIB






Los

resultados expuestos en el presente trabajo fueron parcialmente

publicados en:

Angelani, C. R., Caramelo, J. J., Curto, L. M., & Delfino, J. M. (2017).
Structural coalescence underlies the aggregation propensity of a B-barrel
protein motif. PloS one, 12(2), e0170607.

Curto, L. M., Angelani, C. R., y Delfino, J. M. (2015). Intervening in the (-
barrel structure of lipid binding proteins: Consequences on folding,
ligand-binding and aggregation propensity. Prostaglandins, Leukotrienes
and Essential Fatty Acids (PLEFA), 93, 37-43.

Angelani, C. R., Curto, L. M., Cabanas, I. S., Caramelo, J. J., Uversky, V.
N., y Delfino, J. M. (2014). Toward a common aggregation mechanism
for a B-barrel protein family: insights derived from a stable dimeric
species. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics,
1844(9), 1599-1607.

Curto, L. M., Angelani, C. R., Caramelo, J. J., y Delfino, J. M. (2012).
Truncation of a B-barrel scaffold dissociates intrinsic stability from its

propensity to aggregation. Biophysical journal, 103(9), 1929-1939.






INDICE

ABREVIATURAS ... it s s 11
LOS AMINOACIDOS ...ttt b st ss b s st s s s ss s 12
INTRODUCCION ....cocuimnrinininninininsssitessasistsssssastssssssassssssssastasssssastasssssastsssssastasssssassassssssssasssssassasnssns 15
AGREGACION PROTEICA ......evoveieevitic sttt 20
AGREGACION PROTEICA AMILOIDE .........ovoeveeeeveveeieveeereveseievesaesevssesevssevesssesssesevssssssssasesansasans 22
MECANISMO DE AGREGACION .......ovoveeeeereeeieveeesevesaesevesae s esevssaves s sasssssess s sassasssssassassasanan 29

EL MODELO DE PAISAJES DE ENERGIA PARA EL PLEGADO Y LA AGREGACION ........ccovevevevererernnnn. 32

EL MIODELO ESTRUCTURAL ....coooiiviiiitiiitiicitit sttt sttt st 35

EL COSOLVENTE TRIFLUOROETANOL .....ccoocvvviiiiiiiiiiiiiiiiiicisitiic sttt 44
PROTEINAS INTRINSECAMENTE DESORDENADAS .......ovveeeeerreeereveverirssesesesevevessassssssssessssssssssesesas 48
BIBLIOGRAFIA .....eveveeeteeeeteeeete ettt ee ettt ae et ss e st enas st s et sass et s sassesastesnanassensstessnanes 51

OBIJETIVOS ...oociiiniiiiiiiiiiiinniiiieiiiissssnnieeesissssssssseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnses 61
OBJETIVOS GENERALES .......ovviiiiiiiiiiiiitiicctiit ettt sttt 61
OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO.........covuiieiiiiciiiiiciniicsisiise s 62
BIBLIOGRAFIA .....ovvieeveeceeteeeete ettt ettt sttt s et na s s et s st et s ae s s st e s s e e st enassesenaes 65

MATERIALES Y METODOS .....cucurunimmnisnsisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnaes 69
EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS........cvuiiriniiciniiseieisiesisise s 69
EXPIESION PrOTEICA. . ecueietiertieiee ettt ettt sat et e st e sut e e bt e s a b e et e e sab e e bt e sab e e seeeabeesnbeeabeesaseenbeesaneenarenane 69
PUFIfICACION d@ IFABP........oiiiiiieiece e st 70
PUFTICACION B AQBA Y ATBA ...ttt et e e et e e e et e e et e e e e bae e e e ataeeeateeeeasaeeeasseeeesseeeenseeessreaeans 71
ESPECTROS DE ABSORCION DE LUZ ULTRAVIOLETA ....vovveveeveveerevesessvssessvssssssssesssasssssssssssssssanes 73

(O gl A1 o= Yol o o We Sl o] o] £=11 o F- FH PP URRSUPPINt 73

ENSAYO DE UNION A COLORANTES ....vveveeieveeieievaesevesaesevesas e sssesas s sss s sas s ssssssssassssssanas 74
Ensayo de Union @ TioflaVina-T......cocuiiiiiiie ittt st tre e e te e e st e e e sbbeessbeeessbeeesaseeeesreaenns 74

ENsayo de UNION @ ROJO CONEGO ..uuiiiiiiiiiiiiieeiiiee ettt e sitee e sttt e e sibe e e stteessataeessstaeessbeeesssaeassseeessseeessseeesnsseeenns 74
Birrefringencia a la luz polarizada con ROJO CONGO .......c.ovuiiiiiiiiiiiiieree e 74
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION .........cccvoeveeeiieeeeiniieeisiiseissisiissiseiseesseneenns 75
ANALISIS DE LAS CINETICAS DE AGREGACION ........ocoiuuviiicinieiiniisiieiissise s 76
ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR ........cooveeveeeveeeseesieievesesevsssisssssvesie s sassssssssassssssanns 78
ESPECTROS DE FLUORESCENCIA ....ccooouvviiiiiiiiiiiiiiiiic ittt 79
FlUOreSCENCIA INTITNSECA .. .cuiiiieeeeeee et e et 79

Unidn y desplazamiento de acido 8-anilino 1-naftalen sulfonico (ANS).........cccocevviciniiiniinicineineces 79
Apagamiento de la fluorescencia (quenching) con acrilamida..........ccceeeeriieecieiee s 80



CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR ......ovveeeeeeeeeereeeveeeeeaesesevevevesssassesesesessssssssesesenas 81

PROTEOLISIS LIMITADA ......ocvvveveveeeeeeeaeierevevevessssesevevesesssassssesesesesssssassesasasesasssssasassesasasssssasassesessas 82
Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) ................. 82
Espectrometria de masa de ionizacidn por electrospray (ESI MS) .....c.ooecueeiieiiieerieecieesie e ere e seeeseee e 82

ENSAYOS DE UNION A LIGANDOS .......coeveveeeeeeeeeeerererevevesessesesesessssassesasesesesssssassssssasessssasassssesesas 83

DESNATURALIZACION EN EL EQUILIBRIO........ouoeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeaeereveveeeseesesesevesessasssesasessssasassssesenas 84
oY =10 ] o J=T - L (U] - PSP UPP TP 84
POr @BENTES QUIMICOS .veevveerieeutieteesteesteesteesteeesteeasseesseessseesseeanseesseeesseeasseeseessseessseenseesssesssesnseenseessenssenanes 85

INIVIR oottt ettt et ettt et ettt e et et s b st e s et et b s s s s et ren et sesras 87

HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES DE PREDICCION.........cocveveveeeerereeeerererereeeeessesesevesesesesesesesna. 88
TendeNnCia @12 @BrEBACION ......cccviieeiiie ettt ettt e e et e e e et b e e e e ba e e e ttaeesbaeeeeabaeeesseeeetbeeeaabaeeesaeaeans 88
Propension @l dESONUEN .......co.iiiuiiiiieetereete ettt ettt st s bt et e s bt e besbe et e sbeetesbeenbesaeentenae 88
Propension a formar O-NElICES ......cc.viii it e et e e et e e e ta e e e at e e e eabeeesaraeesareaeans 89

BIBLIOGRAFIA .....ooveeveeeeeesessts e ss s s bbb ss s st sens 91
RESULTADOS......c.coveueeereesseseseesessssestssestssssesessestsssstssssessssestsssstsssssssssestsssstsssssssssesssssssssessssssessssessssssssns 95
SECCION 1: AGREGACION, EFECTOS DELTFE ....ouvvvieieeieiecieteeie et sttt esaae 95

CARACTERIZACION DE LOS AGREGADOS PROTEICOS .......cooveveeererreererererevessresseresssssessesesessssasanan 95

CONFORMACION PROTEICA. .....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaesetevevevesassssssesesesessssssssesesesasasssassssssssesssssssssssssesasas 101

CINETICA DE AGREGACION ......coovveveieeeeisisiseieisssesvs e s ssaean 108

HERRAMIENTAS DE PREDICCION PARA LOS SEGMENTOS AMILOIDOGENICOS ........cvvverererernann 117

EXPERIMENTOS CON EL PEPTIDO 1-28 ....cevvveerieiersvsseiessssissssessssesssessessssss s sssssssssssssasassns 119

SECCION 2: PREAGREGACION, EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES DE TFE ....cveveveveveeeeeeeceererenennens 121

CONFORMACION PROTEICA.....eoueeeieeereeeeeeeeseiesetevevesesasssesesesesessas s sesesasasassasssesesasessssasassesasassas 121

EVALUACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL POR 'H NMR......oooeverevreeereerreseeesrseeisrnsenenn 125

PROTEOLISIS LIMITADA .......oveeveveeetsisieieve et sa s sasassas 127

ANALISIS DE LA PROPENSION INTRINSECA AL DESORDEN ..........covvvveeererrsiersseriseisssseissssssesassssas 132

ANALISIS DE LA PROPENSION A FORMAR HELICES-Qt....c.veveveeveverereeereieeieieresereresessiesesesesesesssnaens 134

ESTADO DE AGREGACION Y COMPACTACION ......cooooveveereeereisierereresessvessesssessssesssesessssssssssesasassns 135

APAGAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA ......oevveveveereieveseierssevssasssvesssissssssesassessssssssssssassssssassssans 137

UNION DE ANS ..ottt ettt ss et v s es s s e st et s s s s e s et s s s s s st esasasanesasasanaene 139

UNION DE ACIDOS GRASOS.......ooveveeeeeeeeeerereveveeesseaesesevesesssssssssesasasesesasasassesasassssassssasasasassssasassens 141

UNION DE ACIDO OLEICO........cocvveerevreerseessieseessiesaesesessssesssesesassssessssasassssssas s sassssssssssassssasassssans 141

UNION DE ACIDO TRANS-PARINARICO .....ocoveveeeeeeeeeevereeeeeeereserevevesssesesevesessssesasesesesessasasaens 143

ESTABILIDAD CONFORMACIONAL......ceeeeveveveveeeeeereieresevevevessaeesesesesessasasssesasasesassasassssesasasesanans 145

DESNATURALIZACION TERMICA. .......ovvveeeveeseeesesseiessessvssesesssssesassesassssssassssasassssssassssssssssssssasasassns 145

DESNATURALIZACION QUIMICA ...t 147

SECCION 3: EVALUACION DE LOS EVENTOS TEMPRANOS DEL PROCESO DE AGREGACION ................. 151
BIBLIOGRAFIA ..ottt bbbt b bbbt bt bbb bbbt b s b s st 155



DISCUSION DE RESULTADOS ......ccueueerurrrneseeesessssssesesssssssesesessssssssssasesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssses 159

SECCION 1: AGREGACION, EFECTOS DELTFE ..vtveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e eeeeeeeeeseeseeeseaeeesaseneeneesessseeanenes 159
SECCION 2: PREAGREGACION, EFECTO DE TFE A BAJAS CONCENTRACIONES ..o, 169
SECCION 3: EVALUACION DE LOS PRIMEROS EVENTOS DEL PROCESO DE AGREGACION.........ocvnn..... 179
BIBLIOGRAFIA .o e e eeeeee e e e eee s s e e s e s e eeeseeeeeeseseeseeseeseessesseesesseesees s e seseesene 181
CONCLUSIONES .......vteseeeeeerreesseessesssesssesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssesssssssesssssssssssssssssssasnses 185
PERSPECTIVAS ...veeuviieteeiseesseessessseessesssesssssssesssessssssssssstssssssssssssssstssssssstssssssssssssesssesssssssssssesssssssssssssnses 191
BIBLIOGRAFIA <.ttt et eseeeeese s s e e et eee s e et eese et eeseseeseeseenesseene s ee s et e s eraeseesesenn 193

RESUIMEN .....oouviiueenrienesseeseessessessesseessessessesssessessessesssessessessessssssessessesssessessesstessessessesssensessessessssnsessesnes 197
APENDICE SOBRE EL TRATAMIENTO CINETICO DE LA AGREGACION ....coouveueereieeneenesesseeeseeseseessessees 203
DESCRIPCION DEL SISTEMA ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeee e seeeesee e etseeessteseasesessstsseesstsssasstssssenssasaen 203
CINETICA INICIAL DE AGREGACION .......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeveeseaeetaesesetaeseseeeeasseeanennseeeaen 205
ESCALADO DOBLE ... ee et e et et et e e e et et e et et e e se e e e e e e e aaene et aeaes et eaaneeens 209
BIBLIOGRAFIA <.ttt eeseese s s e s ee e e s ees e e eeaeeeeeeeteeseseeseeneeneaesene s eeeess e eeasseasesens 213



ABREVIATURAS

10



ABREVIATURAS

A98A

A78A

ANS

apo-
Buffer PN8
RC

CD

GdmcCl
holo-
IFABP

Ksv

AFM

NATA
NMR

SDS-PAGE

TEM
TFE

Th-T
t-PA

variante truncada de IFABP correspondiente al segmento 29-126
de la proteina madre. Siempre que se nombren los aminoacidos
se los indicard respecto a su numeracion correspondiente en
IFABP

variante truncada de IFABP correspondiente al segmento 29-106
de la proteina madre. Siempre que se nombren los aminoacidos
se los indicard respecto a su numeracion correspondiente en
IFABP

acido 1,8 anilinonaftalén sulfénico

prefijo que denota la ausencia del ligando acido graso

Buffer Fosfatos 5 mM, 150 mM NacCl, pH 7.2

Rojo Congo

Dicroismo circular, por sus siglas en inglés “Circular Dichroism”
Cloruro de Guanidinio

prefijo que denota la presencia del ligando acido graso

Proteina ligadora de acidos grasos de intestino de rata

Constante de Stern-Volmer

Microscopia de Fuerza Atomica, por sus siglas en inglés “Atomic
Force Microscopy”

N-acetil-L-triptofanamida

Resonancia Magnética Nuclear, por sus siglas en inglés “Nuclear
Magnetic Resonance”.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio

Microscopia Electrénica de Transmision

3,3,3 Trifluoroetanol

Tioflavina T, por sus siglas en inglés “Thioflavin T”

Acido trans-parinarico

11



ABREVIATURAS

LOS AMINOACIDOS

Aminoéacido
Alanina
Arginina

Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina

Valina

Cdédigo de 3 letras
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GlIn
Glu
Gly
His

lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Cddigo de 1 letra
A

I 6moO O O =2 =D

< < =S4 w»w vTmZzZ X

12



INTRODUCCION






INTRODUCCION

Ocupando el segundo lugar después del agua, las proteinas son las moléculas
mas abundantes en la biologia. Existen alrededor de 100000 tipos diferentes de
proteinas que controlan o estimulan practicamente todos los procesos quimicos
de los cuales dependen nuestras vidas [Branden y col., 1999]. Las proteinas
naturales son, por lo tanto, un grupo muy especial de moléculas. Sus
propiedades han sido seleccionadas a través de la evolucion para cumplir con
determinadas caracteristicas. Entre ellas, una de las mas importantes es la
capacidad de plegarse en estructuras Unicas generando una enorme

selectividad y diversidad de funciones [Dobson, 2006].

Hoy en dia se sabe que en las células hay un gran namero de factores
auxiliares que ayudan en el proceso de plegado, incluyendo a las chaperonas y
foldasas. Si bien estos factores permiten que el plegado de la cadena
polipeptidica se lleva a cabo efectivamente, evitando interacciones indeseables
en un entorno complejo y “hacinado” -tal como es el de la célula- estos factores
no determinan su estructura nativa. Esta Ultima esta totalmente codificada por
la secuencia de aminoacidos. Es aun vigente la incégnita de cémo las
proteinas encuentran sus estados nativos exclusivamente contando con la
informacion contenida en la estructura primaria [Dobson, 2004]. Hay
considerable cantidad de evidencia que apunta a que el estado nativo
corresponda a aquel cuya estructura resultare la mas estable en condiciones
fisiologicas.

En 1968 Levinthal propuso que el niumero total de posibles conformaciones que
podria adoptar una cadena polipeptidica seria tan grande que, en una
busqueda al azar, encontrar la estructura mas estable dentro del vasto espacio
conformacional disponible tomaria un tiempo de magnitud astrondmica.
Estudios experimentales y teoricos ponen en evidencia que el proceso de
plegado no implicaria necesariamente la progresion a través de una serie de
pasos obligatorios por cada uno de los estados parcialmente plegados, sino

que seria una busqueda estocastica entre las muchas conformaciones
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INTRODUCCION

accesibles de una cadena polipeptidica. Durante este proceso, residuos de
amnoécidos ubicados en posiciones distantes en la secuencia entrarian en
contacto “especifico” unos con otros. Debido a que las interacciones “correctas”
—es decir aquellas que conducen al estado nativo- son en promedio mas
estables que las incorrectas (no nativas), tal mecanismo de busqueda seria, en
principio, capaz de hallar la conformacion de menor energia. Es evidente que
este proceso resulta extremadamente eficiente para aquellas secuencias que
han sido seleccionadas durante la evolucién para plegarse en estructuras
globulares. De hecho, solamente un numero muy pequefio de todas las
posibles conformaciones necesita “probarse” durante el proceso de busqueda

conformacional [Dobson, 2004].

Si bien la mayoria de las proteinas globulares son capaces de adquirir su
estado nativo de manera autbnoma, in vivo, el plegado asistido es a menudo
necesario. Las células poseen complejos sistemas de control de calidad y
vigilancia sobre el plegado de proteinas conocido en conjunto como
proteostasis celular. Son parte del mismo: (i) el sistema de chaperonas, que
asiste en el plegado proteico, y (ii) el sistema ubiquitina-proteasoma, que
elimina las proteinas mal plegadas. En conjunto, estos sistemas contribuyen a
prevenir la acumulaciéon de proteinas mal plegadas y/o agregadas, hecho que,

en ultima instancia, provocaria dafios celulares [Chen y col, 2011].

Pequefias fluctuaciones en el pH y/o la composicién del medio intracelular
(presencia de iones metélicos o glucosaminoglicanos, entre otros), combinados
con la naturaleza metaestable del estado nativo pueden desplazar el equilibrio
hacia el desplegado o la agregacion. Asimismo, el plegado incorrecto puede
resultar la consecuencia de mutaciones en el gen que codifica para la proteina,
factor que podria disminuir la estabilidad del estado nativo. Ademas, también
pueden acumularse moléculas con plegado incorrecto bajo condiciones de
estrés celular que cursan con el incremento sostenido de la sintesis de
proteinas y/o provocan la diminucion de la capacidad funcional de los sistemas
de control del plegado. En condiciones fisiologicas, las proteinas mal plegadas
y agregados son rapidamente removidos por el sistema de degradacion para
pasar nuevamente al “pool” intracelular de aminoacidos [Nelson y col., 2008].

No obstante los rigurosos mecanismos de regulacién y asistencia al plegado de
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INTRODUCCION

proteinas, hay numerosas patologias en las cuales encontramos acumulacion
de proteinas mal plegadas. Entre algunas de las enfermedades que implican la
agregacion proteica, se encuentran las amiloidosis, las enfermedades
causadas por priones y otros trastornos provocados por el depésito de
proteinas. Aunque existe una relacion fisioloégica directa entre la edad y la
acumulacion de agregados proteicos, encontramos ejemplos en los cuales -si
bien se supone que la edad no seria la causa- aun se desconocen los
mecanismos que desencadenarian su acumulacion. Mas informacion al
respecto puede encontrarse en "AGREGACION PROTEICA AMILOIDE".

Existen varias formas de intervencién que han demostrado la capacidad de
prevenir o disminuir el plegado incorrecto y la agregacion in vitro. Entre ellos
podemos nombrar a modo de ejemplo a los ligandos que estabilizan el estado
nativo y a la presencia de péptidos competidores. Sin embargo, hasta ahora no
se han encontrado métodos generales que puedan aplicarse universalmente
para prevenir la agregacion. No obstante, encontramos una serie de estrategias
que con frecuencia han sido aplicadas con éxito. Actualmente los enfoques
mas prometedores implican el uso de chaperonas, la inmovilizacion sobre
matrices, mantener baja la concentracién de proteina, la adicibn de agentes
tales como arginina o el polietilen glicol (PEG) y el uso de proteinas de fusion,
entre otros [Fink, 1998]. Algunos de estos métodos se encuentran en etapa de
desarrollo para su aplicacion in vivo. Estas aproximaciones intentan evitar la
acumulacion de proteinas mal plegadas cuando fallan los sistemas celulares
naturales de prevencién y limpieza. A continuacion se detallan en la Tabla 1.1
(adaptada de Eiselle y col., 2015) las principales estrategias descriptas hasta el

momento.
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INTRODUCCION

ESTRATEGIA O AGENTE TERAPEUTICO TRASTORNO

REDUCCION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA

Drogas antiinflamatorias Amiloidosis secundaria AA

Reduccién del mMARN Amiloidosis secundaria AA

Inhibidores o moduladores de la B-secretasa Alzheimer

Moduladores de la y-secretasa Alzheimer

Inhibidores del proteasoma Amiloidosis primaria AL

ARNi Amiloidosis primaria AL

ESTABILIZACION DE LAS PROTEINAS

Estabilizadores cinéticos Amiloidosis TTR

CONTROL DE CALIDAD DE PROTEINAS

Pequefias moléculas activadoras de la respuesta “heat
shock” y otras respuestas activadas ante la aparicion
de proteinas mal plegadas.

Enfermedad de Huntington,
Amiloidosis TTR

Alzheimer, Parkinson,

Inhibidores de la Hsp90 Enfermedad de Huntington

Inhibidores de la Hsp70 Alzheimer

Alzheimer, Enfermedad de
Huntington

Inhibidores de la enzima que cataliza
lamdesubiquitinacion

REMODELACION DE FIBRAS AMILOIDES

Parkinson, Cardiomiopatia
relacionada con TTR

REMOCION DE FIBRAS AMILOIDES

Parkinson, Esclerosis lateral
amiotréfica, Demencia Fronto-
temporal

Anticuerpos cataliticos Amiloidosis TTR

REMOCION DE PROTEINAS Y AMILOIDES

EGCG

Variantes de la Hsp104 desagregasa

Inmunizacién pasiva con amiloide 8 y tau Alzheimer
Inmunizacién activa Alzheimer
Inmunizacién pasiva Parkinson

ESTADIO DE
DESARROLLO

Aprobado
Fase preclinica

Fase clinica

Fase clinica
Aprobado

Fase clinica

Aprobado

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase preclinica

Fase clinica
Fase clinica
Fase preclinica

Tabla 1.1. Estrategias terapéuticas emergentes para el tratamiento de enfermedades degenerativas.

Adaptada de Eiselay col., 2015.

Abreviaturas: AA, proteina amiloide A; Amiloidosis AL, amiloidosis causada por el amiloide de cadena liviana de la inmunoglobulina; EGCG,

Epigalocatequina-3-Galato; Hsp, proteina de shock térmico (por sus siglas en inglés “heat shock protein”); ARNi, ARN de interferencia;.TTR, transtiretina.
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INTRODUCCION

Resulta interesante destacar la estrategia descripta por Saelices y col. (2015),
que proponen una via para la inhibicibn de la agregacion de la trantiretina
(TTR) basada en péptidos. La agregacion amiloide de TTR se produce por
disociacion de la TTR tetramérica en mondmeros, éstos se despliegan
parcialmente en intermedios amiloidogénicos y se auto-asocian en oligdmeros
solubles y agregados amiloides. Los autores disefiaron inhibidores peptidicos
que tras la disociacion del tetramero se unen a sus segmentos idénticos e
impide el auto-reconocimiento y la agregacion. El complejo TTR unido al
inhibidor es mas estable que el mondémero pero menos estable que el
tetrdmero, lo que favorece el reensamblado del tetrAmero. Ademas, aunque los
inhibidores fueron disefiados para interactuar después de la disociacion del
tetramero, pueden actuar a nivel de la fibra amiloide tapando las fibras
emergentes e impidiendo un crecimiento adicional. En cualquier caso, la
interaccion estérica de tipo cremallera de los inhibidores peptidicos bloguearia
la auto-asociacién y la agregacion de proteinas. Su mecanismo de accion
permite un tratamiento combinatorio con compuestos estabilizadores de
tetrAmeros, que podria ser un enfoque terapéutico eficaz [Saelices y col.,
2015].
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AGREGACION PROTEICA

En los ultimos afios se ha dedicado mucho esfuerzo a la comprension del
complejo proceso de agregacion proteica. La agregacion de proteinas es un
fendbmeno por el cual las mismas, bajo ciertas condiciones, adoptan una
conformacién que desencadena su polimerizacion. Dicho mecanismo puede
resultar en la formacion de agregados amorfos, cuerpos de inclusién o fibras
amiloides. En el caso del estudio in vitro de proteinas, la aparicion de
agregados habitualmente es una dificultad que entorpece o impide su analisis.
Las consecuencias de la presencia de agregados proteicos en la industria
biofarmaceltica puede resultar devastadora desde el punto de vista
econémico. Peor aun, el efecto inmunogénico in vivo de los mismos puede
llegar a ser letal en pacientes a quienes se les administra un biofarmaco

contaminado con dichas impurezas.

La prevalencia de la agregacion de proteinas es, probablemente, mucho mayor
de lo que generalmente se estima, llegando incluso a pasar inadvertida en
experimentos que evallen el plegado de proteinas in vitro. [Fink y col., 1998].
Es conveniente clasificar la agregacion de proteinas de acuerdo con las
siguientes categorias: i) in vivo 0 in vitro y ii) ordenada o desordenada. Las
fibras amiloides (tanto in vivo como in vitro) son ejemplos de agregados
ordenados, mientras que generalmente los cuerpos de inclusion y agregados

amorfos son ejemplos de agregados desordenados.

La agregacion de proteinas involucra tanto a proteinas en estado desplegado
como nativas. Se supone que la formacién de cuerpos de inclusién y de otros
agregados durante la etapa de plegado surge de la interaccion hidrofébica
entre estados incorrectamente plegados o desnaturalizados. En el caso de las
fibras amiloides y otros agregados extracelulares, éstos surgen a partir de
proteinas plegadas en conformacion nativa (en un proceso analogo al de la
polimerizacién de la hemoglobina S [Ferrone y col., 1985]). Sin embargo, se
sugiere que el proceso de agregacion seria muy factible de ser iniciado a partir
de la existencia de intermediarios parcialmente plegados. Una importante
implicancia de esta afirmacion es que la agregacion podra ser promovida por

factores y/o condiciones que favorezcan el enriquecimiento en la poblaciéon de
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estos intermediarios de plegado. Vale aclarar que las caracteristicas
estructurales y propiedades fisicoquimicas de estas especies intermediarias
podrian ser significativamente diferentes de las de la proteina en sus estados
nativo o desplegado [Fink, 1998].
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AGREGACION PROTEICA AMILOIDE

El auto-ensamblado de proteinas en estructuras supramoleculares ordenadas
insolubles y enriquecidas en hoja-B, conocidas como fibras amiloides, esta
relacionado con un numero reconocidamente creciente de trastornos humanos
severos y en muchos casos finalmente letales, agrupados bajo la denominacién
de amiloidosis. Tal como se detalla en la Tabla 1.2., estos trastornos incluyen a
las enfermedades de Alzheimer y Parkinson -dentro del grupo de las patologias

mas conocidas-, asi como también a las encefalopatias espongiformes e,

inclusive, a la diabetes mellitus tipo II.

TRASTORNO

Alzheimer
Encefalopatia espongiforme

Parkinson
Amiloidosis primaria sistémica
Amiloidosis secundaria sistémica
Demencia fronto-temporal
Amiloidosis senil sistémica
Polineuropatia familiar amiloide |
Amiloidosis relacionada a la hemodidlisis
Polineuropatia familiar amiloide 111
Amiloidosis finlandesa sistémica hereditaria
Angiopatia cerebral amiloide hereditaria
Diabetes mellitus tipo Il
Carcinoma medular de tiroides

Amiloidosis atrial

Amiloidosis no neuropatica sistémica
hereditaria

Amiloidosis localizada relacionada a la
inyeccion con insulina

Amiloidosis renal hereditaria

Esclerosis lateral amiotréfica
Enfermedad de Huntington

Atrofia muscular espinal y bulbar
Ataxia espinocerebelar

Ataxia espinocerebelar 17

COMPONENTE PROTEICO ASOCIADO
péptido AR (placas); péptido Tau (ovillos)
Prion (completo o fragmentos)
a-sinucleina (silvestre o mutante)
Cadenas livianas Ig (completa o fragmentos)
Amiloide sérico A (completa o fragmento de 76 residuos)
Tau (completa o fragmentos)
Transtiretina (completa o fragmentos)
Transtiretina (mas de 45 mutantes)

B, microglobulina
Apolipoproteina Al (fragmentos)
Gelsolina (fragmentos de 71 residuos)
Cistatina C (fragmentos de menos de 10 residuos)
Polipéptido amiloide de los islotes (fragmentos)
Calcitonina (fragmentos)

Factor natriurético atrial

Lisozima (completa o fragmentos)

Insulina

Cadena A del Fibrinégeno a, transtiretina, apolipoproteina
Al, apolipoproteina All, lisozima, gelsolina, cistatina-C.
Superoxido dismutasa I(silvestre o mutante)

Huntington (completo o fragmentos poli(Q))

Receptor de andrégeno (completo o fragmentos poli(Q))

Ataxina (completa o fragmentos poli(Q))
Proteina de union a la caja TATA (completa o fragmentos

poli(Q))

Tabla 1.2. Resumen de las enfermedades amiloides mas comunes y las proteinas y péptidos asociados
a ellas. Adaptada de Sgarbossa, 2012 y Stefani, 2003.
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Una caracteristica comun a todas estas enfermedades es la aparicion de
agregados proteicos insolubles que se depositan en ciertos tejidos [Chiti y col.,
2006; Dobson, 2001; Rochet y Lansbury, 2000]. A pesar de la relevancia
médica de estas devastadoras enfermedades, se sabe relativamente poco
sobre las bases del propio proceso de agregacion proteica. Es muy grave el
hecho de que se cuente con tan escasa informacion acerca de la forma de
inhibir de forma segura la formacion de las especies toxicas. En este sentido, la
evidencia experimental indica que los agregados tempranos, tales como
oligobmeros solubles y protofibras, cumplirian un papel fundamental en la
promocion de los efectos patoldgicos de las amiloidosis [Haass y col., 2007;

Caughey y Lansbury, 2003].

La falta de comprension a nivel molecular del proceso mismo de agregacion
proteica es, por sobre todo, un obstaculo importante en la elaboracion de
estrategias de intervencion en patologias relacionadas con dicho fenébmeno. En
particular, se sabe poco sobre el papel que cumplirian los productos
intermedios. Asimismo, tampoco resultan claros los factores que determinan la
tendencia intrinseca de una cadena polipeptidica a auto-ensamblarse por
formacién de hojas B [Dobson 2003; Lansbury y col., 2006].

A pesar de la falta de rasgos comunes identificables tanto en la secuencia
como en la estructura tridimensional de proteinas implicadas en diferentes
enfermedades amiloides, los agregados fibrilares asociados a todas ellas se
caracterizan por un alto grado de orden estructural y un contenido mayoritario

de hoja B intermolecular [Calamai y col., 2005].
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Figura 1.1. Esquema del esqueleto de una fibra amiloide (centro) y su imagen por microscopia de fuerza
atomica (AFM, izquierda). A la derecha se observa la difraccion de rayos X de dicha estructura que
muestra con reflexiones caracteristicas en 4,8 Ay 9,6-11 A correspondientes al espaciado regular entre

las cadenas B apiladas y las hojas, respectivamente. Adaptada de Stefani, 2008.

Las fibras amiloides estan tipicamente formadas por dos o mas protofilamentos
elementales retorcidos el uno contra el otro, que forman una estructura similar
a una cuerda (Figura 1.1, panel izquierdo). Tal como se muestra en el panel
central, cada protofilamento esta constituido, a su vez, por una estructura de
nucleo ordenado donde cada mondmero proteico proporciona hebras B que se
apilan sucesivamente formando una hoja B paralela [Kajava y col., 2004] o
antiparalela [Qiang y col., 2012]. Esta se propaga a lo largo del eje de la fibra y
las hebras B que la componen se disponen perpendicularmente a dicho eje, en
una estructura conocida como “cross B”. El patron de difraccion de rayos X de
dicha estructura (Figura 1.1, panel derecho) muestra reflexiones que
corresponden a distancias de 4,8 A y 9,6-11 A, lo que da cuenta de la
regularidad en la separacion entre las hebras B apiladas y las hojas,
respectivamente [Stefani, 2008]. Tal como se mencion0 anteriormente, esta
estructura es comun a todas las fibras amiloides conocidas, a pesar de la falta
de similitud de secuencia y de la ausencia de semejanzas estructurales entre

las distintas proteinas amiloidogénicas originales [Chiti y col., 1999].

Se ha postulado que existiria un mecanismo comun capaz de describir la
formacion de los diversos agregados fibrilares. Por otra parte, un creciente
cuerpo de evidencia apoya la hipotesis “genérica" que afirma que la capacidad

de formar las hojas B constitutivas de las estructuras amiloides seria una
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propiedad inherente al esqueleto polipeptidico. Al ser sus grupos funcionales -
carbonilo e imino- aquellos que establecen la red de puentes de hidrégeno que
estabilizarian dicha estructura, todas las proteinas, al menos en principio,
poseerian la potencialidad de formar tales estructuras [Calamai y col., 2005].
Es por esta razon que se ha descripto que la toxicidad celular producida por los
agregados amiloides relacionados especificamente a enfermedades
neurodegenerativas se reproduce, en un grado similar, por otras proteinas no
relacionadas a la patologia [Stefani, 2003, Stefani y Dobson, 2003]. En la dltima
década, se ha encontrado que proteinas aparentemente no relacionadas con
enfermedades conocidas, se convierten in vitro en fibras amiloides que
conservan todas las caracteristicas fisicoquimicas de aquellas probadamente
vinculadas a enfermedades ya descriptas [Guijarro y col., 1998; Konno y col.,
1999; Villegas y col., 2000; Fandrich y col., 2001; De la Paz y col., 2004].

La potencial capacidad de una cadena polipeptidica de agregar dando origen a
fibras de tipo amiloide morfolégicamente similares -independientemente de la
composicién en aminoacidos y de la secuencia de las proteinas precursoras-
puede racionalizarse en términos fisicoquimicos relativamente simples. Tal
propiedad surge de la tendencia intrinseca de las proteinas o péptidos a auto-
ensamblarse en conjuntos poliméricos estabilizados por enlaces puente de
hidrogeno intermoleculares que se establecen entre segmentos de estructura 3
paralelos o antiparalelos. En este sentido, las proteinas naturales pueden ser
consideradas como polimeros de aminoacidos seleccionados evolutivamente
de manera tal que sus secuencias aminoacidicas estén optimizadas para
“desfavorecer” la agregacion promoviendo el correcto plegado en estructuras
compactas, aunque no rigidas. Esto se debe principalmente a que las
interacciones terciarias entre cadenas laterales ocultarian del solvente acuoso
tanto al esqueleto poliamidico como a los residuos que conforman el nucleo
hidrofébico de la proteina [Stefani, 2012]. Por el contrario, la agregaciéon -
estabilizada principalmente por interacciones secundarias- puede considerarse
el resultado de la expresion, en condiciones no naturales, de la tendencia
intrinseca del polipéptido a dar interacciones intermoleculares secundarias

[lanuzziy col., 2013 y las referencias citadas en la mismal.
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Entre los precursores solubles de los agregados amiloides se encuentran las
proteinas globulares, sus fragmentos y los polipéptidos nativamente
desplegados [Uversky y Fink, 2004]. Se ha demostrado que incluso aquellas
proteinas que en condiciones nativas adoptan conformaciones todo-a, son
capaces de formar estructuras amiloides in vitro [lanuzzi y col., 2013 y las

referencias citadas en la misma].

El mecanismo molecular que explica el crecimiento de las fibras amiloides
puede variar entre diferentes péptidos y proteinas, asi como también por
cambios en las condiciones de agregacion. Sin embargo, por lo general, el
proceso de agregacion se desencadena por factores que aumentan la
concentracion de estados conformacionales con mayor propension a la
agregacion  [Stefani, 2006]. Estas condiciones pueden favorecer
termodinamicamente la agregacion, dada la reduccién en la estabilidad
conformacional proteica [Stefani, 2006].

En lineas generales, las proteinas globulares experimentan desestabilizacion
estructural a raiz de factores tales como: mutaciones [Hurle y col., 1994;
McCutchen y col., 1995; Booth y col., 1997; Chiti y col., 2000; Niraula y col.,
2002], aumento de temperatura [Krebs y col., 2000; Moraitakis y Goodfellow,
2003], alta presion [De Felice y col., 2004; Ferrao-Gonzales y col., 2000],
acidificacion del medio [Khurana y col., 2001; Zurdo y col., 2001], o exposicion
a agentes organicos desestabilizantes [Chiti y col., 1999; Krebs y col., 2000],
como consecuencia de los cuales pueden agregar rapidamente. Cabe aclarar
gue la magnitud de la perturbacion necesaria para desencadenar la agregacion
puede ser diversa, generdndose estados globalmente o parcialmente
desplegados [Dobson, 2003; Uversky y Fink, 2004]. Incluso, en algunos casos,
se consolidan estados del tipo nativo que poseen sectores parcialmente
desplegados confinados a regiones locales de la estructura [Bousset y col.,
2002; Lee y col., 2003; Plakoutsi y col., 2004; Eakin y col., 2004]. Un caso
diferente esté representado por las proteinas nativamente desplegadas. Estas
exponen porciones extensas de la cadena polipeptidica al solvente acuoso de
manera tal que la agregacion podria ocurrir sin el requisito previo de que ocurra

un cambio conformacional de gran magnitud [Uversky y Fink, 2004].
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Las condiciones en las que se forman los estados parcialmente plegados antes
descriptos son, por lo tanto, aquellas que potencian la formacion de agregados
fibrilares. Por el contrario, condiciones que generen estados completamente
desplegados (como por ejemplo altas concentraciones de agentes
desnaturalizantes tales como la urea o el cloruro de guanidinio) evitarian la
agregacion ya que desestabilizan tanto las interacciones no covalentes

intracatenarias como las intercatenarias [Tanford, 1970].

Es importante sefialar una vez mas que serian los primeros agregados
formados -y no las fibras amiloides maduras- los potenciales responsables del
dafo celular y posterior deterioro del sistema nervioso central en las
enfermedades neurodegenerativas [Walsh y col., 2002; Bucciantini y col., 2002;
Caughey y Lansbury, 2003]. En los ultimos afios se ha alcanzado un consenso
mayor en la identificacion de las especies de mas alto poder citotoxico en el
proceso de amiloidosis. En este sentido, se ha descripto que la poblacién
heterogénea de fibras inestables conocidas como protofibrillas, o bien los
agregados prefibrillares, son las especies que se consideran mas citotdxicas.
En contraposicion a éstos, la fibra amiloide madura se reconoce como estable,
relativamente inerte, benigna e incluso “beneficiosa” por ser capaz de reclutar a

los oligbmeros mas toxicos [Stefani, 2008].

De esta manera, el estado nativo de una proteina puede ser considerado como
metaestable con respecto a la fibra amiloide debido a las altas barreras
cinéticas asociadas con el auto-ensamblado in vivo de las cadenas
polipeptidicas [Baldwin y col., 2011]. Mas informacion respecto de esto ultimo
se puede encontrar en la seccién “EL MODELO DE PAISAJES DE ENERGIA
PARA EL PLEGADO Y LA AGREGACION’.

La toxicidad de los precursores fibrilares fue confirmada por la aparicion en
tejidos de pequefios oligomeros que preceden la expresion clinica de la
enfermedad. Esto podria explicar la frecuente observacién de falta de
correlacion entre la carga de depdsitos amiloides y la gravedad de los sintomas
clinicos. Estas consideraciones han planteado un interés notable en determinar
las caracteristicas estructurales de estos intermediarios toxicos aunque su

inestabilidad hace muy dificil su caracterizacién estructural [Stefani, 2008].
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De manera relevante, la agregacion proteica se constituye también como un
importante cuello de botella en el éarea biotecnologica. Esto resulta
particularmente critico para la produccion y purificacion de proteinas
terapéuticas, hecho que potencialmente dificulta la administracion de muchos
farmacos a base de polipéptidos [Ventura y Villaverde, 2006]. Ademas, la
presencia de agregados proteicos en formulaciones terapéuticas reduce la
eficacia del farmaco y puede causar respuestas inmunes graves en los

pacientes [Rosenberg, 2006].

En un campo diferente, el auto-ensamblado controlado de proteinas y péptidos
en estructuras de tipo amiloide podria constituir una alternativa atractiva para

desarrollar nuevos nanomateriales [Mitraki, 2010].
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MECANISMO DE AGREGACION

Vale la pena recordar que las fibras amiloides son sorprendentemente similares
entre si en su morfologia y propiedades estructurales a pesar de originarse a

partir de proteinas con diferentes secuencias aminoacidicas.

De un modo general se ha demostrado que la formacion de fibras involucra
casi universalmente, un proceso de polimerizacién que puede ser descripto por
una curva sigmoidea. La cinetica de formacion de los amiloides se divide en
tres fases (Figura 1.2, curva verde): (i) una fase de nucleacion en la que los
monomeros experimentan cambios conformacionales y tienden a asociarse
para formar ndcleos oligoméricos, (i) una fase de elongacion, en la que los
ndcleos crecen rapidamente por adicion masiva de mondémeros para format

fibrillas hasta alcanzar el estado de fibras maduras (iii).

& Adcsinde semtas

w— ARrEgACiAn -

Figura 1.2. Cinética de formacion de fibras amiloides (curva verde) representada por una curva sigmoidea con una
fase de nucleacion, seguida de una fase de elongacidn rapida para culminar en la fase de maduracién. La adicion
de semillas reduce el tiempo de latencia e induce la formacion de agregados mas rapidamente (curva roja).

Adaptado de Kumar y Walter, 2011.

La primera fase también se denomina "fase de retardo" (fase lag) y es la etapa
durante la cual las especies solubles se asocian para formar los ndcleos. Aqui

ocurre una transicion desde la estructura nativa hacia especies oligoméricas de
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conformacion en hoja B [Sgarbossa, 2012]. Perturbaciones en la conformacién
proteica pueden desplazar el equilibrio inicial del proceso hacia una situacién
caracterizada por el enriquecimiento en especies con mayor propension a la

agregacion tales como son las especies parcialmente plegadas [Stefani, 2003].

La nucleacién es un paso termodinamicamente desfavorable, y por ende es el
“‘paso limitante” del proceso de agregacion. Esta etapa depende tanto de la
proteina en cuestion como del medio [lanuzzi y col., 2013, Stefani, 2008]. La
nucleacion requiere, en primera instancia, de la auto-asociacion de monomeros
solubles, un proceso termodinamicamente desfavorable y, por ello, que
transcurre lentamente. En la fase de nucleacion los mondémeros sufren cambios
conformacionales se auto-asocian para constituir nicleos oligoméricos ricos en
estructura B [Kumar y Walter, 2011]. Ademas, se han identificado mecanismos
de nucleacion secundaria dependientes o independientes de monémero. Los
primeros operan por ruptura de las fibras existentes mientras que los segundos
por catdlisis de nucleacion sobre la fibra, procesos que conducen a la

formacion de nucleos adicionales [Knowles y col., 2009; Cohen y col., 2011].

La segunda fase es denominada "fase exponencial" o "fase de crecimiento” y
constituye un proceso termodindmicamente favorable. Se puede subdividir en
varios pasos a través de los cuales las especies monoméricas solubles se
adicionan progresiva e irreversiblemente a los extremos de las estructuras
preformadas ricas en hoja B. En este fendbmeno juegan un papel fundamental
las interacciones hidrof6bicas, los enlaces puente de hidrogeno y las
interacciones de apilamiento (Pi-stacking). Las protofibrillas se forman durante
la fase de crecimiento y representan los elementos estables iniciales en la via
de formacién de fibras. Hay dos posibles mecanismos de crecimiento de fibras
(Figura 1.3): (i) de alargamiento de hoja B, en el que la fibra crece mediante la
adicion de mondmeros o péptidos individuales al final de cada hoja B, y (i) la
adicion lateral o “ramificacion”, en la que la fibra crece mediante la adicion de
monomeros de forma lateral. Ambos mecanismos parecen contribuir de manera

similar desarrollo de fibras.
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En la tercera fase o "fase de saturacion”, las fibras estan completamente
formadas y se asocian entre si para formar fibras maduras estables
[Sgarbossa, 2012].

Finalmente, la formacion de fibras amiloides puede también proceder a través
de un proceso de "polimerizacion sembrada”. En este, la adicion de semillas
(agregados preformados o nucleos) reduce drasticamente el tiempo lag vy
adelanta la fase exponencial, induciendo la formacion de agregados mas

rapidamente (Figura 1.2, curva roja) [Sgarbossa, 2012].
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EL MODELO DE PAISAJES DE ENERGIA PARA EL PLEGADO Y
LA AGREGACION

Poco después de los experimentos clasicos de Anfinsen sobre la
renaturalizacion de proteinas desplegadas [Anfinsen, 1973], Levinthal
reconocio la dificultad conceptual de suponer que una molécula busque al azar,
a través de la exploracion de un numero astrondmico de configuraciones
desplegadas, aquella estructura nativa en un tiempo biol6gicamente relevante
[Levinthal, 1969]. Para resolver esta paradoja postulé el concepto de via de
plegado de proteinas. La busqueda de esta(s) via(s) motivd numerosos
estudios experimentales. Entre los muchos modelos planteados para el
plegado proteico encontramos el difusional-colisional [Karplus y Weaver, 1994],
la nucleacion-condensacion [ltzhaki y col., 1995], el rompecabezas [Harrison y
Durbin, 1985] y el colapso hidrofébico [Agashe y col., 1995].

Mas recientemente, el concepto de "embudo de plegado” [Leopold y col., 1992]
generaliza la nocion de vias, dado que esta basado en la caracterizacion
estadistica del paisaje de energia para el plegado [Bryngelson y col., 1995;
Wales, 2003], y ha sido hasta ahora el mas ampliamente aceptado. En este
marco, el plegado de proteinas puede ser considerado como una rampa con
multiples vias de evolucion a través del paisaje de energia libre. Este paisaje se
representa como un embudo en cuyo fondo encontrariamos la especie de
menor energia [Noe y col., 2009; Yon, 2002]. La teoria del paisaje energético
surge entonces como una descripcion estadistica del proceso de plegado de
una proteina. Se supone que el estado nativo se alcanzaria a través de un
conjunto de vias alternativas de plegado en lugar de -tal como describen otros
modelos- a través de una serie de pasos secuenciales. Se sugiere que el
modelo mas realista de un paisaje energético es el de un embudo de superficie
rugosa y sesgada hacia la estructura nativa. Esta descripcion ha sido
desarrollada utilizando herramientas de la mecanica estadistica de sistemas
desordenados -siendo el vidrio el modelo mas ampliamente conocido-,
polimeros simples y transiciones de fase de sistemas [Onuchic y col., 1997]. En
la representacién del embudo de plegado, la profundidad del pozo representa
la diferencia de energia libre entre el estado nativo y el estado desplegado.

Asimismo, el ancho del mismo representa la entropia conformacional del
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sistema. La idea principal que se desprende de esta teoria es que,
globalmente, el paisaje energético se asemeja a un embudo que presenta
“trampas” (anfractuosidades) en las que la proteina puede residir
transitoriamente [Onuchic y col., 1997]. Finalmente, el paisaje de energia
resuelve el hecho de que so6lo un pequefio numero de todas las
conformaciones posibles deba ser muestreado por la proteina a lo largo de su
transicion hacia la estructura nativa. De alguna manera, la eficiencia y la
rapidez del proceso de plegado han sido optimizadas por la seleccion natural a

través de la evolucion [Chiti y Dobson, 2006].

Entropia

Energla

Figura 1.4. llustracion de un paisaje de energia combinado para el plegado de proteinas y su
agregacion. Se muestra un embudo de plegado para describir la busqueda conformacional de una sola
cadena de polipéptido (gris claro). A la derecha, la asociacion intermolecular de proteinas aumenta
dramaticamente la rugosidad (gris oscuro). Extraido de Jahny col., 2008.
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En la Figura 1.4 se puede ver un modelo combinado de paisaje energético para
el plegado de proteinas (gris claro) y la agregacion (gris oscuro). Ambas
regiones muestran una considerable rugosidad, sin embargo, el minimo de
energia de las fibras amiloides maduras podria ser mas profundo y mas agudo
que el de las proteinas monoméricas nativas. Esto puede entenderse dada la
rigidez estructural de las fibras amiloides, asi como también por el propio
mecanismo de polimerizacion dependiente de la nucleacién [Jahn y col., 2008].
La imagen destaca la diversidad de estados conformacionales potencialmente
muestreables para una proteina cuando es estabilizada por contactos
intramoleculares (proteina monomeérica) o intermoleculares (intermediarios de
agregacion y fibras maduras). El establecimiento de contactos intermoleculares
se refleja como un aumento en la rugosidad del paisaje para la agregacion de
proteinas con respecto a lo que se muestra en el lado del paisaje
correspondiente al plegado hacia el estado nativo. Se observa claramente que
la barrera de energia que debe superar una cadena polipeptidica -ya sea
desplegada o plegada- para tener acceso al paisaje de agregacion y generar
los nucleos de agregacion, suele resultar el paso limitante de la velocidad del
proceso de agregacion [Hartl y Hayer-Hartl, 2009].
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EL MODELO ESTRUCTURAL

Las proteinas ligadoras de &cidos grasos (LBP) se asocian de forma reversible
y no covalente con lipidos, mejorando en gran medida su solubilidad acuosa y
facilitando asi su transporte entre tejidos y dentro de la célula. La relevancia de
su existencia radica en ofrecer a la célula la combinacion adecuada de lipidos,
optimizando su biodisponibilidad de modo tal de adecuarla a cada situacion
fisiolégica particular y, por lo tanto, influir sobre los procesos que dependen de
lipidos, tales como aquellos involucrados en pasos clave de vias de
sefalizacion o provisidn de energia. Vale destacar que existen muy pocas
LBPs con actividad enzimatica reportada [Glatz, 2015 vy las referencias citadas

en la misma).

La presencia de estas proteinas ha sido descripta en diversos tipos de células
eucariotas especializadas tales como el tejido epitelial y el neural. Las LBPs se
pueden clasificar en dos grupos de acuerdo con su ubicacion: intracelulares
(iLBP) y extracelulares (eLBP) [Banaszak y col., 1994]. A su vez encontramos:

proteinas solubles y otras unidas a la membrana.

Estas proteinas pueden unir, entre otros ligandos, acidos grasos, acil-CoA,
esteroles o retinoides, Aunque comparten una funcionalidad comun, presentan
diversos motivos estructurales. Un caso particular lo revisten las LBPs de
nematodes ya que, contrariamente al predominio de estructura 8 de la familia,
en estos organismos encontramos proteinas enriquecidas en estructura de
hélice a tales como las proteinas de unidn a acidos grasos y proteinas de union
a retinol (FAR) y la poliproteina de nematodo alergeno/antigeno (PAN). Las
FAR estan presentes como diversas isoformas en cada especie y las PAN se
organizan como grandes precursores compuestos por varias repeticiones en
tandem que pueden mostrar diferentes funciones. Dado que estas proteinas no
tienen homologos en plantas o animales, representan blancos potenciales
terapéuticos para nuevos medicamentos antiparasitarios [Kennedy, 2000;
Solovyova y col., 2003]. Dentro del grupo de proteinas a también podemos
encontrar a la proteina de unién a acil-CoA (ACBP), cuya estructura es de un
manojo de cuatro hélices a con conectividad up-down que -adoptando una

orientacién en forma de V-, da lugar a la cavidad de unién a ligando [Kragelund
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y col., 1999]. Por otro lado, la proteina transportadora de esterol 2 (SCP2) y la
proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP) pertenecen a la clase af. La
primera cuenta con una hoja  de 5 hebras unida en la cara interna a una capa
de 5 hélices a [De Berti y col., 2013; Stolowich y col., 2002]. La PLTP presenta
una estructura mas compleja formada por una ldmina de 5 hebras 3 en una

cara y 9 hélices a en la otra cara [Kuzin y col., resultados no publicados].

A pesar de la variabilidad descripta, el barril B prevalece como el motivo de
plegado y union mas comunmente encontrado entre los diferentes miembros de
la familia de LBPs. La mayoria de ellas se caracterizan por un patrén de
plegado estrechamente relacionado, aunque pueden llegar a compartir tan sélo
un 20 % de similitud en la secuencia aminoacidica. De hecho, la caracteristica
distintiva de la mayoria de las LBPs es su arquitectura simple de barril B, el cual
da lugar a una gran cavidad que permite acomodar el ligando hidrofobico. Las
hebras que forman el barril se ordenan en forma antiparalela de tal manera que
la red de enlaces puente de hidrégeno se establece entre la hebra i y las
hebras (i+1) y/o (i-1). En las tres dimensiones, todas las hebras -incluso la
primera y Ultima hebra- estan situadas de modo tal que forman una escalera de
enlaces puente de hidrégeno [Banaszak y col., 1994]. En otras palabras, esta
topologia corresponde a un barril up and down [Branden y Tooze, 1999]. Las
formas extracelulares (eLBPs) -a menudo se hace referencia a ellas como
“lipocalinas’- son barriles cuasi-esféricos de 8 hebras y cuentan con,
aproximadamente, 175 aminoacidos de longitud. Por el contrario, los miembros
intracelulares (iLBPs) son algo mas cortos (130 residuos de aminoacidos).
Debido a su aspecto mas achatado, estos barriles de 10 hebras se denominan

en ocasiones “B clams”.

Las proteinas de unién a &cidos grasos (FABP) pertenecen a la familia
multigénica y conservada de las iLBPs. La funcion comun a todas las FABPs es
la de unir acidos grasos y/o ligandos hidréfobicos. Si bien se ha introducido una
nomenclatura numérica para los diversos [Hertzel y Bernlohr, 2000], las FABPs
aun conservan el nombre de los tejidos en los que fueran descriptas por
primera vez, o bien el de aquél en donde se expresan predominantemente. Hay
gue reconocer, sin embargo, que tal nomenclatura es un tanto confusa, ya que

la mayoria de los tejidos expresan diferentes FABPs en forma simultanea
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[Haunerland y Spener, 2004]. Cada FABP presenta un perfil de unién a ligando
que resulta Unico y coincide con las diferentes demandas en la
biodisponibilidad de las especies de lipidos de cada tejido [Storch y Thumser,
2010].

Figura 1.5. Estructura cristalogréafica
refinada de la proteina ligadora de
acidos grasos de intestino de rata con
acido palmitico unido (2IFB). Se
indican el nombre de las hebras sobre
la figura.

Las FABPs son proteinas monoméricas con estructura de tipo barril B
antiparalelo constituido por dos hojas [ de cinco hebras cada una,
denominadas BA-BE y BF-BJ (Figura 1.5) Estas hojas estan dispuestas en una
orientacion casi ortogonal y delimitan la cavidad de union del ligando. El barril
FABP resulta aplanado y presenta discontinuidad en la red de puentes de
hidrégeno entre las hebras BD y BE. Todas las hebras 3 estan conectadas por
giros B a excepcion de BA y BB, donde aparece un motivo hélice-vuelta-hélice.
Este ultimo esta formado por dos hélices a cortas pero bien definidas, que se
ensamblan y cierran en la parte superior de la cavidad de unién del acido
graso. En contraposicion con la mayoria de las proteinas globulares vy
compactas, el interior de las FABPs es mayormente hueco y esta ocupado por
una gran cantidad de moléculas de solvente. De este modo, el nucleo

hidrofébico resulta pequefio y esta desplazado del centro de la proteina.

Desde un punto de vista estructural, uno de los miembros mas estudiados de
esta familia es la proteina de unidn a acidos grasos de intestino de rata (IFABP,
Figuras 1.5 y 1.6A). Esta proteina de 131 aminoacidos no contiene residuos

Pro ni Cys, simplificando asi el mecanismo de plegado, y por lo tanto
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minimizando la probabilidad de formacion de cuerpos de inclusion [Sacchettini
y col., 1990]. Su estructura es la tipica de un barril § de esta clase, formado por
diez hebras antiparalelas que se ordenan en dos hojas ortogonales de cinco
hebras cada una, y se ha resuelto por cristalografia de rayos X tanto en la
forma apo (libre de ligando) como en las formas holo (con oleato o palmitato
unido) [Sacchettini y col., 1989; Scapin y col., 1992 y 1993]. Ademas, la
estructura en solucion de estas formas ha sido resuelta por resonancia
magneética nuclear [Hodsdon y Cistola, 1997 y 1997b y Hodsdon y col., 1996].
Se ha visto que el extremo metilo del acido graso interactia con cadenas
laterales de la regién a-helicoidal y que el carboxilato se encuentra enterrado
profundamente en el interior de la cavidad interactuando mediante un puente

i6nico con el grupo guanido del residuo Arg106.

IFABP A98BA A78A

4
U
A

Y,
Vg Q?'»
T
“‘. \‘\ 7
Figura 1.6. Sobre el diagrama de cintas de IFABP (A) se eliminaron los segmentos 1-28 y 127-131 para
representar A98A (B) y los segmentos 1- 28 y 107-131 para el caso de A78A (C). Cada proteina se
muestra en dos orientaciones: vista lateral (panel superior) y vista inferior (panel inferior). El acido graso

se representa en color naranja, los residuos del nicleo hidrofébico en rojo y la Arg106 en violeta. Con

flechas color verde se indica la posible exposicién de bordes libre en las variantes abreviadas.

En cuanto al mecanismo de plegado de IFABP, se ha propuesto un modelo
jerarquico [Yeh y col., 2001]. Segun este esquema, el polipéptido desplegado
colapsaria primeramente en una estructura semi-compacta que rodea a un

nacleo hidrofébico que involucra los residuos en Phe47, Phe62, Leu64, Phe68,
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Trp82, Met84 y Leu89. A continuacion, las hebras BB a BG se propagarian
hacia fuera desde el nacleo hidrofébico de una manera analoga a un engranaje
0 una cremallera. Aunque estos segmentos no estarian estrechamente ligados,
las interacciones son suficientes como para establecer la topologia nativa. Por
ultimo, esta estructura sirve como base para plegar las tres hebras 3 restantes
(BH-BJ), completando asi la red de enlaces puente de hidrégeno nativa. Como
tal, la constitucion de la estructura nativa se fundamenta en la interaccion
coordinada entre las dos mitades de la proteina. Se ha argumentado que
péptidos de IFABP de cualquier mitad de las valvas no formarian por si mismos
una estructura de hoja B [Ropson, resultados no publicados, como se cita en
Yeh y col.,, 2001]. En este escenario, el cierre del barril B seria un paso
fundamental para la consolidacion de la estructura. Mas especificamente, esta
regiébn comprende una red de puentes de hidrégeno que involucra residuos de
la parte distal de las hebras BA y BJ, cada uno de ellos pertenecientes a
diferentes hojas B. El giro de la hebra BA es un requisito para alcanzar este
objetivo. Esto le permite ponerse en contacto con sus vecinos: el extremo N-
terminal hace contacto con BB, mientras que el extremo C-terminal interactia
con BJ. Aunque no es la Unica, ésta representa una estrategia muy utilizada,
por proteinas B para evitar la agregacion por los bordes [Richardson y
Richardson, 2002].

La agregacion y consecuente insolubilidad han sido clasicamente fenomenos
comunes que se han encontrado habitualmente en el disefio de proteinas f.
Sin embargo, éstas se producen y se pliegan exitosamente en la célula. Por el
contrario, intentos de disefiar o abreviar motivos B han fracasado al encontrarse
con los problemas mencionados de insolubilidad. Por otra parte, se sabe que la
acumulacion de estructuras B dicta el proceso de génesis amiloide, lo que
conduce incluso a especular que la fibra B seria en realidad la estructura mas
estable para muchos polipéptidos, alin mas estable que el propio estado nativo
[Dobson, 2004]. En este contexto, el disefio de novo de proteinas B ha
resultado extremadamente dificil [Pessi y col., 1993; Quinn y col., 1994 y West
y col.,, 1999]. En general, las proteinas B disefiadas de novo son rara vez
solubles y monoméricas, y con frecuencia han requerido de muchas rondas de

redisefio para lograr una construccion exitosa. Colateralmente, varios disefios
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originalmente destinados a ser proteinas B han resultado, en cambio, valiosos
como modelos para el estudio sobre la formacién de fibras amiloides. Un
analisis retrospectivo permite evidenciar que la caracteristica amiloidogénica de
las hojas B regulares o de los “sandwiches B”, seria la exposicion de bordes
libres al solvente, situacién en la cual tanto los grupos donantes como los
aceptores ya estan dispuestos para interactuar. Como consecuencia de estas
dificultades, no hay muchos ejemplos de intervencion en barriles 3. En este
contexto, el conocimiento disponible acumulado sobre IFABP la hace atractiva
como objetivo para realizar sobre ella untervenciones estructurales. La eleccion
apropiada de la estrategia de trabajo podria servir para evaluar el impacto de
las modificaciones estructurales sobre la topologia, la capacidad de union a

ligandos y la tendencia a la agregacion.

Desde hace varios afios, en nuestro laboratorio, realizamos estudios biofisicos
tendientes a comprender el plegado de éstas proteinas  usando como modelo
IFABP. ElI enfoque utilizado para avanzar en el conocimiento sobre los
determinantes estructurales y funcionales claves fue el de abreviar
sisteméticamente la proteina madre en la medida en que se obtuvieran
construcciones estables y bien plegadas. En lugar de aplicar un procedimiento
de disefio "racional" para lograr nuevas formas, hicimos uso de la "seleccién”
natural impuesta por la protedlisis controlada. Esta herramienta ha sido
utilizada para fines tales como el de definir los limites de un dominio por
remocion de sus sectores flexibles y desestructurados [Dalzoppo y col., 1985;
Darby y col., 1996]. Es sabido que las regiones poco compactas pueden ser
removidas aplicando esta técnica, lo que permite el aislamiento del segmento
mas resistente a la protedlisis que, por ende, seria una entidad proteica estable
[Vindigni y col., 1994]. Este enfoque se basa en la descripcion de sub-estados
conformacionales nativos de IFABP (apo y holo proteina) con propiedades
definidas que resultaron tener diferente susceptibilidad al ataque enzimatico
[Arighi y col., 2003]. Con esta herramienta en mano, fue posible disecar el barril
B constitutivo de esta proteina modelo [Curto y col., 2005; Curto y col., 2009;
Franchiniy col., 2009].

Para IFABP existe un equilibrio entre al menos dos conformaciones nativas con

diferente flexibilidad en el subdominio helicoidal. Estas se corresponden con un
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estado abierto y localmente flexible y con otro estado cerrado mas rigido. Este
altimo corresponde a holo-IFABP, la forma proteica unida al ligando acido
graso. Esta forma es la que mostré la mas alta resistencia a la protedlisis y dio
origen a A98A, el fragmento limite obtenido tras la digestién de holo-IFABP con
clostripaina (ArgC) (Figura 1.7).

A98A fue posteriormente clonada, expresada en Escherichia coli y
caracterizada estructural y funcionalmente [Curto y col., 2005 y 2009]. Dicha
variante resultd ser una forma truncada estable, monomérica y funcional de
IFABP. Esta proteina, incluye los 98 amino&cidos correspondientes a la
secuencia 29-126 de IFABP (y la adicion de una metionina N-terminal) y su
peso molecular es de 11 kDa. Por comparacion con la proteina de longitud
completa, A98A esta desprovista de la hebra BA, la mayor parte del subdominio
helicoidal y los ultimos cinco aminoacidos pertenecientes a la hebra BJ (Figura
1.6B y 1.7). Este truncamiento lleva a la pérdida de ambos segmentos
implicados en el cierre del barril B. A pesar de esto, esta variante retiene un
contenido sustancial de hoja B y conserva interacciones terciarias nativas. Las
razones de este notable comportamiento podrian estar relacionadas con el
papel auxiliar desempenado por los segmentos eliminados y con la
conservacion de todos los residuos criticos del nacleo hidrofébico, es decir,
aguellos que participan en el evento de nucleacion que conduce al estado
plegado. A98A podria plegarse a través de un esquema jerarquico similar al de
IFABP. Este proceso podria conducir a una topologia nativa similar a la de la
proteina madre con un ndcleo compacto analogo, pero dotada de una periferia
expandida. Por su propia naturaleza, A98A podria constituirse en un modelo
minimalista, potencialmente capaz de poblar estados intermediarios discretos
escasamente representados en el “ensamble” conformacional de la proteina de
longitud completa. Por otra parte, a pesar del extenso truncamiento, A98A
retiene la capacidad de unir 4cidos grasos aunque con afinidad menor que la
que presenta IFABP. Es digno de destacar que A98A carece de cualquier
tendencia a agregar en las condiciones ensayadas. Esto sucede a pesar de la
probabilidad de que surjan bordes libres en la construccion (ver flechas verdes
en Figura 1.6B).

41



z

INTRODUCCION

“eurediISo|D BWIZUS €] 9P 81102 3P SONIS SO| Ueolpul sepekeiqns sena| seT ‘uabuo ap euialoid | ap BIOUSNIaS Bl ap oleqap ensanuw

8S dgv4l 8p BeuLepundas BINJoNIISa ap SOJUSWIId SO| ap eonewsanbsa ugeluasaldal e "y8.V A V86V ‘dgv4l ap seolpioeoulwe Seiouanodas /T einbiq

........................ m><_._m_xo_w_gm_x.._xO\/._x—zOmEtéo._.._tho,qu><u_ﬂ>0Jmu_>>o_1mu_zmwmx>._._._x20m0._._h.fqzordol_xz e s e = e i s e
0 09 0% oF o€ 0z ol

C e -mx.qm_>0m>_.>»O_szow_mm\cq_._mxoy_o>mx .._x0>._x_v_0mEgob._whoo<._m><um>o ._mh_>>o_7__mmzmwmx>._;.*xzom_0h_.—._wjzo_.&o._xs ...........................
06 08 09 ot 0€ 0z 0l vaev

rd 1d HY o9 49 d ad o)) g9 1ES v

DHLENTIAOIALALDIN mzo SIFFATITANONAAT xu_x0>._xz 03N ._.>>._.0 17319071SAYd o>0-_wn_>>o_2m_mzmw PALDINOIO ._._._. AN oxﬁOJxmxgz_OEwame >2mzv.._ AAMLOQIY

42



INTRODUCCION

Del mismo modo, en una segunda ronda de protedlisis, holo-A98A dio origen a
un nuevo fragmento limite que fue denominado A78A (Figura 1.6C). Esta nueva
construccion de 9 kDa de peso molecular carece de los segmentos 1-28 (al
igual que A98A) y 107-131 (siendo 20 aminoacidos mas corta que A98A). Aqui
nuevamente, a pesar del truncamiento se conservan todos los residuos

pertenecientes al nucleo hidrofébico de IFABP.

Seguidamente, A78A fue clonada, expresada en E. coli y caracterizada
estructural y funcionalmente [Franchini y col., 2009]. Diversas técnicas
espectroscopicas apoyan el hecho de que A78A adopte una conformacion
estable y bien plegada aunque algo expandida. La caracteristica mas distintiva
de A78A es que se obtiene en forma de dimero que preserva la capacidad de
unir acidos grasos. De hecho, la interaccion con el ligando provoca una leve
pero significativa ganancia en estructura. Se podria especular que los extensos
segmentos eliminados en A78A pudieron determinar la aparicion de bordes
libres en los protbmeros que promovieron la dimerizacion, evitando asi la

formacion de agregados de orden superior (ver flechas verdes en Figura 1.6C).

Contando en nuestro laboratorio con esta familia de proteinas  y sabiendo que
todo polipéptido seria plausible de generar fibras, y que estas Ultimas
presentan una organizacion en hoja B, podriamos suponer que dichas
proteinas tendrian una mayor propensién a agregar en forma de fibras por
estar formadas mayoritariamente por estructura (. Ademas, las variantes
abreviadas podrian presentar bordes libres y es justamente la evasion de la
exposicion de dichos bordes la principal estrategia descripta para evitar la
agregacion. De alguna manera, esta exposicion podria estar minimizada en

A78A, al tratarse de un dimero intrinseco.

Sin embargo, veremos en el transcurso de este trabajo de tesis que
sorpresivamente, el comportamiento de estas proteinas -en cuanto se refiere a
su tendencia a la agregacion- no se corresponde linealmente con las

predicciones de la literatura.
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EL COSOLVENTE TRIFLUOROETANOL

R F
)':\/OH
F

Figura 1.8. Modelo de espacio lleno (izquierda) y estructura quimica (derecha) del compuesto 2,2,2

trifluoroetanol.

Sobre la base de lo mencionado previamente, IFABP y sus formas abreviadas
emergen como modelos Utiles para evaluar comparativamente el papel de
distintos determinantes estructurales frente al desafio impuesto por agentes
perturbadores de la conformacion proteica. De estos estudios surgen lecciones
acerca del impacto sobre la topologia y la tendencia a la agregacion de
proteinas todo-B. En este sentido, decidimos desafiar nuestros modelos con
2,2,2 trifluoroetanol (TFE, Figura 1.8). A lo largo de los afios, se han descripto
propiedades y se les han dado mudltiples usos a este alcohol fluorado. A
continuacion se muestra, a modo de resumen en la Tabla 1.3 (extraida de Buck
y col. 1998), las principales aplicaciones como cosolventes del TFE y otros

alcoholes.
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APLICACION SISTEMA "PROPOSITO

Estabilidad Péptidos de ~5-20 aminoacidos y Determinar de propension a formar o-

conformacional de fragmentos proteicos hélices. Determinar estructura por
péptidos RMN
Correlacionar con funciones biolégicas,
Mimético de membranas | Péptidos, fragmentos proteicos y comparar con intermediarios de
0 ambientes de proteinas proteinas intactas plegado de proteinas, favorecer

insercién en membranas.
Purificar péptidos, provocar el plegado
de proteinas a partir de agregados
insolubles, mejorar cinéticas de
plegado, prevenir la degradacion
guimica, disociar complejos, mejorar
propiedades dinamicas.

Péptidos anfipaticos o hidrofébicos.
y proteinas recombinantes
Proteinas con espectros de RMN
“pobres” (poca dispersion de
desplazamiento quimico)

Solubilizacién de péptidos
y proteinas

Modificacién de la

NI Mejorar, alterar o anular actividades
dindmica interna y la

catalisis mediado por Enzimas enzimaticas, generacion de
. P cosolventes
proteinas
Acidos nucleicos Duplex de DNA Provocar transiciones estructurales (de
la forma B a la forma A)
- Modificar la estructura y fluidez de una
Lipidos Membranas membrana.
Otras Péptidos, proteinas y ligandos Disefiar modificadores de estructura.

Tabla 1.3. Aplicaciones del TFE y otros alcoholes. Adaptada de Buck y col., 1998.

Aunque se conocen desde hace mucho tiempo los efectos del TFE sobre los
péptidos y las proteinas, los mecanismos fisicos por los cuales éste y otros
cosolventes relacionados afectan la conformacion de la cadena polipeptidica
aun no han sido dilucidados completamente [Buck, 1998]. Se sabe que los
cambios conformacionales producidos por TFE dependen no sélo de la
concentracion del cosolvente sino también de otras condiciones de la solucion,
de la secuencia de aminoacidos y de la estructura de las proteinas [Buck,
1998].

Con el objetivo de explicar las caracteristicas particulares de este cosolvente se
resume en la Tabla 1.4 (extraida de Chitra y Smith, 2001) las propiedades

fisicas del TFE por comparacion con las del agua y del etanol.
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Propiedad AGUA ETANOL TFE Unidad
Masa 18.02 46.07 100.04 g/mol
Densidad 0.997 0.789 1.383 glem’
Volumen molar 18.07 58.69 72.32 cm /mol
Viscosidad 0.89 1.10 1.78 cp
Coeficiente difusional 2.3 1.1 0.6 10-9 mz/s
Tension superficial 72 22 220 % mN/m
Compresibilidad isotérmica 4.63 9.91 10.64 10-5 atm'l
Coeficiente de expansién térmica 0.256 1.096 1.255 103 K'l
Calor de vaporizacién 43.99 42.31 43.97 kJ/mol
Capacidad calorifica 75.35 177.78 J/mol/K
Segundo coeficiente del virial ~1.43 -35 ~3.4 10" m’/mol
pKa 15.3 16.0 12.5
Momento dipolar (gas) 1.85 1.69 D
Momento dipolar (liquido) 26 2.46 D
Constante dieléctrica 78 24 27
Solvatacion del CH, 8.4 2.4 kJ/mol

Tabla 1.4. Propiedades del agua, etanol y TFE a 300 Ky 1 atm. Adaptada de Chitra y col., 2001

* Obtenido a 298K por Gente y La Mesa, 2000.

Como puede verse en la tabla, el TFE presenta una menor constante
dieléctrica con respecto al agua pura, lo que podria debilitar las interacciones
hidrofébicas dentro de la molécula proteica. Al mismo tiempo, este efecto
reforzara las interacciones electrostaticas locales (incluidos los puentes de
hidroégeno), dentro de los segmentos de estructura secundaria ordenada de las
proteinas [Tanford, 1970; Uversky y col., 1997]. La acumulacion preferencial de
las moléculas de alcohol fluorado alrededor de las superficies de péptidos y
proteinas -sugerido por resultados experimentales y de simulacién- desplazaria
el agua, eliminando uniones puente de hidrogeno alternativas y proporcionando

un ambiente con constante dieléctrica baja [Rezaei-Ghaleh y col., 2008].

La presencia del grupo -CF3; demuestra un caracter hidrofébico y esto esta
apoyado por la menor energia libre de solvatacién del metano en TFE por
comparacion con el agua, aunque el proceso de solvatacion siga siendo
desfavorable. El efecto inductor de los sustituyentes de flior aumenta la acidez
del proton del hidroxilo por comparacion con el del etanol, lo que lo hace ser

mejor donante de protones o enlaces puente de hidrogeno, pero mas pobre

46



INTRODUCCION

aceptor [Buck, 1998; Llinds y Klein, 1975]. Se ha sugerido que tal interaccion
preferencial podria conducir a una mayor formacién de puentes de hidrégeno
intramoleculares [Rajan y Balaram., 1996; Guo y Karplus, 1994]. Ademas, el
TFE interactta sélo débilmente con residuos no polares, lo que significa que no
perturbaria seriamente las interacciones hidrofébicas del interior proteico.
Como consecuencia, TFE promoveria una mayor estabilidad en lugar de inducir

la desnaturalizacion [Roccatano y col., 2002].

Resultados obtenidos por Carrotta y col. [2009] muestran que hasta una
concentracion de ~16 % v/v TFE, la estabilidad de la solucion proteica seria
controlada principalmente por la repulsion estérica interproteica con una
contribucion significativa de la solvatacion molecular [Carrotta y col., 2009].
Bajas concentraciones de TFE aumentarian la poblacion helicoidal en regiones
de la proteina con alta propension intrinseca a formar estructura secundaria, lo
cual indicaria que su efecto no se manifiesta en forma independiente de la
secuencia de aminoacidos [Lehrman y col., 1990; Hackl, 2014]. De todos
modos, ha sido reportado que el TFE puede favorecer también la formaciéon de
hojas B [Carrotta y col., 2009].

Al aumentar aiin mas la concentracion de TFE, la atraccion entre las moléculas
de proteina basicamente determinada por el efecto hidrofébico se vuelve
prevalente, conduciendo eventualmente a la agregacién proteica [Carrotta y
col., 2009]. Que el efecto sea mas notable en alcoholes sustituidos con fltor se
ha atribuido a la formacion de conglomerados de moléculas de alcohol en las
mezclas de alcohol/agua (“micelle-like clusters”), que expondrian a las
proteinas a concentraciones locales altas de alcohol [Hong y col., 1999]. El
caracter hidrofobico del grupo -CF3; puede ser el factor responsable de la
formacion de dichos conglomerados, los cuales se producen cuando la
concentracion alcanza ~30 % v/v TFE en agua [Hong y col., 1999; Chitra y
Smith, 2001]. Es importante destacar que no ocurre separacion macroscoépica
de fases. A concentraciones aun mas altas de TFE (>45 % v/v TFE), los
conglomerados desaparecen, dando como resultado una solucion homogénea
[Hong y col., 1999].
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PROTEINAS INTRINSECAMENTE DESORDENADAS

Las proteinas nativamente desplegadas o intrinsecamente desordenadas
(IDPs, por sus siglas en inglés “Intrinsically disordered proteins”) muestran poca
0 ninguna estructura secundaria/terciaria estable en su estado funcional [Hackl,
2015]. La segunda mitad del siglo pasado fue testigo del continuo avance de la
biologia estructural, exaltando la nocion general que indica que una estructura
definida es prerrequisito para cumplir su funcién [Tompa, 2011]. Actualmente
estd bien establecido que las IDPs y las regiones intrinsecamente
desordenadas dentro de las proteinas (IDRs, por sus siglas en inglés
“Intrinsically disordered regions”) se distribuyen ampliamente en la naturaleza,
e incluso son mas comunes en los eucariotas que en el resto de los
organismos menos complejos. Mas aun, alrededor del 50 % de las proteinas de
mamiferos pueden contener en su estructura largas regiones desorganizadas
(> 30 residuos), y ~25-30 % pueden ser total, o casi totalmente, desordenadas.
En la célula, coexisten proteinas ordenadas y desordenadas que se comportan

de manera similar respecto de su estabilidad y tiempos de vida [Hackl, 2015].

La presencia o ausencia de una estructura ordenada esté determinada por la
secuencia aminoacidica de la proteina. Hoy en dia, este concepto esta
ampliamente aceptado y se utiliza en algoritmos de prediccion. La mayoria de
las proteinas nativamente desplegadas se caracterizan por la combinacion de
baja hidrofobicidad (que conduce a una menor fuerza impulsora hacia la
compactacion) y alta carga neta a pH neutro (que conduce a una fuerte
repulsion electrostéatica) desfavoreciendo la formacién de estructura compacta
[Uversky y col., 2000]. Se observa incluso una deplecién en residuos de
caracter hidrofobico (triptéfano, tirosina, fenilalanina y leucina) que, por lo
general, estan ubicados predominantemente en los motivos de interaccion.
Estas caracteristicas de la secuencia desfavorecen la nucleacién hidrofébica y

el posterior plegado de la proteina [Hackl, 2015].

Estudios recientes demostraron que la esfera de hidratacion de las IDPs es
significativamente mayor que la de las proteinas globulares de similar peso
molecular. Esto se debe a la falta de estructura compacta en las IDPs y a la

presencia de amplias superficies de interaccion expuestas [Uversky, 2011].
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Segun diversos autores, las IDPs cumplirian diferentes funciones, entre las
cuales podemos nombrar: actuar como chaperonas, como “cerdas entropicas”
“barriendo” moléculas del espacio, y como receptores basurero [Tompa Yy
Kovacs, 2010]. Numerosas funciones identificables fueron asignadas para
ellas, incluyendo el reconocimiento molecular a través de la unidon a otras
proteinas o a acidos nucleicos [Uversky, 2011]. La evaluacion de la asociacion
entre una funcion particular con el nivel de desorden intrinseco en el conjunto
de proteinas conocidas que llevan a cabo esa funcién, mostraron que muchas
enfermedades se correlacionan con la presencia de proteinas predichas como
desordenadas [Uversky, 2011]. Estas pueden verse conformacionalmente
alteradas y aun presentar ganancia de funcion aberrante [Briegel y col., 2005].
La explicacién se encuentra precisamente en el hecho de estar implicadas en

puntos criticos de varias vias de sefializacidon y regulaciéon (hubs).

Entre las proteinas desordenadas mas ampliamente estudiadas asociadas a
enfermedades se encuentran a-sinucleina, p53 y las proteinas asociadas al
HPV (por sus siglas en inglés Human papillomavirus) [Hackl, 2015]. Debido a la
abundancia de las IDPs y las IDRs asociadas con las vias de sefializacion y las
principales enfermedades (enfermedades neurodegenerativas, cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes) es que ha surgido el concepto de
D% “desorden en los trastornos” (“disorder in disorders") [Uversky, 2011]. En
contraposicion, se ha descripto que IDRs dentro de las proteinas podrian
actuar como cerdas entrGpicas que barren cierta region espacial e impiden su
interaccién con otras proteinas inhibiendo, de este modo la agregacion o

interacciones indeseables.

El funcionamiento biolégico de las IDPs implica a menudo una transicion hacia
una conformacion mas compacta, que puede ser promovida por la interaccion
con blancos de union y/o por cambios en el entorno de la proteina. Al ser
extremadamente flexibles, las proteinas desordenadas pueden seguir
diferentes vias de plegado en funcién de un objetivo vinculante, interactuando
asi con multiples ligandos fisiolégicos relacionados estructuralmente. Muchas
proteinas desplegadas muestran un acoplamiento energético estracho entre
union y plegado. Recientemente se ha demostrado que la flexibilidad
estructural de las IDRs puede darles una ventaja funcional adicional al acceder
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a sitios de unién ocultos en los blancos de union. Ademas, las IDRs podrian
ayudar en el proceso de plegado de otras proteinas. Al mismo tiempo se
demostré que el paradigma de “acoplamiento de union y plegado” no es
universal dado que algunas IDPs no muestran el fendmeno de unién acoplado

a una determinada transicion “desordenado a ordenado” [Hackl, 2015].

Un enfoque que ha sido esclarecedor en el estudio de las IDPs y las IDRs ha
sido el uso de predictores de desorden. Utilizando colecciones de IDPs y IDRs,
se han elaborado predictores que, a partir de una secuencia conocida de
aminoacidos, reconocen “orden” o “desorden” [He y col., 2009]. Hasta la fecha,
se han desarrollado mas de 50 predictores de esta clase. Para nuestro trabajo
hemos hecho uso de tres algoritmos de la clase PONDR (Predictors of Natural
Disordered Regions). PONDR incluye, a su vez, varios procedimientos que
predicen regiones desordenadas con diferente longitud y en cualquier lugar de
una secuencia [Xue y col., 2010].
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OBJETIVOS GENERALES

El objetivo ultimo mas general de nuestra investigacion es aportar informacion
bésica relevante para la comprensién de los procesos involucrados en la
generacion y/o en la prevencion de la formacion de las fibras amiloides.

Para alcanzar este objetivo nos valemos de modelos estructurales de proteinas
todo-B desarrollados en nuestro laboratorio. A partir de la proteina que une
acidos grasos de intestino de rata (IFABP) y con el fin de localizar los
determinantes minimos de plegado y funcionalidad del barril B, se produjeron
las variantes abreviadas A98A y A78A. Vale recordar que la estrategia seguida
para su obtencion no fue la del disefio racional, sino que se hizo uso de una
herramienta “natural’, como es la fragmentacion con proteasas.
Posteriormente, éstas formas abreviadas estables y bien plegadas fueron
clonadas y expresadas en forma recombinante. Dichas proteinas, que
comparten sectores centrales de la secuencia aminoacidica, cuentan con
caracteristicas estructurales diferenciadas que se resumen a continuacion:
IFABP es monomeérica y compacta (AG°+.0= 5.61 + 0.56 kcal. mol™, Curto y
col., 2005 y 2009),

A98A es naturalmente monomérica y expandida (AG°y20= 3.27 *+ 1.29 kcal. mol
- Curto y col., 2005 y 2009) y

A78A es dimérica y también expandida (AG°40= 3.19 + 0.43 kcal. mol™;
Franchini y col., 2009).

Este sistema de estudio nos permite desafiar algunas de las hipodtesis
establecidas en el area de la agregacion proteica, y comprobar la validez
general de premisas establecidas en el contexto de proteinas todo-f.
Analizaremos como influyen factores tales como la estabilidad conformacional y
la presencia de segmentos particulares de la estructura primaria sobre la

tendencia a la agregacion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Las variantes abreviadas de IFABP comparten sectores de una secuencia
aminoacidica comun (Figura 1.7). Los estudios conformacionales previos sobre
estas proteinas en solucion indican que las mismas conservarian intacto el
nacleo hidrofébico pequefio y desplazado de IFABP (Figura 1.6). Al haber
perdido los segmentos N- y C-terminales involucrados en el cierre del barril 3,
la periferia presentaria mayor movilidad que la propia de la proteina madre. Es
esta flexibilidad incrementada la que conduce a que ambas variantes
abreviadas estén expandidas, es decir, presenten un radio mayor al predicho
para una proteina globular compacta del mismo peso molecular.
Adicionalmente, la variante A78A cambié su organizacion cuaternaria,
obteniéndose naturalmente como un dimero. Podria especularse que esto
sucederia para “ocultar” el area hidrofébica expuesta del interior de la cavidad
y/o para lograr resolver la potencial mayor exposicion de bordes B libres. A
pesar de la disminucion de la estabilidad, ambas variantes abreviadas resultan
solubles y no presentan tendencia espontanea a la agregacion.

Nuestra propuesta apunta al estudio sistematico de la estabilidad y la tendencia
amiloidogénica de IFABP, A98A y A78A, y a la comprension mas acabada de la
estructura de estas variantes. Asi, se investigard en detalle el mecanismo
cinético del proceso de agregacion inducido por 2,2,2 trifluoroetanol (TFE) y las
caracteristicas morfolégicas de los agregados y, se discutird el papel de los

determinantes estructurales que previenen o inducen la agregacion proteica.

Por efectividad y ventajas metodoldgicas, el cosolvente TFE se eligi6 como
agente perturbador del estado nativo. Como principal pardmetro experimental
se evaluara el impacto de diferentes concentraciones de dicho agente sobre la
conformacién y sobre la propension a la agregacién de las tres proteinas
(IFABP, A98A y A78A).
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Inicialmente se ensayara un rango amplio de concentraciones a fin de:

- determinar la presencia/ausencia de agregacion manifiesta a cada

concentraciéon de TFE.

- analizar globalmente el impacto de distintas concentraciones de TFE
sobre la estructura tridimensional mediante espectroscopias (CD vy

fluorescencia).

- evaluar la reversibilidad del proceso de agregacion y/o de los cambios

conformacionales asociados.

Luego, se focalizardn los estudios sobre aquellas concentracion(es) que

conduzca(n) a la agregacion:

- se examinaran las caracteristicas morfologicas de los agregados que se

obtuvieren (mediante tinciones y microscopias visible y electrénicas).

- se estudiara el proceso de agregacion desde el punto de vista cinético
con el objetivo de plantear un modelo que lo describa.

- se complementara la informacion experimental con la obtenida por

prediccién computacional.

Seguidamente se investigara el impacto del agregado de TFE a

concentraciones menores que aguellas necesarias para disparar la

agregacion. De este modo podra evaluarse si existieren alteraciones

conformacionales precedentes al fenomeno de agregacion:

- se evaluara por técnicas espectroscopicas (CD y fluorescencia) el
cambio en estructura secundaria y terciaria. Se complementara el
estudio conformacional con informacion derivada de mediciones de NMR

en ausencia y presencia de co-solvente.

- se determinard la estabilidad de cada una de las tres proteinas a

distintas concentraciones de TFE.

- se realizaran otros ensayos bioquimicos y biofisicos que nos permitiran

la evaluacibn comparativa de las estructuras proteicas en cada
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condicién. Entre otros, se probard la resistencia diferencial a la
protedlisis; el cambio en el tamafio en solucion mediante dispersion de la
luz (LS, por sus siglas en inglés, light-scattering), la modificacién en su

capacidad de unién de acidos grasos, etc.

- nuevamente, aqui se complementara la informacién experimental con la

obtenida por prediccibn computacional.

Por ultimo se extenderan estos estudios a los eventos tempranos que

ocurran tras el agregado de TFE por las técnicas espectroscépicas,

basicamente por CD y fluorescencia.

En todos los casos, la informacion obtenida para cada proteina sera
comparada entre si a fin de permitir concluir acerca de los determinantes

estructurales que conduzcan o eviten la agregacion.
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MATERIALES Y METODOS

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

Expresion proteica

Para lograr la expresion de IFABP de rata se utilizé el plasmido pET11a
(cedido por A. Kleinfeld, La Jolla, California, USA) y como huésped para
este sistema de expresioén, se utilizo la cepa de Escherichia coli BL21(DE3).
El fragmento recombinante A98A fue clonado por PCR usando cebadores
(primers) 5-GGAATTCCATATGAAGCTTGGAGCTCATG-3’ y 5'-
CGCGGATCCTCACCGCTTGGCCTCCACTCCTTCGTACGTG-3'. Para el
fragmento  recombinante @ A78A se usaron los primers 5'-
GGAATTCCATATGAAGCTTGGAGCTCATG-3y 5-
CGCGGATCCTCATCGGACAGCAATCAGC-3". Ambos productos de las
clonaciones fueron digeridos con las enzimas NdEI y BamHlI, y clonado en
el vector pET-22b(+). En estos dos casos, se utilizo la cepa de Escherichia
coli BL26.

La primera etapa de la produccién es comun a las tres proteinas. Se
cultivan bacterias pertenecientes a una colonia transformada en medio LB-
ampicilina (100 ug ml™') con agitacién constante. Cuando la densidad 6ptica
a 600 nm del cultivo alcanza ~ 0.8, se induce la expresion con IPTG (0.4-1
mM) durante 150-180 min. Al cabo, se centrifugan las células a 5000 g
durante 10 min a 4 °C. Las bacterias contenidas en el pellet se pesan y
guardan a -20 °C. Al dia siguiente, las células se lisan por ultrasonido. La
pasta celular se descongela y se resuspende en el minimo volumen de
buffer Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM. Finalmente, se
centrifuga a 27000 g durante 60 min a 4 °C. El sobrenadante fresco es el
material de partida para la purificacién de IFABP. En cambio, para A98A y

A78A se usa el pellet celular que contiene los cuerpos de inclusién.
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Purificacién de IFABP
La purificacion de IFABP recombinante se basa en el protocolo de Lowe y
col. (1987) con algunas modificaciones introducidas por las Dras. Cecilia
Arighi y Lucrecia Curto en nuestro laboratorio (Arighi y col., 2003; Curto y
col., 2005).
Esquematicamente:

Adicion de sulfato de amonio soélido al sobrenadante hasta 70 % de

saturacion con agitacion continua durante 60 min a 4 °C

!
Centrifugacion a 27000 g durante 30 min a 4 °C

l
Dialisis del sobrenadante overnight a 4 °C contra Buffer A
(Tris-HCI 20 mM, pH 8.0)
l

Concentraciéon de la muestra por ultrafiltracion
l
Cromatografia de exclusion molecular (Sephadex G-100, columna de 2.7
cm x 93 cm, equilibrada y eluida en Buffer A)

!

Recoleccion de las fracciones que contienen IFABP

!
Diélisis overnight contra buffer Tris-HCI 30 mM, pH 9.0 a 4 °C

!

Cromatografia de intercambio anionico (DE-52, columna de 2.5 cm x 3 cm,
equilibrada en buffer Tris-HCI 30 mM pH 9.0).
Lavado de la matriz con el mismo buffer y elucion de IFABP en buffer Tris-

HCIl 30 mM, pH 9.0, NaCl 75 mM
!

Recoleccion de las fracciones que contienen IFABP
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Purificacion de A98A y A78A
La purificacion de A98A y A78A recombinantes se realiza segun el
protocolo disefiado por las Dras. Lucrecia Curto y Gisela Franchini en
nuestro laboratorio (Curto y col., 2005; Franchini y col., 2009).
Esquematicamente:
Lavado de los cuerpos de inclusion con
Buffer A, MgCl, 10mM y DNAsa 10 ug ml™, aproximadamente
1

Incubacion durante 30 min a temperatura ambiente

l
Centrifugacion a 27000 g durante 20 min a 4 °C

!

Disolucién de los cuerpos de inclusion en buffer A, Urea 2 M y glicina 5 mM
l
Incubacion durante 15 min a temperatura ambiente
(Se repite el procedimiento de disolucion 2 veces para aumentar el
rendimiento)

l
Centrifugacion a 27000 g durante 20 min a 4 °C

!

Dialisis del sobrenadante contra Buffer A overnight a 4 °C
l
Cromatografia de exclusién molecular (Sephadex G-100, columna de 2.7
cm x 93 cm, equilibrada y eluida en Buffer A)

!

Recoleccion de las fracciones que contienen A98A o A78A
l
Cromatografia de intercambio anionico (DE-52, columna de 2.5 cm x 3 cm,
equilibrada en Buffer A).
Lavado de la matriz con el mismo buffer y elucion de A98A o A78A en
Buffer A, NaCl 125 mM
l

Recoleccion de las fracciones que contienen A98A o A78A
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Como paso final coman a todos los protocolos de purificacion, la proteina se
conserva a —20 °C tras el agregado de 10 % glicerol como crioprotector.
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ESPECTROS DE ABSORCION DE LUZ ULTRAVIOLETA

Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro JASCO modelo 7850,
utilizando una cubeta de 1 cm de paso de luz. Las mediciones de turbidez se
tomaron a una longitud de onda de 350 nm con un ancho de banda de 1 nm.
Para las mediciones de cinéticas de agregacion, se eligié un intervalo de toma
de datos de 5 s (en el caso de A78A) o 10 s (en el caso de IFABP y A98A).
Para aquellas mediciones en equilibrio o a punto final, es decir, cuando ya no
se verifica evolucion de la sefial con el tiempo, las soluciones proteicas se
incubaron durante 2 h a la concentracion de 2,2,2 trifluoroetanol (TFE, Sigma-

Aldrich) indicada en cada caso.

Cuantificacion de proteinas

Previamente a los experimentos, las soluciones proteicas se dializaron
overnight contra buffer fosfatos (Sigma-Aldrich) 5 mM, pH 7.2, NaCl (Sigma-
Aldrich), 150 mM. El buffer asi descripto lo denomina como “Buffer PN8”. Las
mediciones se llevan a cabo por absorcion UV. La concentracién de las
soluciones proteicas se calculé a partir de la absorcion a 280 nm [Fasman,
1989] considerando los coeficientes de extincion molar calculados para IFABP,
A98A y A78A: 15911.9 cm™ M?*, 91535 cm™® M' y 6970 cm® M7,
respectivamente. A menos que se indique lo contrario, la concentracion de las

soluciones proteicas fue de 0.24 mg ml™.
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ENSAYO DE UNION A COLORANTES

Los ensayos de unién a Tioflavina-T (Th-T, Sigma-Aldrich) y Rojo Congo (RC,

Sigma-Aldrich) se realizaron segun Nilsson [Nilsson, 2004].

Ensayo de unién a Tioflavina-T

Las soluciones de proteina se incubaron durante 2 h a las concentraciones de
TFE indicadas en cada caso. Posteriormente se diluyeron (20 pl) en la solucién
de Th-T (2 ml, 50 uM). Tras mezclar utilizando el agitador magnético instalado
como accesorio del espectrofluorémetro, se midié la emision de fluorescencia
de las muestras a 482 nm (A del maximo de emisién) en cubeta de 1 cm de
paso. A la intensidad de fluorescencia medida para esta solucion se le resto la
correspondiente a una muestra de proteina sin TFE. La fluorescencia de esta

altima resulta igual a la de Th-T en solucién).

Ensayo de unidn a Rojo Congo

Soluciones proteicas incubadas durante 2 h a las concentraciones de TFE
indicadas en cada caso fueron centrifugadas y sus pellets himedos (5 ul) se
diluyeron en solucién de RC (7 mg ml™, 1 ml). Se realizé un barrido de 400 a
700 nm de las muestras y se resto el valor correspondiente a una muestra sin

proteina. Finalmente se graficé la absorbancia asi corregida a 540 nm.

Birrefringencia a la luz polarizada con Rojo Congo
Se prepard una solucion saturada de colorante RC en 80 % EtOH acuoso. A
esta solucion filtrada se le agregd NaCl hasta saturacion en exceso y se filtrd

nuevamente.

Soluciones proteicas fueron incubadas durante 2 h a 25 % v/v TFE. Al cabo, se
colocaron alicuotas (10 pl) sobre un portaobjetos y se las dejé secar a
temperatura ambiente. Posteriormente se cubrid con solucion colorante de RC
(200 pl) cada muestra y nuevamente se dejo secar. Las manchas se
examinaron bajo una lupa con magnificacion 50 X usando luz blanca polarizada

paralela y perpendicular.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Se incubaron muestras en 25 % v/v TFE durante 16 h a temperatura ambiente
y al abrigo de la luz. Al dia siguiente, los pellets se resuspendieron en buffer
PN8. Las muestras (5 ul) se colocaron en una rejilla de cobre recubierta de
carbono, y se dejaron reposar durante 2 min. A continuacion se lavaron con
agua destilada y se tifleron con acetato de uranilo (2 % p/v) durante 2 min. Las
imagenes fueron tomadas con un microscopio electronico de transmision
Philips EM 301 instalado en el Centro de Microscopias Avanzadas (Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires).
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ANALISIS DE LAS CINETICAS DE AGREGACION

El grado de agregacion fue monitoreado por la evolucion de la turbidez a 350
nm (Assonm) €N un espectrofotometro Jasco J-550 termostatizado a 25 °C. Las
muestras contienen: IFABP: 0.05 hasta 0.87 mg ml™ (3.6 a 58.3 uM); A98A:
0.04 hasta 0.54 mg ml™ (3.3 a 48.7 uM) o A78A: 0.02 hasta 0.50 mg mI™* (2.3 a
56.8 uM) en 25 % v/v TFE. Se afiadié una cantidad fija de TFE puro (213 ul) a
cada solucion proteica (637 ul) y el contenido se mezclé inmediatamente
invirtiendo la cubeta tres veces antes de comenzar la coleccion de las lecturas
de turbidez. Todo el procedimiento no insume mas de 10 s, un tiempo muerto

aceptable para mediciones cinéticas en una escala de tiempo de minutos.

Se comprobdé que las distintas series de datos cumplen con el escalado
fenomenoldgico descripto por Flyvbjerg y col. [1996]. La implicancia de la
satisfaccion de esta propiedad de escala es que todas las cinéticas comparten
el mismo mecanismo de ensamblado. En términos matematicos, esto puede
expresarse de la siguiente manera: A/A;,, = f(t/t;) donde A;,, es el valor
limite de turbidez cuando el tiempo tiende a infinito, mientras que t. es un

tiempo caracteristico para el proceso (por ejemplo t, 0 t 1)

Independientemente, se ajusté un modelo empirico [Wang y Kurganov, 2003] a
la turbidez medida para explicar la evolucién principal de la cinética de
agregacion y asi extraer los parametros que la caracterizan. El proceso se
reduce a considerar una reaccion irreversible a partir de la asociacion de

n moléculas de proteina no agregada P:

kn

nP = Fgg
donde F,,, es la forma agregada fibrilar y k, es la constante de

velocidad de orden n. De este modo, la velocidad de agregacion puede ser
descripta como la disminucion temporal de la concentraciéon de proteina no
agregada (vqgy = —d[P]/dt). Dado que se supone que la turbidez de la
solucion proteica es directamente proporcional a la concentracion de proteina
agregada, la evolucién de la turbidez con el tiempo sigue la expresion:

dA
2 = k Ay — A" (1)
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donde A es la turbidez a un tiempo dado t, A;;,, es el valor limite de la

n—1
turbidez cuando el tiempo tiende a infinito y k=% donde P, es la

lim
concentracion de proteina inicial (total). Cuando n = 1 (proceso de agregacion
de primer orden con respecto a la proteina) la ecuacion 1 se convierte en la

siguiente:

d
22 = ks (Ayim — A) 2)

donde k, es la constante de velocidad de primer orden. La integracion
de la ecuacion 2 da la expresion que describe la dependencia esperada de A

con t:

A= Ayp{l — e7at-t0)} (3)

donde t, es un lapso de tiempo durante el cual A~ 0 (en la practica
puede considerarse A/A;, < 0.1). El modelo fue ajustado a los datos
experimentales por analisis de regresion no lineal utilizando la herramienta
Solver de Microsoft Excel. La correlacion entre los datos experimentales y los
valores calculados se estimé mediante el coeficiente de correlacién R? [Wang y
Kurganov, 2003].
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ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular (CD, por sus siglas en inglés circular
dichroism) de las proteinas incubadas a diferentes concentraciones de TFE se
registraron en un espectropolarimetro Jasco J-810 calibrado con la sal de
amonio del acido d-10-canforsulfénico. Los datos en las regiones UV cercana
(250-320 nm), o UV lejana (200-250 nm) se colectaron a 25 °C usando cubetas
de cuarzo de 10 o 1 mm de paso, respectivamente. A menos que se indique lo
contrario, se utilizé una velocidad de barrido de 20 nm min™ con una constante
de tiempo de 1 s. Cada espectro se midié al menos tres veces y los datos se

promediaron para minimizar el ruido de la sefial.

Para las mediciones de los espectros de CD en los primeros tiempos del
proceso de agregacion, se tomo un Unico espectro inmediatamente luego del

mezclado con TFE hasta 25 % v/v.

La elipticidad molar se calculé como fuera descripta [Schmid, 1989]. Se calcul6

2 -1
la elipticidad molar ( [6] ) cuyas unidades son [° cm dmol ] de acuerdo con la
siguiente formula:

_100.6
T Lc

[6]

donde 6 es la elipticidad en grados que se obtiene a partir del registro
experimental; [ es la longitud del paso de luz en cm; ¢ es igual a C/MRW
siendo C la concentracién de la proteina en mg ml™* (determinada a partir del
espectro de absorciéon UV) y MRW el peso del residuo de aminoacido promedio
para cada proteina (114.5, 112.0 y 111.5 para IFABP, A98A y A78A,
respectivamente. Nétese que MRW resulta igual a MW /N; donde MW es el
peso molecular de la proteina y N es el nUmero de residuos de aminoacidos

por molécula de proteina.
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ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Las mediciones de fluorescencia se realizaron a 25 °C en un
espectrofluorimetro Jasco FP-6500 equipado con una celda termostatizada. Se
utilizaron cubetas de 0.3 cm y 1 cm de paso de luz, ambas selladas con una
tapa de Teflon. Se utiliz6 una velocidad de barrido de 200 nm min™ con una
constante de tiempo de 1 s. En todos los casos se restaron los blancos
correspondientes. Los parametros extraidos de cada espectro fueron la
intensidad integrada total }I;, la longitud de onda correspondiente al maximo
de emision de fluorescencia (4,,4,) O la longitud de onda del centro de masa

(CM). El parametro CM se calcula como la inversa de <v >,siendo <v >=

I . . . ,
ZZ;U’ donde I, es la intensidad de fluorescencia a una dada v (v es el nimero
v
1
de onda, :E)'

Fluorescencia intrinseca

Para espectros de emision de fluorescencia intrinseca la longitud de onda de
excitacion es 295 nm y la emision se colecta en el rango 310-410 nm. El ancho

de banda de los monocromadores de excitacion y emision fue fijado en 3 nm.

Unién y desplazamiento de acido 8-anilino 1-naftalen sulfénico
(ANS)

Mg2+ Figura 3.1. Estructura quimica del ANS.

Para los experimentos de union de ANS (Figura 3.1) se preparo una solucion
concentrada fresca de ANS (Sigma) en etanol absoluto. A partir de ella, y por
dilucion en buffer PN8, en ausencia o en presencia de 10 % v/v TFE, se obtuvo

una solucién de trabajo cuya concentracién se estimé precisamente a partir de
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-1
la absorcién a 350 nm (¢ = 4950 cm M ). Se utilizé un volumen de 2 ml de

350nm
soluciones proteicas (2 uM) en buffer PN8 en ausencia o en presencia de 10 %
v/v TFE y se afiadio el ligando a una concentracion final de 25 pM. Previamente
a la colecta de espectros, se incubaron las muestras por 3 min para asegurar la
adecuada equilibracion de las mismas. Se fij0 la longitud de onda del
monocromador de excitacion en 400 nm y se midieron los espectros en el
rango 420-600 nm (ancho de banda de 4 nm para la excitacion y 8 nm para la

emision) antes y después del agregado del ANS.

Para los experimentos de desplazamiento con &cido oleico, a las muestras
previamente incubadas con ANS se les afiadid acido oleico en una relacion

molar de 5:1 con respecto a la proteina.

En ningun caso la concentracion final de etanol excedio 2 % v/v.

Apagamiento de la fluorescencia (quenching) con acrilamida

Se agregaron secuencialmente alicuotas (30 ul) de una solucion fresca y
concentrada de acrilamida (4 M, Sigma-Aldrich) en buffer PN8 en ausencia o
en presencia de 10 % v/v TFE, a una solucién proteica (2 ml, 10 uM). EI cambio

en la sefal de fluorescencia intrinseca fue monitoreado a 25 °C.

Los datos obtenidos fueron analizados de acuerdo al formalismo de Stern-

Volmer:
Fy
T 1+ Ksv[Q]

donde F, y F son la intensidad de fluorescencia integrada en ausencia o en
presencia del apagador (Q, cuya concentracion se expresa en M),

respectivamente, y Ks, es la constante de Stern-Volmer (M™).

80



MATERIALES Y METODOS

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Los experimentos fueron llevados a cabo con una columna (Superdex-75)
acoplada a un sistema de FPLC (Amersham Biosciences). Se obtuvieron
perfiles de elucibn en ausencia o en presencia de TFE. La matriz fue
equilibrada en buffer PN8 en ausencia de TFE o adicionado hasta 10 % v/v,
respectivamente. La elucion de las distintas proteinas fue monitoreada a 280

nm.

El sistema de FPLC se encuentra acoplado a un modulo de dispersion de luz
estatica a multiples angulos (Multiple Angle Static Light Scattering, 3 angulos
en el médulo miniDawn de Wyatt) a partir del cual se obtiene el estado de
oligomerizacién de estas proteinas a 0 y 10 % v/v TFE. El procesamiento de los
resultados se realizé con el software ASTRA (Wyatt Technology, California,
USA).
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PROTEOLISIS LIMITADA

Los experimentos de protedlisis limitada se llevaron a cabo mediante la
incubacion de soluciones de IFABP, A98A o A78A con clostripaina,
quimotripsina o proteinasa K. Las digestiones enzimaticas se realizaron en PN8
a 30 °C tanto en ausencia como en presencia de 10 % v/v TFE, usando
relaciones enzima:sustrato de 1:20 y 1:200 (p/p). A diferentes intervalos de
tiempo se extraen muestras de la mezcla de incubacién para su analisis por

SDS-PAGE vy por espectrometria de masa.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS fue llevada a
cabo de acuerdo a la técnica descripta por Schagger y von Jagow [1987]. La
composicién del gel concentrador es 4 % T, 3 % C y la del gel separador 16.5
% T, 3 % C. Las muestras de mezclas proteoliticas obtenidas a diferentes
tiempos se calentaron durante 3 min a 96 °C en presencia de buffer muestra
(0.125 M Tris-HCI pH 6.8, azul de bromofenol 0.005 % (p/v), SDS 4 % (p/v),
glicerol 20 % (v/v), B-mercaptoetanol 2 % (v/v)). Los geles se prepararon
utilizando el equipo Mini-Prot de Hoefer. Se aplicoé un voltaje de 50 V durante el
periodo de la muestra al gel y, seguidamente, se elevd el voltaje a 100 V
durante el resto de la corrida electroforética. Los geles fueron tefidos con
Coomassie Brilliant Blue G coloidal (CBB 0.1% (p/v), H3PO4s 2 % (V/V),
(NH4)2S04 15 % (p/v)) y destefiidos con metanol.

Espectrometria de masa de ionizacién por electrospray (ESI
MS)

Las muestras de mezclas proteoliticas obtenidas a diferentes tiempos de
incubacion fueron analizados por ESI-MS luego de una separacion por
cromatografia de RP-HPLC en linea con el espectrometro. Se utilizO una
columna de fase reversa C4 (Vydac). Estos experimentos fueron llevados a
cabo en un espectrémetro ThermoFisher LCQ-Duo equipado con detector de
trampa iénica instalado en el LANAIS-PROEM (FFyB, UBA-CONICET, Buenos

Aires).
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ENSAYOS DE UNION A LIGANDOS

e = OH

A — B

Figura 3.2. Estructura quimica del acido oleico (18:1 cis-9, (A) y del acido trans-parinarico (18:4 todo trans,(B)

La union del &cido oleico (Figura 3.2A, Sigma-Aldrich) y acido trans-parinérico
(Figura 3.2B, t-PA, Sigma-Aldrich) a las proteinas fue monitoreada observando
los cambios por CD tanto en la region UV lejana como cercana. Las soluciones
concentradas del acido graso fueron preparadas en etanol. En primer lugar se
colectaron los espectros de las proteinas (15 uM) en buffer PN8 en ausencia o
en presencia de 10 % v/v TFE y, posteriormente, tras el agregado del acido
graso en una relacion molar proteina:ligando de 1:4 para el acido oleico y 1:1
para el t-PA, incubando en oscuridad y a temperatura ambiente por 15 min para

asegurar que el sistema llegue al equilibrio.

En ningln caso la concentracion final de etanol excedié el 2 % viv.
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DESNATURALIZACION EN EL EQUILIBRIO

Por temperatura

La desnaturalizacién térmica se monitore6 siguiendo la caida en el valor
absoluto de la elipticidad molar a 216 nm de soluciones proteicas (12 yM) en
buffer PN8 en ausencia o en presencia de 10 % v/v TFE. Un volumen de 2 ml
de cada una de las soluciones proteicas fue calentado de 25 a 95 °C mediante
un dispositivo Peltier a una velocidad de 0.5 °C/min en una cubeta de cuarzo
de 1 cm de paso Optico sellada con un tapén de Teflon. Los valores obtenidos

fueron corregidos sustrayendo el aporte del buffer a la sefial dicroica.

Para las proteinas que desnaturalizan de forma reversible de acuerdo a una
transicion simple de dos estados -situacion/condicion que significa que el
estado desplegado (U) esté en equilibrio con la estructura nativa (N) y no
existan intermediarios en cantidad significativa- se ajustaron las siguientes

ecuaciones a los datos:
0
AG®yy = —RTln;—Z = AH®, + AC,(T —Ty) —T [(AZ—m’") +AC, In (%)] (@)

S= fu(Son +bxT) + fu(Sou + byT) (b)

La ecuacion (a) expresa el cambio de energia libre standard el AG%y, en
términos de la temperatura (T), la temperatura media de la transicién térmica
(T,,) el cambio de entalpia standard de la transicién (AH®,,) y el cambio en la

capacidad calorifica (AC,) entre los estados U y N.

En la ecuacion (b), fy Yy fy son la fraccidn nativa y desnaturalizada en el
equilibrio, respectivamente (notese que fy + fy = 1) y T,, es la temperatura a la
cual fy Yy fy resultan iguales (=0.5). La sefal observada en cualquier punto (S)
se interpreta como la suma de las contribuciones de las sefales nativa Sy vy
desnaturalizada S; presentes en la mezcla en equilibrio. Suponiendo una
dependencia lineal de Sy y Sy con la temperatura, Sy Y So y son las sefiales de
CD en ausencia de agente desnaturalizante para los estados N y U,
respectivamente y, by y by son las pendientes de la pre- y post-transicion,

respectivamente.
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Para los experimentos en presencia de 10 % v/v TFE, la existencia de un
proceso de agregacion de cardcter irreversible concomitante con la
desnaturalizacion no permitié aplicar este modelo. En estos casos se calculo la
temperatura de onset de agregacién (Ton) como se indicara la Figura 4.35.
Este valor se obtiene después de ajustar una linea recta a los valores del
voltaje aplicado al fototubo para las temperaturas en la zona de pre-transicion y
otra recta para los valores correspondientes en la zona de la transicion
propiamente dicha. El valor de abscisas de la interseccion entre ambas rectas

corresponde a Ton.

Por agentes quimicos

Se prepararon antes de muestras individuales de concentracion fija de proteina
(12 uM) y creciente del agente desnaturalizante: cloruro de guanidinio (0 a 3 M
final GAmMCI) o urea (0 a 8 M final urea) segun corresponda. Las soluciones
proteicas y el agente desnaturalizante se prepararon en buffer PN8 en
ausencia o en presencia de 10 % v/v TFE. Tras 60 min de incubacion, la
transicion conformacional fue monitoreada midiendo la variacion en la
fluorescencia intrinseca de las proteinas en estudio (a 25 °C), tal cual fue

descripto anteriormente.

A los datos obtenidos se ajusté la ecuacién ¢ que describe un modelo de dos
estados [Santoro y Bolen, 1988]. Cabe destacar que para A78A se considero el
proceso de disociacion del dimero como un proceso acoplado y simultdneo con

el de desnaturalizacion [Franchini y col, 2009].

0
A6%,0

__ (ay+byD)+(ay+byD)e” ~ RT
S= 260, 0 ()

1+ e RT

donde ay Yy by, Y ay Y by son los valores de ordenada al origen y pendiente en
las zonas de la pre- y la post-transicion, respectivamente, y D es la
concentracion molar de desnaturalizante en cada punto. El parametro que se
obtienen: AGOHZO, es la diferencia de energia libre standard entre el estado
nativo y desnaturalizado, R la constante universal de los gases ideales y T, la

temperatura absoluta en grados Kelvin. Al cabo de cada ajuste por regresion
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lineal, se obtuvieron cotas de error (con Sigma-Plot) para cada parametro

derivadas del error residual absoluto.
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NMR

Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés
“Nuclear Magnetic Resonance”) de las proteinas (300 M) en ausencia o en
presencia de TFE (Sigma Aldrich) fueron colectados a 25 ©°C en un
espectrémetro Bruker 600 MHz Avance III (Bruker Instruments, Inc., Billerica,
MA, USA) equipado con una criosonda de triple resonancia. Los datos de RMN
fueron procesados usando NMRpipe [Delaglio, y col., 1995] y analizados usando
NMRViewj [Johnson, 2004].
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HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES DE PREDICCION

Tendencia a la agregacion

Con el objetivo de evaluar la existencia de fragmentos con tendencia a la
agregacion a lo largo de la secuencia de IFABP, se utilizé la herramienta
AMYLPRED 2 [Tsolis y col., 2013].

Propensién al desorden

La propensioén al desorden para la proteina de longitud completa fue evaluada
por varias herramientas computacionales de la familia PONDR, como PONDR®
VL-XT [Romero y col., 2001], PONDR® VSL2 [Obradovic y col., 2005; Peng y
col., 2005], y PONDR-FIT [Xue y col., 2010].

A continuacién se detallan los predictores utilizados:

- PONDR® VL-XT: Aplica tres redes neuronales diferentes: una para la

region interna de la secuencia (> 30 residuos; “Variously characterized
Long”) y una para cada region terminal ("X-ray-characterized Terminal”).
Esta divisibn se basa en la hipotesis de que las caracteristicas
estructurales de la secuencia desordenada pueden depender de la
localizacion de la region en el contexto de la secuencia.
Cada red neuronal es entrenada por un conjunto de datos especificos
conteniendo solo los residuos de aminoacidos de esa regién. La decision
final resulta de las predicciones individuales para las respectivas
regiones. Las caracteristicas de entrada de las redes neuronales
incluyen composiciones y perfiles seleccionados de las secuencias
primarias. PONDR® VL-XT puede subestimar la incidencia de regiones
desordenadas largas en las proteinas. Sin embargo, este método
presenta ventajas significativas en la busqueda de posibles sitios de
unién [He y col., 2009].

- PONDR® VSL2: Combina predicciones a partir de redes neuronales
elaboradas para regiones desordenadas tanto cortas (< 30 residuos)
como largas. Este predictor se basa en que aquellas regiones
desordenadas cortas y largas pueden presentar diferencias en sus

88



MATERIALES Y METODOS

composicibn de aminoacidos ya que predictores entrenados para
regiones desordenadas cortas predicen mal regiones desordenadas
largas y viceversa. Cada predictor individual se entrena a partir del
conjunto de datos disponible que contiene secuencias de esa region
especifica. PONDR® VSL2 aplica no solo el perfil de secuencia, sino
también el resultado del alineamiento multiple de secuencias producido
por PSI-blast y la prediccidén de estructura secundaria generada por PHD
y PSI-Pred. PONDR® VSL2 es reconocido como uno de los predictores

mas precisos [He y col., 2009].

- PONDR-FIT: Es un metaprograma ensamblado mediante la combinacion
de PONDR-VL XT, PONDR-VSL2, PONDR-VL 3, Foldindex, IUPred y
TopIDP, que permite alcanzar una precision significativamente superior

por comparacion con los predictores individuales [Xue y col., 2010].

Propensioén a formar a-hélices

Para evaluar la propension del segmento 93-131 de IFABP a formar estructura
secundaria se utilizaron dos de los métodos actuales mas confiables: YASPIN
[Liny col., 2005] y Jpred [Drozdetskiy y col., 2015]
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RESULTADOS

SECCION 1: AGREGACION, EFECTOS DEL TFE

Sacando provecho de las caracteristicas unicas de nuestra “familia” de
proteinas B, comenzamos el trabajo evaluando comparativamente la respuesta
de las mismas frente a su exposicion a distintas concentraciones de TFE. Se
prestd atencion a los cambios en la conformacion, a la generacion de
agregados y a la estructura de estos ultimos. Finalmente se desarrollé un
modelo que explica el mecanismo de agregacion a 25 % v/v TFE.

CARACTERIZACION DE LOS AGREGADOS PROTEICOS

La presencia de especies de gran volumen molecular, tales como los
agregados proteicos, causa la dispersion de la luz incidente, incrementando la
absorcién aparente (turbidez) de una solucién. Cabe destacar que este efecto
es proporcional tanto a la concentracion como al tamafio de los agregados.
Fijando una longitud de onda de 350 nm para la irradiacion, se elude la
absorcion de las propias especies proteicas presentes en la solucién
(mondmeros y oligébmeros) a la vez que permite que aquellas estructuras con
un tamafio molecular mayor a 350 nm contribuyan a la intensidad de la sefal

en forma proporcional a su longitud [Berne, 1974].
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Figura 4.1. Perfil de turbidez (Assonm) (A),
cambios en la sefial obtenida por union a
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Con el propésito de revelar la existencia de agregados proteicos, se realizdé un
perfil de turbidez de IFABP, A98A y A78A en funcidén de la concentracién de
TFE (Figura 4.1A). Al observar los resultados, se puede apreciar que en ningun
caso ocurre agregaciéon a concentraciones de TFE menores a ~15 % v/v. A
partir de este valor, las tres proteinas exhiben un incremento similar en los
valores de turbidez que indicaria la existencia de un fendbmeno de agregacion.

Mas precisamente, se alcanza un valor maximo alrededor de 25 % v/v TFE.

Frente a este fendmeno, se decidié evaluar si los agregados formados en esa
condicidn presentan caracteristicas de tipo amiloide. Para ello, se estudid, en

primera instancia, la capacidad de union de diferentes colorantes previamente
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reportados como adecuados para el diagnostico de la presencia de fibras
amiloides: Rojo Congo (RC) y Tioflavina-T (Th-T).

Asi, se midié el aumento en la absorciéon del RC por la aparicion de un
“hombro” a 540 nm que resulta de su union a estructuras de hoja B repetitivas y
ordenadas presentes en las fibras amiloides [Nilsson, 2008]. En la Figura 4.1B
puede verse que, independientemente de las diferencias cuantitativas, la union
de RC a las tres proteinas muestra un maximo centrado a 25 % v/v TFE. Cabe
destacar que a las mas altas concentraciones de TFE ensayadas (60-70 %
v/v), la turbidez de las muestras alcanza valores considerablemente mayores

gue en condiciones sub-agregantes (por ejemplo, hasta 15 % v/v).

También se registré el cambio en la intensidad de fluorescencia de Th-T a 482
nm tras su union a los agregados [LeVine, 1993]. En la Figura 4.1C podemos
apreciar que: (i) hasta 15 % v/v TFE no se observa incremento en la intensidad
de fluorescencia a consecuencia de la unién a Th-T, (ii) que existe un maximo
de unién a 25 % v/iv TFE, (iii) que entre 35-55 % v/v TFE se observa
agregacion (cuali y cuantitativamente diferente de aquella a 25 % v/iv TFE) y
(iv) que a concentraciones mas altas (> 55 % v/v TFE) se observa un descenso
en la intensidad. Nuevamente, mas alla de las diferencias cuantitativas -que no
necesariamente darian cuenta de diferencias en la concentracion de agregados
amiloides presentes en razon de incertidumbres en el modo preciso de unién
de los colorantes a las fibras- la unibn de ambos colorantes muestra un perfil
similar al obtenido por turbidez en la Figura 4.1A. Estos resultados aportan
evidencia en favor de que los agregados formados a 25 % v/v TFE tendrian

caracteristicas de tipo amiloide.

Ademas, tras la unién a las fibras amiloides, el RC produce una particular
birrefringencia verde azulada bajo luz blanca que atraviesa polarizadores
cruzados [Li y col., 2009]. Esta ultima caracteristica permitio la deteccion visual

en lupa con magnificacion 50 X de los agregados (3 (Figura 4.2).
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Luznormal Luzpolarizada

IFABP

Figura 4.2. Imagenes de microscopia bajo
magnificacion 50X de agregados proteicos
de IFABP, A98A y A78A bajo luz normal

(izquierda) y luz polarizada (derecha).

A98A

A78A

Esta conclusién también fue validada por los resultados obtenidos a partir de la
inspeccién de las caracteristicas estructurales de los agregados al microscopio
electrénico de transmisién (TEM, Figura 4.3). En TEM, una fuente de rayos
catodicos se utiliza para producir un haz de electrones que se acelera por alta
tensiéon, y que es enfocado por lentes electrostaticas y electromagnéticas. Al
pasar el haz a través de una muestra -fina y transparente en distinto grado a
los electrones- se forma una imagen a partir de la intensidad del haz de
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electrones transmitidos. La imagen que contiene la informacion estructural
sobre la muestra es magnificada y enfocada sobre una pantalla por una lente
objetivo.

Para las tres proteinas ensayadas, las micrografias revelan que, a pesar de no
observarse fibras maduras individuales, podemos encontrar estructuras
anulares y en forma de manojos de distintos tamafos y curvaturas. Estas
estructuras revelarian la presencia de acumulos de fibras amiloides,

pudiéndose descartar la posibilidad de que se tratase de agregacion amorfa.

Figura 4.3. Fotografias de microscopia de
transmisién  electrénica  (TEM) de
muestras de IFABP (A), A98A (B) y A78A
(C) incubadas a 25 % v/v TFE. La barra

corresponde a 200 nm.
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Resumiendo la informacién presentada hasta este punto:

En el rango 0-15 % v/v TFE, coincidentemente con la zona de pre-agregacion,

no existe union a los colorantes.

Se observa un maximo de union a colorantes en la misma region en que ocurre
maxima agregacion. Coincidentemente, se obtuvieron imagenes de TEM que

evidencian acumulos con caracteristicas de tipo amiloide.

Asimismo, en el rango entre 35-55 % v/iv TFE se observa agregacion
presumiblemente diferente de aquella observada a 25 % v/v TFE (datos no

mostrados).

En contraste con la zona de pre-agregacion, a 55-70 % v/v TFE se observa que
las proteinas, aun permaneciendo mayormente solubles, se unen a los
colorantes, principalmente al RC. En relacion con esto dltimo, cabe mencionar
que se ha demostrad que el RC se une estructuras del tipo glébulo fundido
[Khurana y col., 2001].
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CONFORMACION PROTEICA

Seguidamente se estudio el efecto del TFE sobre la conformacion proteica.
Para ello se recurrio a la evaluacion de la estructura secundaria y terciaria
mediante técnicas espectroscopicas tales como CD (Figuras 4.4 y 45) y

emision de fluorescencia intrinseca (Figura 4.6).

El fenédmeno de CD se produce por la absorcion diferencial de luz circularmente
polarizada (de sentidos izquierdo o derecho), por parte de moléculas
intrinsecamente quirales o que se encuentren en un entorno quiral. En el caso
de las proteinas, el espectro en la region ultravioleta (UV) lejana (180 a 250
nm) es informativo de calidad y contenido de la estructura secundaria debido a
gue el croméforo dominante en esa zona es el enlace peptidico. Si bien éste es
plano, los sucesivos enlaces se encuentran conectados a centros quirales
(carbonos a) y cada tipo de estructura secundaria se corresponde con una
definida orientacion relativa de los planos de los enlaces. Por otro lado, los
espectros en la regién UV cercana (250-350 nm) reflejan principalmente las
contribuciones de las cadenas laterales aromaticas de los aminoé&cidos, razén
por la cual proporciona informacion sobre la estructura terciaria del polipéptido.
Es importante destacar que el espectro de CD suma las contribuciones de los
componentes conformacionales presentes en cada molécula de proteina y en

el conjunto de moléculas presentes en una muestra dada.
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En cuanto a la estructura secundaria de IFABP, el espectro de CD en la regiéon
UV lejana (Figura 4.4A) en buffer fosfatos 5 mM, NaCl 150 mM, pH 8.0 (PN8),
muestra una banda positiva centrada a ~200 nm y una banda negativa con
minimo alrededor de 216 nm, siendo esto Ultimo una caracteristica distintiva de
la estructura de hoja B. Los espectros a 0 y 15 % v/v TFE resultan casi
idénticos entre si, mientras que a 25y 45 % v/v TFE se advierte un corrimiento
de ~4 nm hacia el rojo en la posicion del minimo en relacion con la proteina en
ausencia de TFE. Significativamente, la magnitud y la posicion del nuevo
minimo son tipicas de hoja (B extendida, una estructura predominante en los

agregados fibrilares amiloides. En cambio a 65 % v/v TFE el espectro de IFABP
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muestra un cambio drastico en su forma, dando origen a dos bandas negativas
centradas a ~208 nm y ~222 nm, lo que resulta caracteristico de espectros de

proteinas a-helicoidales.

Los espectros de A98A y A78A (Figura 4.4B y C) a 0 % v/v TFE muestran un
minimo a ~216 nm también tipico de conformacién en hoja B.
Presumiblemente, debido a la ausencia del sub-dominio a-helicoidal, la banda
positiva centrada a ~200 nm desaparece y hay una disminucién en la magnitud
de la sefal a 216 nm. Curiosamente, la presencia de 15 % v/v TFE (una
concentracion menor del cosolvente que aquella que conduce a la agregacion)
modifica la forma y la intensidad del espectro de ambas variantes truncadas. A
dicha concentraciébn, ambas proteinas muestran espectros notablemente
similares al nativo de IFABP (Figura 4.4A, como se menciond antes, es
indistinguible de aquel registrado a 15 % v/v TFE). A 25y 45 % v/v TFE la
forma del espectro sigue siendo caracteristica de proteinas de tipo B,
acompafado por un desplazamiento hacia el rojo (a ~220 nm) de la banda
negativa. Para 45 % v/v TFE, se observa un aumento en la intensidad de esta
sefal dicroica. De manera similar a IFABP, a 65 % v/v TFE el espectro en la
regién UV lejana de las variantes abreviadas muestran dos bandas negativas a
~208 nm y ~222 nm, hecho indicativo de una transicion hacia estructura a-

helicoidal.
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Figura 4.5. Espectros de dicroismo circular en la regiéon UV cercana en presencia de diferentes concentraciones de
TFE para IFABP (A), A98A (B) y A78A (C). Las concentraciones de TFE usadas en cada caso son: 0 (== 15 (——), 25
(===), 45 (=*+=) y 65 (=22 ) % v/v.

IFABP muestra un espectro de CD en la region UV cercana rico en estructura
fina (Figura 4.5A, panel de la izquierda), mientras que A98A y A78A muestran
bandas de menor magnitud debido a la disminucion en la asimetria del entorno
de los aminoacidos aromaticos (Figura 4.5B y C, paneles de la izquierda).
Hasta 15 % v/v TFE se observan cambios leves en la forma del espectro de las
tres proteinas, lo que indicaria que persiste la estructura de un ndcleo
organizado. En cambio, a 25 % v/v TFE -y concentraciones mas altas de

cosolvente-, los espectros revelan pérdida de la estructura terciaria nativa.

104



SECCION 1 RESULTADOS

Tomados en conjunto los espectros de CD en las regiones UV lejana y cercana
de las tres proteinas en presencia de 65 % v/v TFE indican la persistencia de
estructura secundaria y la ausencia de estructura terciaria. Esta evidencia -
junto a los resultados obtenidos en los ensayos de unién del colorante RC- es
indicativo de la aparicion de un estado de globulo fundido rico en estructura a a
muy altas concentraciones de TFE.

Seguidamente, se procedio a realizar medidas de la emision de fluorescencia
de las tres proteinas (Figura 4.6A y B). La emision de fluorescencia en
proteinas es debida a la presencia de los residuos triptéfano (Trp), tirosina (Tyr)
y fenilalanina (Phe). El Trp presenta el mas alto rendimiento cuéntico y su
emisidn es muy sensible a la polaridad del entorno. En consecuencia, este
residuo se ha convertido en la sonda fluorescente intrinseca de eleccion para el
estudio del plegado de proteinas. IFABP contiene dos residuos de Trp: el
Trp82, que estd enterrado dentro del ndcleo hidrofébico en la parte mas
profunda del bolsillo de unién al ligando (Figura 1.6 en INTRODUCCION), y el
Trp6, ubicado en la posicion N-terminal de la hebra-BA. Ambos residuos estan
casi completamente ocluidos del solvente acuoso [Arighi y col., 1998]. En la
proteina de longitud completa, el Trp82 (el Unico remanente en las variantes
abreviadas) es el responsable del 65 % de la emision de fluorescencia y casi
no hay influencia mutua (“crosstalk”) entre ambos residuos de Trp [Dalessio y
col.,, 2005]. Trabajo previo de nuestro laboratorio demostr6 que, en las
variantes abreviadas, este residuo se encuentra en un entorno similar al de
IFABP [Curto y col., 2005 y 2009; y Franchini y col., 2008], convirtiéndose asi
en una sonda espectroscépica Util para evaluar la integridad del nucleo

hidrofébico.
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La Figura 4.6A muestra el perfil de la variacion en la intensidad de emisién y en
el panel B en la posicion de la longitud de onda en la cual se alcanza el maximo
valor de emision (Amax), ambos parametros graficados en funcién de la
concentracion de TFE. De 0 a 20 % v/v TFE, podemos advertir que Amax
permanece casi invariable (332 nm) para IFABP, al tiempo que se produce una
disminucién significativa en la intensidad. Entre 20 y 25 % v/v TFE se produce
un desplazamiento hacia el rojo de aproximadamente 9 nm y, desde ese punto
hasta la concentracion mas alta ensayada (70 % v/v TFE), se observa un
desplazamiento de 5 nm adicionales en este mismo sentido. La intensidad de
fluorescencia permanece esencialmente constante entre 20 y 45 % v/v TFE,
para posteriormente disminuir gradualmente hasta ~5 veces respecto del valor
inicial. En cuanto a las variantes abreviadas, se observa una tendencia general
similar en la intensidad y desplazamiento de Amax. NO obstante, las variantes
abreviadas muestran un comportamiento bimodal, descripto por un aumento de
1.3 y 1.5 veces en la intensidad de fluorescencia para A98A y A78A,
respectivamente, tras la adicion de tan sélo 5 % v/iv TFE. Este cambio va
acompafiado de un corrimiento de Aynax hacia el rojo de 2 nm y 1 nm para A98A
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y A78A, respectivamente. De este punto en adelante, la evolucion de la
intensidad acomparfia la tendencia general descendente similar a la observada
para IFABP. Significativamente, entre 20 y 30 % v/v TFE existe un aumento
abrupto en Anax, aunque de menor magnitud que aquel observado para IFABP.
De este ultimo andlisis podemos concluir que el comportamiento general de
ambas variantes es muy similar al de IFABP, aunque con diferencias que
revelan la mayor plasticidad conformacional de las proteinas frente al desafio

del cosolvente.

Los cambios inducidos por TFE en la fluorescencia del Trp deben interpretarse
con cautela, ya que tanto los cambios conformacionales como los efectos de
apagamiento de la fluorescencia (quenching) por el cosolvente pueden tener
lugar en simultdneo. En este sentido, se compararon los resultados obtenidos
para las proteinas con aquellos esperados para un compuesto modelo de Trp
en solucion (N-acetil-L-triptofanamida, NATA). Con respecto a este punto, se
encontré que al pasar de un buffer acuoso a 100 % v/v TFE, el espectro de
NATA exhibe un cambio de 3 nm hacia el azul de su pico de emision (de 353 a
350 nm), y una disminucion de mas de cuatro veces en el rendimiento cuantico
[Mukhopadhyay y Basak 1998]. De manera similar, se midié una disminucion
de ~5 veces en el rendimiento cuantico de NATA en 30 % v/v TFE por

comparacion con la medida en agua [Chen y Barkley, 1995].
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CINETICA DE AGREGACION

Habitualmente, al evaluar la variacion de una sefal proporcional a la magnitud
de agregacion en funcion del tiempo, el perfil del proceso puede ser descripto
mediante una curva sigmoidea. Tal como fuera detallado en la Introduccion
(Figura 1.2 en INTRODUCCION), esta curva puede dividirse en tres regiones
diferentes: (i) una fase de nucleacién en la que los monémeros experimentan
cambios conformacionales y tienden a asociarse para formar nudcleos
oligoméricos, (i) una fase de elongacion, en el que los ndcleos crecen
rapidamente por adicibon de mondémeros (y, eventualmente polimeros) para

formar fibrillas hasta alcanzar la etapa de maduracion (iii).

Dada la complejidad inherente a estas proteinas y con el fin de indagar sobre
los aspectos cinéticos moleculares del fendmeno para el caso de IFABP y sus
variantes, se llevé a cabo un analisis tendiente a esclarecer los mecanismos

involucrados.

En primer término se evaludé el impacto de la variacién en la concentracion
proteica sobre la cinética de agregacién. Se realizaron curvas de agregacion a
25 % viv TFE -la concentracion de cosolvente en que verificamos que se
maximiza la formacion de fibras- y se monitore6 la evolucion de la turbidez en
funcién del tiempo (Figura 4.7). A simple vista notamos que las cinéticas de
A98A llegan al valor limite en un lapso de tiempo mayor que para IFABP,
mientras que A78A lo hace mas rapidamente que las anteriores. Este hecho
ilustra que existen diferencias claras entre las velocidades de agregacion de las
tres proteinas, siendo el orden: A98A<IFABP<A78A.
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Para permitir una comparacion adecuada entre diferentes proteinas a cada una
de las concentraciones ensayadas, las curvas mostradas en la Figura 4.7
fueron re-escaladas doblemente de la siguiente forma: en el caso del eje y, los
valores de turbidez fueron normalizados por el valor maximo (A/A;;.,); para el

eje x, cada tiempo se dividio por t,/, (t/t,;,), correspondiendo el valor ¢, al

tiempo necesario para alcanzar la mitad de A4,;,,, (Figura 4.8).
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Como vemos en la Figura 4.8, las curvas descriptas por las tres proteinas a
cada una de las concentraciones probadas, convergen en una Unica curva.
Este hecho sugiere fuertemente que el mecanismo de agregacion seria el
mismo en todos los casos. Esta conclusion se fundamenta en el tratamiento de
los datos indicado por Flyvbjerg y Leibler, 1996. Ver APENDICE SOBRE EL
TRATAMIENTO CINETICO DE LA AGREGACION para mas detalles.

Para profundizar el estudio del mecanismo de agregacion a 25 % v/iv TFE, se
ajusto, el modelo empirico descripto por Wang y Kurganov [Wang y Kurganov,
2003] a los datos disponibles. Este tratamiento permite describir
satisfactoriamente las curvas de agregacion para valores de A/A;;,, > 0.1 (se
considera que hasta valores de turbidez correspondientes a un 10 % de A4;;,,, ho
hay presencia significativa de agregados mayores) mediante un proceso que

obedece una cinética de pseudo-primer orden descripto por la siguiente
ecuacion: Z—‘: =k, (Am —A). NoOtese que A4;,,—A es una magnitud
proporcional a la concentracién de proteina (bulk) presente en cada instante.
Asi, resulta intuitivo ver que la velocidad del proceso disminuya a medida que
se agota la proteina en el medio. La ecuacion diferencial anterior se integra
entre los limites (A~0, t=1t,) Yy (A4, t) para dar la siguiente: A =All-m{1—

e_kl(t_to)}_
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Figura 4.9 Aplicacion de la ecuacion integrada: A = A,im{l - e"‘i(t‘to)} para describir la fase de elongacién de la
agregacién. A una cinética de agregacion sigmoidea (indicada en linea de puntos) se ajusta la ecuacion integrada
(linea color rojo). Los pardmetros que se obtienen son: A;;;, (correspondiente al valor de turbidez maximo limite

de la cinética de agregacion); t, (correspondiente al tiempo de duracidn de la fase de nucleacidén); y Ajipm. k1

(correspondiente a la velocidad “inicial” (en realidad a t = t,) del proceso de agregacion).

La descripcion del proceso como una cinética de pseudo-primer orden se
deduce de la dependencia lineal observada de la constante de velocidad k, con
la concentracion proteica (Figura 4.10A). Tal como se representa en la Figura
4.9 a partir del ajuste a la ecuacion integrada mencionada previamente, se
logra ademas estimar los parametros A;,, (Figura 4.10B) y t, (tiempo lag,
Figura 4.10C). Los valores de A;;,, resultan directamente proporcionales a la
concentracion total de proteina en los tres casos, lo que corrobora que el valor
de la turbidez refleja fielmente la magnitud de la agregacion proteica y
validando el uso de dicho valor para la caracterizacion del mecanismo cinético
del proceso de agregacién. Como podemos ver en la Figura 4.10C, el
parametro t,, que caracteriza la duracion del periodo lag, disminuye (con una
dependencia hiperbdlica inversa) con el aumento de la concentracion proteica.
Si suponemos que para t = t,, la agregacion sigue una cinética de primer
orden, la velocidad “inicial” (pues no se trata de la verdadera velocidad inicial,
ver mas adelante) de este proceso puede ser calculada como la pendiente de
la recta tangente a la curva en t = t,, (esto es matematicamente equivalente al
producto A;;,, .k,). Considerando que durante el periodo lag aun no habria
fiboras presentes, sélo seria razonable hacer estimaciones de velocidad
después de pasado este periodo [Wang y Kurganov, 2003] (sin embargo,

veremos luego que la fase lag contiene informacion esencial para entender el
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proceso de nucleacién). Dado que k, y A;,, dependen linealmente de la
concentracion de proteina, su producto sera proporcional al cuadrado de la
concentracion proteica (Figura 4.10D), hecho indicativo de la presencia de un
fendbmeno cinético de segundo orden. Bajo la suposicion de que la
concentracion de ndcleos permanece aproximadamente constante durante la
fase de elongacion, la reaccién de asociacion de segundo orden puede ser
descripta de manera satisfactoria por una aparente cinética de primer orden.
Esto es consistente con la adicion secuencial de monomeros a los nucleos

preformados.

Analizando comparativamente estas pendientes, observamos que A98A
muestra un valor de aproximadamente la mitad de aquel medido para IFABP.
Contrariamente, para A78A se evidencia un aumento de unas 5.5 veces. En
otras palabras, A78A y A98A difieren entre si en un orden de magnitud en el

valor de velocidad observado.
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Figura 4.10. Analisis de las curvas cinéticas de agregacion para IFABP (m), A98A (e) y A78A ( 4. Dependencia del
pardmetro ky (A), de Ay, (B) y del tiempo lag (ty) (C) con la concentracidn proteica total. Dependencia de la

IN

velocidad “inicial” de agregacion (4;ip,. k1) con el cuadrado de la concentracidn total de proteina (D).
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Independientemente, y con el propdsito de indagar con mayor profundidad en
el mecanismo del proceso de agregacién, se pueden interpretar los datos
cinéticos siguiendo el formalismo fenomenoldgico propuesto por Flyvbjerg y
Leibler, [1996], Esto implica que cada cinética quede completamente definida
de acuerdo con una escala de turbidez propia y con una escala de tiempo
caracteristica. Del andlisis del doble escalado ya descripto, resulta evidente un
comportamiento general comdn a todas las cinéticas (Figura 4.8). Este tipo de
conducta simple puede esperarse de cualquier proceso que conste de, 0 esté
dominado por, un Unico mecanismo. La coincidencia de las curvas doblemente
escaladas es compatible con un fenémeno de agregacion primario, esto es un
proceso por el cual la nucleacidn ocurre sOlo a partir de proteinas, sin
intervencidon de fendmenos secundarios tales como la fragmentacion de fibras o
la catalisis por superficies (ver INTRODUCCION). Para ello se analizé la
pendiente inicial (la verdadera velocidad inicial, esto es, valores para t ~0) a
partir de una gréafica doble logaritmica de A/A;;,, en funcién del tiempo (Figura
4.11). Segun el formalismo empleado, en esta regiébn se cumple una relacion
AJA;m x thT2 ) es decir, en una representacion doble logaritmica de A(t)/Aim
vs t aparece una linea recta con pendiente k + 2, donde k seria el nUmero de
pasos intermedios que preceden la formacién del nucleo. Aplicado a nuestro
sistema, de la extrapolacion de la recta ajustada a los primeros puntos de cada
serie de datos se obtuvo un valor de 2 en el caso de IFABP y A98A, lo que
significa que se requiere un sélo paso para que se forme un nucleo estable y
competente para iniciar el proceso de agregaciéon (k = 0, Figura 4.12A). Debido
a la alta velocidad de agregacion de A78A, para esta proteina no fue posible
aplicar dicho tratamiento, de modo tal que en este caso resulta mas incierta

esta afirmacion.
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1 Figura 4.11. Representacion doble
g logaritmica de A/A;,, en funcion de t. En
£ 0.1 | .'.. esta region inicial se cumple la relacién
g . * ..’. A/Aym  t**2 y aparece una recta con
0.01 | ."..-. pendiente k + 2 (indicada en color
5 ke ). Para mayor claridad sdlo se
. muestran  tres curvas, cada una

0.001 . .
0.1 1 10 100 correspondiente a una dada

Tiempo (min) concentracion de proteina.

Por otra parte, a partir de un gréafico doble logaritmico que relacione el tiempo

caracteristico t;,, con Ay, (Figura 4.12B), se verifica una relacion inversa

N

simple entre estas variables t;/, x A, ~. Esta propiedad impone una

restricciébn al modelo cinético, resultante del hecho de que la pendiente arroja
un valor determinado y caracteristico. Para el caso de IFABP y A98A, dicho
valor resulta aproximadamente 1 (s = 1), de modo que siendo n =s (k + 2)
[Flyvbjerg y Leibler, 1996], n (la estequiometria del nicleo) resulta igual a 2.
Asi, el ndcleo activo seria una especie dimérica. De acuerdo con esto, el
proceso de agregacion proteica podria dividirse en dos pasos, donde el primero
de ellos estéa representado por la dimerizacion que da origen al ndcleo, seguido
por la asociacién secuencial de monémeros que dan lugar al crecimiento de la
fibra.

Otros autores han demostrado que, para un mecanismo sencillo de nucleacién
primaria (esto es, a partir de proteina bulk, sin intervencion de la fibra), t;,, se
relaciona con la concentracion total de proteina como una ley de potencia
[Coheny col., 2012]:

t1/,a concentracion proteica total? (4)

Esta ultima ecuacion se convierte en una relacion lineal con pendiente igual a 7
cuando se representa en escala doble logaritmica, tal como se muestra en la
Figura 4.12B. En los sistemas dominados por la nucleacion primaria el orden
de reaccidn del proceso de nucleacion (n) puede ser facilmente calculado dado
que y = —n/2. En el caso de A78A, y toma un valor de aproximadamente 0.5,

lo que implica que n seria igual a 1. En consecuencia, para A78A, esta
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restriccidbn en el modelo cinético indica que el nucleo activo seria una Unica
molécula de A78A. Asi entonces, de manera analoga a lo ya explicado para
IFABP y A98A, el nucleo activo de A78A seria también un homodimero, pero

formado a través de un proceso unimolecular.
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Figura 4.12. Valor de la pendiente inicial en funcion del nimero de puntos usado para su calculo (A). Grafico doble
logaritmico de t,, en funcién de Ay, para: IFABP (m) y A98A (e) (B). Las pendientes de las rectas ajustadas son

0.95+0.26,0.85+0.17 y 0.64 + 0.08, para IFABP (m), A98A () y A78A ( A, respectivamente (B).

En resumen, las caracteristicas comunes de la cinética de agregacion de
IFABP, A98A y A78A inducida por TFE son:

la existencia de un periodo lag (to),

la dependencia inversa de este parametro con la concentracién proteica,
y la dependencia de segundo orden del proceso principal con respecto a

la concentracion proteica.

Resumiendo, el esquema cinético seria:

— p*_h S
P «—= P ( 7 *1/| /F
P
donde n = 2 para IFABP y A98A (proceso bimolecular de nucleacion), y n =1

(Esquema 1)

para A78A (proceso unimolecular de nucleacion).

Este esquema incluye un paso previo de equilibrio rapido ”2 7" (que no
influye sobre la evolucion irreversible posterior). El mismo da cuenta del cambio
conformacional inducido por el cosolvente sobre la forma nativa de la proteina

P. A consecuencia del mismo, se poblaria P*, una especie con una elevada
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propension a la agregacion. Luego de la formacion del nucleo (B,), la adicion de

mas P* conduciria a la formacion de fibras (F).
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HERRAMIENTAS DE PREDICCION PARA LOS SEGMENTOS
AMILOIDOGENICOS

Un enfoque actual consiste en el uso de herramientas computacionales para
evaluar la presencia de segmentos aminoacidicos con mayor tendencia a la
agregacion dentro de la secuencia proteica. Asi, se utilizé la herramienta
AMYLPRED?Z [Tsolis y col., 2013] para este propoésito. Este método combina 11
de los algoritmos de prediccion existentes y define un consenso cuando al
menos la mitad de los métodos seleccionados dieron resultado positivo.
AMYLPRED? incluye diferentes métodos que se basan en: la tendencia natural
de los aminoacidos a formar agregados, patrones de secuencia encontrados en
proteinas que notoriamente forman amiloides, segmentos peptidicos con
potencialidad de formar hoja B dentro de una posible estructura amiloide
compacta, regiones que constituyen hélices a en estructuras nativas, pero

presentan tendencia a formar hojas 3, entre otros criterios.

El resultado obtenido para la proteina de longitud completa se muestra en la
Figura 4.13. Las tres regiones que se consideran “propensas a la agregaciéon”
serian aquellas comprendidas entre las siguientes posiciones en la secuencia:
23-26,58-71y 114-118.

Asimismo, otro algoritmo llamado FoldAmyloid [Garbuzynskiy y col., 2003]
también predice las regiones 59-64 y 114-118 de IFABP como amiloidogénicas.
En resumen, ambos algoritmos apuntan a dos zonas como putativas
responsables principales de la propension a la agregacion: un segmento C-
terminal corto (114-118) y un tramo central mayor que abarca los residuos 58-
64/71. El sector N-terminal predicho por AMYLPRED?2 esta ausente en las dos
variantes abreviadas. Vale aclarar que el sector central -que es aquél de mayor
tamafio- coincide razonablemente bien con la region de mayor hidrofobicidad
local, detectada en toda la secuencia (ver DISCUSION DE RESULTADOS).
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EXPERIMENTOS CON EL PEPTIDO 1-28

Frente a la informacion obtenida por prediccibn computacional, resulto
interesante ensayar experimentalmente si los segmentos ausentes en las
variantes abreviadas pudiesen ejercer algun efecto sobre el proceso de
agregacion, dado que contendrian un sector predicho como amiloidogénico.
Recordemos que A98A y A78A carecen del péptido que involucra los primeros
28 aminoacidos de IFABP. Notablemente, A98A ostenta la menor tendencia a
la agregacion. Por ello, el fragmento mayor eliminado (péptido 1-28) fue
sintetizado y ensayado junto a A98A en su capacidad para influir sobre proceso
(Figura 4.14). El péptido 1-28 aislado no muestra tendencia alguna a formar
agregados inducidos por TFE. Consistentemente, la incubacion de este péptido
en buffer PN8 durante 6 h a 50 °C tampoco promueve su agregacion (datos no
mostrados). Ademas, una mezcla equimolar de este ultimo con A98A, incubado
durante 1 h a temperatura ambiente previa a la adiciéon de TFE, muestra una
cinética que se superpone con la de A98A aislado. Esto estaria indicando la
ausencia de cualquier influencia del péptido sobre el proceso de agregacion de

la proteina abreviada.

1.5

Figura 4.14. Cinéticas de agregacién del
péptido 1-28 a 29 mM (linea continua) y
58 mM (linea discontinua corta), A98A
(linea continua) a 29 mM y A98A en
presencia del péptido 1-28, a 29mM

(linea punteada).

0 20 40 60 80
Tiempo (min)

En segunda instancia se evaluo la conformacion de este péptido. El péptido 1-
28 se comporta como una entidad desestructurada, adquiriendo estructura
helicoidal al incubarlo en presencia de 25 % v/v TFE. De manera significativa,
independientemente de la presencia de TFE, el espectro de CD (Figura 4.15)
de una mezcla 1:1 de A98A y el péptido 1-28 resulta indistinguible de la suma

algebraica de los espectros correspondientes a cada una de estas especies
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medidas de manera aislada. Esto estaria indicando que por si mismo -0 ain en
presencia de A98A en el medio- este péptido no seria capaz de formar

agregados.
10
A
5 |

6 (mdeg )

220 230 240 250 200 210 220 230 240 250

200 210
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.15 Espectros de CD en la zona UV lejana a 0 (A) y 25 (B) % v/v TFE del péptido 1-28, A98A, A98A en

presencia del péptido 1-28 (linea continua) y la suma algebraica de los espectros correspondientes al péptido 1-28

y a A98A (linea discontinua).
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SECCION 2: PREAGREGACION, EFECTO DE BAJAS
CONCENTRACIONES DE TFE

El punto de partida para la caracterizacion de las proteinas a bajas
concentraciones de TFE fue la sorprendente estructuracion alcanzada por las
variantes abreviadas a concentraciones sub-agregantes de este cosolvente.
Por este hallazgo es que, decidimos focalizar la atencion en la conducta de los
sistemas a baja concentracion de TFE. Dado que las condiciones que disparan
la agregacion (~25 % v/v TFE) no nos permiten una adecuada ventana
temporal para realizar estudios biofisicos ulteriores, mediante este nuevo
enfoque pretendemos explorar los cambios conducentes a la agregacion
amiloide de estas proteinas.

CONFORMACION PROTEICA

En primera instancia, se evalud la conformacion de IFABP y de las variantes
abreviadas mediante CD. En cuanto a IFABP (Figura 4.16A), a ninguna de las
concentraciones ensayadas del cosolvente TFE se observa cambio alguno en
los espectros de CD en la regiéon UV lejana. Esto ultimo estaria indicando la
ausencia de cambios significativos en la estructura secundaria de dicha
proteina. Contrariamente, para las variantes abreviadas se observa un
comportamiento rotundamente diferente. Como puede observarse en la Figura
4.16B y C, con tan sélo 2.5 % v/v TFE ambas proteinas sufren un cambio
dramatico en la forma de los espectros. EI minimo se desplaza 4 nm hacia el
rojo y aparece una banda positiva centrada en ~200 nm. A medida que
aumenta la concentraciéon de TFE hasta la maxima concentracion ensayada (15
% viv TFE), los espectros no cambian su forma general, pero la sefial aumenta
progresivamente. Sorprendentemente, a ~15 % v/v TFE los espectros de CD

en la zona UV lejana de las tres proteinas adoptan un aspecto casi idéntico.
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En los ensayos subsiguientes, se eligié trabajar con una concentracion maxima
de 10 % v/v TFE a fin de asegurar la ausencia de agregacion, ya que 15 % v/v
TFE es una condicion demasiado cercana al limite superior que permite
estudiar fendbmenos de preagregacion. En ese sentido, tal como se muestra en

la Figura 4.4, a 20 % v/v TFE se observa la presencia evidente de agregados

proteicos.

En cuanto a los espectros de CD en la region UV cercana (Figura 4.17), para
todos los miembros de esta familia, la adicion de 10 % v/v TFE provoca sélo

cambios espectrales menores. La conservacion de la estructura fina del
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espectro pone en evidencia que la estructura terciaria se mantiene en

presencia del cosolvente.
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Figura 4.17. Espectros de CD en la region UV cercana a 0 (==y 10 (——) % v/v TFE para IFABP (A), A98A (B) y

A78A (C).

Posteriormente, se evalud el impacto de las mismas concentraciones de TFE
ensayadas por CD sobre la fluorescencia intrinseca de estas proteinas (Figura
4.18). Para las variantes abreviadas, se observa un comportamiento bimodal.
Tras un aumento inicial de la fluorescencia -coincidente con la intensificacion
de la sefal observada por CD- se llega a un valor de meseta que, finalmente

continta con un descenso similar al que domina el perfil de IFABP.

En cuanto a la evolucién de la longitud de onda del centro de masa espectral,
para IFABP no se observan cambios en el rango de concentraciones
ensayadas, mientras que para las variantes abreviadas la menor concentracién
ensayada ya produce un corrimiento hacia el rojo de ~2 nm, situacién que se

mantiene hasta 15 % v/v TFE.
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Figura 4.18. Perfil de intensidad de fluorescencia intrinseca integrada (A) y centro de masa (B) a concentraciones

variables de TFE para IFABP (m, 0), A98A (e, 0) y A78A ( A D).
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Tras la adicion de 10 % v/v TFE, los espectros de emision de fluorescencia de
IFABP (Figura 4.19) no revelaron cambios en la posicién de la longitud de onda
maxima (Amax=330 nm), pero si una reducciéon del 15 % en la intensidad de
fluorescencia integrada. Por comparacion, cabe recordar que el efecto
esperado de TFE sobre el compuesto de referencia NATA es un
desplazamiento al azul del pico de emisién y una disminucion en el rendimiento
cuantico [Mukhopadhyay y col., 1998]. Inversamente, para A98A y A78A, la
presencia de TFE aumenta en gran medida la intensidad de emision de
fluorescencia y provoca un desplazamiento del Anax hacia el rojo de 2 nm (a

valores de 331 y 333 nm, respectivamente).

500
~ 450 A B
< 400
350
300
250
200
150
100
50
0

Intensidad
de fluorescencia (U

320 340 360 380 400 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.19. Espectros de emision de fluorescencia intrinseca de IFABP, A98A y A78A a 0 (A) y 10 (B) % v/v TFE.

Resulta importante destacar que los cambios inducidos por TFE en la
estructura de A98A y A78A son reversibles. Esto fue comprobado tanto por CD
(Figura 4.20) como por fluorescencia intrinseca (datos no mostrados) luego de

dializar las proteinas durante toda la noche en buffer PN8.
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Figura 4.20. Espectros de CD en la zona UV lejana para IFABP (A), A98A (B) y A78A (C) a 0 % v/v TFE (linea fina
discontinua), a 10 % v/v TFE (linea fina continua) y 10 % v/v TFE luego de dializar exhaustivamente contra buffer

PNS (linea gruesa discontinua).

EA, ]



SECCION 2 RESULTADOS

EVALUACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL POR 'H
NMR

La resonancia magnética nuclear es un fendmeno fisico por el cual ciertos
elementos tales como el hidrogeno (*H, espin nuclear %) pueden absorber
selectivamente energia electromagnética de radiofrecuencia al ser colocados
bajo un potente campo magnético. La ventaja del hidrogeno como nucleo es
que, ademas de ser muy abundante (99.99%), tiene una alta sensibilidad
intrinseca (valor elevado de la constante giromagnética: y = 26.75x10’ rad/sT).
En forma préactica, esta determinacion no requiere enriquecer isotdpicamente la
proteina. Un espectro monodimensional (1D) de protones (*H) contiene gran
cantidad de informacion de desplazamiento y acoplamiento quimico, y es el
punto de partida para la mayoria de las determinaciones de la estructura

tridimensional.

Se realizé6 un espectro monodimensional (1D) de *H NMR (Figura 4.21) para
cada una de las proteinas en ausencia o en presencia de TFE. Se muestra solo
la region de los protones amidicos. Se puede apreciar que, a diferencia de
IFABP, a 0 % v/v TFE, las variantes abreviadas poseen un espectro poco
poblado en la zona que va de 8.5 a 11 ppm Yy la coexistencia de sefales
agudas y otras ensanchadas. Consistentemente con los demas datos
espectrales, el agregado de TFE a la proteina madre no produce grandes
cambios en el espectro. Por el contrario, al incubar A98A y A78A en 10 % v/v
TFE, se observa un espectro con mayor cantidad y definicién de picos, aunque
resultan no tan agudos y resueltos como los de la proteina madre, lo que
indicaria diferenciacion mayor para los entornos que ocupan protones

amidicos, hecho coherente con la ganancia de estructura.

Ademas, para las variantes abreviadas en 10 % v/v TFE, aparece una sefial
alrededor de 10 ppm. Si bien las sefiales en un espectro de *H no son
inmediatamente identificables, posiblemente ésta corresponda al Trp82, debido
a que se halla donde aparece habitualmente la sefal del proton del NH inddlico
del triptéfano, por lo que podria corresponder con el desplazamiento quimico
observado para el mismo en la proteina madre. Este ultimo indicio indicaria que

el entorno molecular del Trp en las tres proteinas podria ser similar.
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RESULTADOS

Una vez mas, la informacion estructural aqui presentada da cuenta de la

consolidacion estructural de ambas variantes abreviadas tras el agregado del

cosolvente.
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Figura 4.21. Espectro de 'H NMR monodimensional (1D) de IFABP, A98A y A78A a O (===y 10 (——) % v/v TFE.
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PROTEOLISIS LIMITADA

A fin de estudiar el impacto de TFE en la flexibilidad de estas proteinas, se
llevaron a cabo experimentos de protedlisis limitada. Como es sabido, la
protedlisis limitada es una aproximacion experimental al analisis de la
conformacion proteica basada en el hecho de que un evento proteolitico no
sblo dependera de la especificidad intrinseca de la proteasa por su sustrato
sino también de la estereoquimica y flexibilidad de la proteina sustrato. En ese
sentido, para que la digestién ocurra, la cadena polipeptidica debera poder
unirse y por ende adaptarse a la estereoquimica especifica impuesta por el sitio
activo de la proteasa [Schechter y Berger, 1967]. Si bien las proteinas bien
plegadas presentan cierta resistencia aumentada a la protedlisis con respecto a
las proteinas totalmente desplegadas o mal plegadas, preservan aun regiones

lo suficientemente flexibles como para ser susceptibles de protedlisis.

Para llevar a cabo estos experimentos, se recurrid a diferentes proteasas. En
una primera instancia, se utilizd clostripaina, la misma proteasa utilizada
originalmente en nuestro laboratorio para obtener ambas variantes abreviadas.
Sin embargo, dada la alta especificidad y la escasa cantidad de sitios de corte
que presenta esta enzima, podria no resultar tan Util y presentar un sesgo en
los resultados. Por ello, se decidié incorporar otras dos proteasas con mayor
probabilidad de sitios de corte: quimotripsina, que cliva preferentemente
uniones peptidicas cuyo carbonilo pertenece a residuos aromaticos; y
proteinasa K, que es totalmente inespecifica.

Luego de incubar las tres proteinas con cada proteasa en ausencia 0 en
presencia de 10 % v/v TFE a 30 °C, las mezclas de digestién enzimatica fueron
separadas utilizando SDS-PAGE (Figura 4.22). Los resultados mostraron que
las variantes abreviadas resultan mas resistentes a la degradacién en
presencia de 10 % v/v TFE indicando asi una reducciéon de la flexibilidad
conformacional. El mismo resultado se obtiene para las tres proteasas. Esto es
consistente con la consolidacion estructural puesta de manifiesto por los
espectros de CD (Figura 4.16B y C).
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CLOSTRIPAINA
overnight

% vivde TFE

IFABP  A98A A78A

QUIMOTRIPSINA
2h overnight

% vivde TFE

IFABP A98A A78A IFABP

PROTEINASA K
30 min

% vivde TFE

IFABP A98A A78A

Figura 4.22. Patrén de protedlisis limitada de IFABP, A98A y A78A a 0 0 10 % v/v TFE (30 2C). En cada SDS-PAGE se
sembraron muestras obtenidas tras digestion con diferentes proteasas: clostripaina a una relacién 20:1 de masa
de proteina/proteasa; quimotripsina a una relacién 200:1 de masa de proteina/proteasa (panel izquierdo) y de
20:1 (panel derecho); proteinasa K, a una relacién 200:1 de masa de proteina/proteasa.

Con flechas se indica la posicidn de las proteinas originales.
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Para la proteina de longitud completa, el tratamiento con clostripaina,
proteinasa K y quimotripsina durante 2 h no muestra diferencias apreciables en
el patron de digestion, por lo que se utilizé un tratamiento mas enérgico con
quimotripsina a una relacion 20:1 (masa de proteina:proteasa), durante toda la
noche (overnight). En esta nueva situacion, se observa que la banda del gel
correspondiente a la proteina que se incub6 en 10 % v/v TFE resulta mas
tenue. Este comportamiento es similar al observado para otras proteinas
nativas, tales como a-lactalbimina, albumina de suero bovino y lisozima. Las
mismas se digieren mas facilmente en presencia de TFE (Figura 4.23)
Teniendo en cuenta la conservacion de la forma e intensidad de los espectros
de CD para IFABP en presencia de TFE (Figura 4.16A), el cosolvente podria
estar favoreciendo la interaccion de la proteina de largo completo con la

proteasa.

2

QUIMOTRIPSINA

overnight

Figura 4.23. Patréon de protedlisis
limitada con quimotripsina en una
relacion  10:1 de masa de
proteina/proteasa, por incubacion
overnight a 30 °C, de a-lactalbimina
(a-LA), lisozima y seroalbumina
bovina (BSA) a 0 o 10 % v/v TFE. Se
adicioné una calle patrén (C,
control) donde se muestran las

proteinas sin digerir.

alA lisozima BSA

Si bien ha sido informado que la adicién de hasta 15 % v/v TFE causa cambios
menores en la estructura secundaria de la quimotripsina, pudiendo
consecuentemente reducir su capacidad proteolitica [Hackl, 2014], los
resultados obtenidos para IFABP muestran en contrario una mayor protedlisis
en presencia de 10 % v/v TFE. De esta manera demostramos en este
experimento control la conservaciéon de la capacidad proteolitica en esta
condicién. De esta manera los cambios observables en el patron de protedlisis

serian atribuibles a cambios en la conformacion de la proteina sustrato.
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A continuacion, se decidio evaluar el efecto del TFE sobre la conformacion de
A9BA 'y A78A poniendo atencion en los eventos proteoliticos
tempranos/iniciales. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de digestion
con quimotripsina y se analizé la mezcla de fragmentos obtenidos por
espectrometria de masa. Del andlisis de los datos colectados se deduce la

existencia de un fragmento limite comun a las tres proteinas (Figura 4.24).

Para A78A digerida en ausencia de TFE, después de 30 min de exposicion se
encontré solo un péptido de 8366.9 Da (péptido correspondiente al fragmento
29-102 de IFABP). Este mismo péptido esta presente en la muestra digerida en
presencia de TFE, pero en esta condicion, la sefial principal corresponde al
protdmero intacto (8807.0 Da) indicando proteccion ante el desafio proteolitico.
La variante A98A es mas rapidamente digerida, razon por la cual se analizaron
tiempos de incubacién mas cortos. En este caso, después de 5 min, junto con
la proteina intacta (11089.6 Da), aparece un fragmento de 11055.7 Da
(fragmento 29-117 de IFABP), que resulta ser el componente principal de la
mezcla de digestion. Adicionalmente tanto en la proteina incubada en ausencia
como en presencia de TFE -a 5 min y 12 min respectivamente- se encontré un
péptido de 8367.6 Da. Este ultimo es, de hecho, el mismo que aquel obtenido a
partir de la digestion de A78A. Destacablemente, este fragmento conserva

todos los aminoacidos que pertenecen al nacleo hidrofébico de la proteina.

Como se observa a partir de estos resultados, no existe diferencia cualitativa
en el patron de fragmentos proteoliticos obtenidos a 0 0 10 % v/v TFE, sino que
se trata de variaciones cuantitativas en el rendimiento de cada fragmento.
Como condicion general, para las variantes abreviadas en presencia de 10 %

v/v TFE muestran una mayor resistencia a la digestion proteolitica.

Notablemente, no se encontraron cortes proteoliticos ubicados en las cercanias

del extremo N-terminal.
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ANALISIS DE LA PROPENSION INTRINSECA AL DESORDEN

Con el propasito de identificar determinantes estructurales que promueven a la
generacion de especies propensas a la agregacion, se realiz6 un analisis
bioinforméatico que permiti6 revelar la posible presencia de segmentos

desordenados en nuestras proteinas.

A pesar del hecho de que tanto las estructuras obtenidas por cristalografia de
rayos X [Scapin y col., 1992; Sacchettini y col., 1992] como las obtenidas por
NMR [Hodsdon y col., 1996; Hodsdon y Cistola, 1997] no revelan regiones
significativamente desordenadas en IFABP, se analiz6 la proteina (UniProt FDI:
P02693) con predictores de propension intrinseca al desorden (PONDR® VL-
XT, PONDR® VSL2 y PONDR-FIT, Figura 4.25).

Figura 4.25. Analisis de IFABP con predictores de

0.8
propension intrinseca al desorden: PONDR® VL-

0.6
XT (linea azul), PONDR® vsL2 (linea verde) y

0.4
PONDR-FIT (linea roja). La sombra de color rosa

0.2 1 alrededor de la curva PONDR-FIT representa la

Propanalén al desorden

ob distribucién del error estadistico.

Nimmero de residuo

En el caso de PONDR® VL-XT, dentro de la regién C-terminal de IFABP
predicha como desordenada esta incluido un fragmento con una menor
propensién al desorden, que se manifiesta como un valle centrado en el
residuo 120. Ademéas, PONDR® VSL2 informa la existencia de un valle cercano
al extremo N-terminal de la proteina (centrado en el residuo 9). Por lo general,
estos valles corresponden a potenciales sitios de union [Oldfield y col., 2005;
Cheng y col. 2007]. Ademas, la presencia de tales sitios se evalué por la
herramienta MoRFpred [Disfani y col., 2012], que es el principal predictor de
regiones de reconocimiento molecular (MoRF). Este analisis reveldo la
existencia de MoRFs en los residuos 8-13 y 118-131. Otro MoRF se predijo en

la region 60-68, que coincide con el segmento amiloidogénico central. Es
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destacable el hecho que la mayor parte de la cola C-terminal predicha como
desordenada se conserve en A98A, mientras que ambas desaparezcan en
AT78A.

Notablemente, de acuerdo con este andlisis, las regiones N y C-terminales (~15
primeros residuos y ~30 ultimos residuos, respectivamente) de IFABP se

prevén como aquellas con mayor tendencia al desorden.
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ANALISIS DE LA PROPENSION A FORMAR HELICES-O

YASPIN [Lin y col., 2005] y Jpred [Drozdetskiy y col., 2015] son algunos de los
métodos mas confiables para la prediccién de estructura secundaria. Jpred
funciona mediante la combinacion de resultados de varios métodos para
generar un consenso. Por otro lado, Jpred construye un alineamiento mdailtiple
de secuencia a partir de la secuencia a analizar. Ademas, hace predicciones de
regiones accesibles al solvente y coiled-coil. YASPIN utiliza el algoritmo de
PSI-BLAST para obtener una matriz de puntajes para cada posicion especifica
de la secuencia de entrada, que después utiliza para realizar su prediccion. Los
predictores clasifican cada residuo de aminoacido como perteneciente a
estructuras secundarias de tipo hélice a ("H"), hoja B ("E", por extended) o no H
oE(-).

En la Figura 4.26 se muestran los resultados obtenidos tras analizar el
segmento 93 a 131 de IFABP. Para evitar efectos de borde, teniendo en cuenta
que el aminoacido 102 corresponde al ultimo sitio de corte de la proteasa
qguimotripsina observado por espectrometria de masa, se eligié ensayar el
segmento desde el aminoacido 93, que corresponde al siguiente sitio de corte
de la proteasa. Este sector correlacionaria con regiones que son mas moviles
en la conformacién nativa de las variantes abreviadas, y estaria mayormente

estructurado en presencia del cosolvente.

100 110 120 130
i i i i
Sequence: FRRVDNGEELITAVREL SGHELIQTYTYEGVEARRTIFERE
Experimental structure: EEEE——-EEEEEEEEEE-EEEEEEEEE——EEEEEEEEEE
J-Pred algorithm: = —————— EEEEEEEFE, EEEEEE HHHHHH———
Yaspin algorithm: === ———— EEEEEFEEE———FEEEEEEF-HHHHHH———

Figura 4.26. Prediccidon de elementos de estructura secundaria para el segmento C-terminal de IFABP (93 a 131)
obtenida como resultado de los algoritmos Jpred y YASPIN. E y H representan conformaciones de hoja B extended
y helicoidales, respectivamente. Los guiones corresponden a posiciones en las que no se puede predecir

estructura secundaria definida.
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ESTADO DE AGREGACION Y COMPACTACION

Los cambios en las propiedades hidrodinAmicas de las proteinas como
consecuencia del desafio con el cosolvente TFE se estudiaron mediante
cromatografia de exclusion molecular (SEC-FPLC). Aqui, la separacién se
consigue utilizando como fase estacionaria una matriz porosa. En principio, la
accesibilidad de las moléculas a los poros de la fase estacionaria depende de
su tamafo. Asi, las moléculas mas grandes interactian menos con la fase
sélida, son excluidos y, por ende, son menos retenidas por la columna.
Contrariamente, las moléculas mas pequefias pueden penetrar a través de los
poros, haciéndose “mas largo” su recorrido dentro de la matriz v,
consecuentemente, presentando un mayor volumen de elucién. Las moléculas,
eluirdn entonces de acuerdo con su radio de Stokes, que se define como el
radio promedio de una esfera compacta que difunda en forma equivalente al

soluto.

Datos previos de nuestro laboratorio indican que los valores del radio de Stokes
de las variantes abreviadas resultan mas grandes que los predichos para
proteinas globulares del mismo peso molecular [Curto y col., 2005; Franchini y
col., 2009]. Este comportamiento puede deberse a que -en realidad- adoptan

forma asimétrica o se trata de proteinas expandidas.

0.1
l l l 0% viv TFE Figura 4.27. Cromatografia de exclusién molecular
;E de IFABP, A98A y A78A a 10 % v/v TFE (—) llevada
"DJ;' 10% viv TFE I.'I Il'ul a cabo en una columna Superdex-75. Las flechas
< A I,'I II'I,II indican el volumen de elucién de cada proteina a0
[\ \ % v/v TFE.
0.0 S —_——

8 10 12 14
Volumen de elucion (ml)
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En la Figura 4.27 pueden verse superpuestas secciones de los perfiles de
elucion de las tres proteinas. En ese mismo grafico se indica mediante flechas
los volimenes de elucion observados en ausencia de TFE. Tal como se
muestra, el radio hidrodinamico de IFABP y A78A se reduce significativamente
en presencia de TFE. Esto dltimo, nos indicaria que el TFE estaria
ocasionando la compactacién de estas estructuras. Sin embargo, en el caso de

A98A, no se observa mayor cambio en el volumen de elucion.

Para confirmar que no se produjeran cambios en el estado de oligomerizacion
de las proteinas a 10 % v/v TFE, se utilizd un detector de dispersion de luz
estatica en linea con la columna de exclusién molecular. La dispersion de luz
estatica permite estimar el peso molecular absoluto de una molécula mediante
la relacion fisica que existe entre la intensidad de la luz dispersada por una
molécula y su peso molecular (Rayleigh scattering). Los resultados obtenidos
indican que tras el agregado de TFE, las tres proteinas mantienen el estado
oligomérico que presentaban en ausencia del cosolvente: esto es, IFABP y

A98A resultan monoméricas, y A78A, dimérica (datos no mostrados).
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APAGAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA

Para evaluar la accesibilidad del solvente al ndcleo de la proteina, donde reside
el residuo W82, se investigd el apagamiento (quenching) de la fluorescencia
intrinseca tras el agregado de concentraciones crecientes de acrilamida. El
fendbmeno de quenching se refiere a los distintos procesos (reacciones de los
estados excitados, transferencia de energia, formacion de complejos o
colisiones) que provocan una disminucion de la emision de fluorescencia de un
fluoréforo determinado, en este caso, el grupo indol del triptofano. Los
fendbmenos de apagamiento se pueden clasificar en dos grandes grupos:
dinamicos (dado por colision entre moléculas) o estaticos (debido a formacién
de complejos). Hay numerosas sustancias capaces de actuar como
apagadores (quenchers) de la fluorescencia, entre ellas la acrilamida. Esta
molécula organica presenta insaturaciones, pequefia, neutra y soluble en
medio acuoso. Dadas sus caracteristicas, es muy utilizada para analizar el
grado de exposicion al solvente de residuos aromaticos proteicos. Por ende,
aguellos Trp que se encuentren ocultos del solvente seran menos accesibles a
las moléculas de acrilamida y, por consiguiente, afectados en menor medida

gue otros Trp expuestos al solvente.

Una solucion concentrada de acrilamida fue adicionada a soluciones proteicas -
en ausencia o en presencia de TFE- midiéndose la fluorescencia intrinseca
remanente. En cada caso, se graficO el cociente entre la intensidad de
fluorescencia en ausencia o en presencia del apagador (F,/F) en funcion de la

concentracion del agente apagador (grafico de Stern-Volmer) (Figura 4.28).

0% TFE [10% TFE

|IFABP 2 11+0.01/1.6110.07
[ Agea [2.46+0.05]2.1110.04
[ A78A |2 3840.04[1.7510.07

Figura 4.28. Grdifico de Stern-Volmer

realizado a 25 C para IFABP, A98A y A78A

T 1.6 1 a 0 (simbolos llenos) y 10 (simbolos
:.:. 1.4 4 vacios) % v/v TFE con el agente quencher
acrilamida. La tabla inserta presenta los
s valores de las pendientes de cada grafico

1.0 g (constantes de Stern-Volmer).

0.0 0.1 0.2 03 0.4
Acrilamida (M)
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Para cada conjunto de datos experimentales, se ajustd una ecuacion que
describe un comportamiento lineal (en ningln caso se observd desviacion
significativa de la linealidad) y se obtuvo el valor de la pendiente y su desvio
estandar. Dichos valores, representan la constante de Stern-Volmer (Ksv), el

parametro que cuantifica el grado de accesibilidad del apagador al fluoréforo.

Los datos obtenidos muestran que las Ksv resultan mas bajas en presencia de
TFE, revelando accesibilidad reducida del solvente al Trp82, residuo que se
encuentra ubicado en el ndcleo hidrofébico. Estos resultados guardan
coherencia con los presentados en la Figura 4.27, presumiendo que la
compactacion de estas proteinas seria la responsable de la menor
accesibilidad al solvente del nucleo. Una vez més, la adicion del cosolvente
ejerce un mayor efecto sobre A78A y IFABP (~25 y 15% de disminucion de los

valores de Ksv, respectivamente) que sobre A98A.

Para descartar cualquier efecto trivial del cosolvente se realizd6 un experimento

similar utilizando NATA, que reveld idéntica a 0 y 10 % v/v TFE (Figura 4.29).

20
15 1 8 Figura 4.29. Grafico de Stern-Volmer
w B realizado a 25 2C para NATA a 0 (simbolos
w° 10 1 ] llenos) y 10 (simbolos vacios) % v/v TFE
L] con el agente quencher acrilamida.
LR .
a
L ] .
0 . . .
0.0 0.1 0.2 0.3 04

Acrilamida (M)
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UNION DE ANS

Para comprender el impacto de los cambios inducidos por TFE sobre la
exposicion de zonas hidrofébicas al medio acuoso, se llevaron a cabo
experimentos de union de ANS (acido 8-anilino 1-naftalen sulfonico) a las tres

proteinas.

El ANS es una sonda fluorescente ampliamente utilizada para detectar sitios de
unién con caracter hidrofobico en diferentes proteinas. Su utilidad radica en
gue su rendimiento cuantico se incrementa conforme aumenta la hidrofobicidad
del entorno en el que se encuentra, observandose ademas un desplazamiento
al azul del maximo de emision de fluorescencia. A diferencia de la mayoria de
las proteinas nativas, las proteinas de la familia IFABP son capaces de unir
ANS dentro de la cavidad de union al ligando. Sin embargo, difieren en su
comportamiento frente al desplazamiento con el ligando natural: acido oleico
(18:1). Para la proteina madre, se observa un desplazamiento completo del
ANS por parte del acido oleico, mientras que para las variantes abreviadas se
observa que una cantidad considerable de ANS permanece unida, incluso en
presencia de un gran exceso de acido graso. Esta observacion revel6 la
existencia de otro sitio de unién no desplazable, ausente en la proteina de
longitud completa [Yeh y col., 2001; Curto y col. 2005; Curto y col., 2009].

Para llevar a cabo los experimentos, se adiciond ANS (25 uM) a una solucién
proteica (2 uM) en buffer PN8 en ausencia o en presencia de 10 % v/v TFE. En
la Figura 4.30, se observa que para IFABP en presencia de 10 % v/v TFE, la
emision de fluorescencia de ANS aumenta un 80%. A la inversa, para A98A y
A78A, la presencia de TFE conduce a una reduccion en la intensidad (~ 60 % y
80 %, respectivamente). De hecho, la reduccion en el caso de A78A en 10 %
v/v TFE es tal, que el espectro de emision de ANS resulta casi indistinguible del
blanco. Estas variaciones pueden estar vinculadas a modificaciones en la
exposicion de zonas hidrofébicas, revelando asi una disminucién del area para
A98A y A78A, y un aumento para IFABP en comparacion con sus respectivas
areas hidrofobicas expuestas en ausencia de TFE. Como se muestra en Figura
4.30, con el fin de revelar la union del ANS a sitios no desplazables por el

ligando &cido graso, se adiciond una cantidad en exceso de acido oleico (en
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relacion molar 5:1 de acido oleico con respecto al protomero de proteina). En
presencia de TFE, la fluorescencia residual de ANS unido a IFABP representa
el 44 % de la sefal original, hecho que podria indicar la aparicién de un nuevo
sitio de unidbn no desplazable en la proteina madre. Bajo las mismas
condiciones, se sigue observando el sitio no desplazable de A98A, mientras
que A78A ya no seria capaz de unir ANS. En consecuencia, para este ultimo, la

adicion de acido oleico no cambia el espectro de emision.

400 A
300

200

Fluorescencia (A.U.)

100

450 500 550 600 450 500 550 600 450 500 550 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.30. Espectros de emision de fluorescencia del ANS unido a IFABP (A), A98A (B) y A78A (C) en ausencia
(linea gruesa) o en presencia de 10 (linea fina) % v/v TFE. En linea punteada se muestran los espectros obtenidos

luego del agregado de acido oleico en una relacién molar 5:1 con respecto a las proteinas.
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UNION DE ACIDOS GRASOS

La evidencia directa de union de acidos grasos utilizando espectroscopia de
CD proviene principalmente de dos enfoques experimentales: (i) los cambios
conformacionales experimentados tras la unién del acido oleico a las proteinas
y, (i) las bandas inducidas de acido trans-parinarico promovidas por el

ambiente asimétrico del sitio de union en las proteinas.

UNION DE ACIDO OLEICO

El acido oleico es un &cido graso natural monoinsaturado cis de 18 carbonos
(18:1). Resultados anteriores de nuestro laboratorio muestran que la adicion de
acido oleico a las variantes abreviadas, pero no a IFABP, ejerce un efecto
inductor del orden [Curto y col., 2005; Franchini y col., 2009]. En los espectros
de CD en la region UV lejana, este efecto puede ser visto como un aumento en
la intensidad de la banda negativa centrada a ~216 nm (Figura 4.31, izquierda).
En presencia de 10 % v/v TFE para las tres proteinas se observa un
incremento en la magnitud de esta banda y tras la unién del ligando, un
ensanchamiento en el rango de 215 a 235 nm. En resumen,
independientemente de la presencia del cosolvente, IFABP, A98A y A78A son
capaces de unir acido oleico. Es destacable que en esta condicion A78A, aun
siendo incapaz de unir ANS en su cavidad, retenga efectivamente la capacidad

de unir su ligando natural.

Las perturbaciones en el entorno de los residuos aromaticos debidas a la union
del acido graso pueden ser detectadas mediante el estudio de los cambios
espectrales en la region UV cercana. En condiciones nativas, el efecto inductor
del ligando también puede ser visto por CD en la region UV cercana como una
intensificacion de las sefales espectrales (Figura 4.31, derecha). En presencia
de TFE, sélo se observan cambios menores como consecuencia de la unién
del acido oleico a la proteina. Por otra parte, independientemente del orden de
adicion (TFE + acido oleico o viceversa), los espectros finales resultan
indistinguibles, hecho que sefiala la situacién de equilibrio del sistema (datos

no mostrados).
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Figura 4.31. Espectros de CD en la region UV lejana (izquierda) y cercana (derecha) tras la unién de acido oleico a

IFABP (A), A98A (B) y A78A (C), a 0 (linea gruesa) y 10 (linea fina) % v/v TFE. Los espectros en presencia de acido

oleico se representan con linea punteada d

e color claro.
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UNION DE ACIDO TRANS-PARINARICO

El acido trans-parinarico (t-PA) es un acido graso natural poliinsaturado de 18
carbonos (18:4, todo trans) con propiedades espectroscépicas ventajosas que
lo posicionan como una sonda muy util en biofisica [Zsila y Bikadi, 2005]. Como
puede verse en la Figura 4.32, el t-PA presenta varias bandas de absorcidn
agudas y bien resueltas. Una de ellas se encuentra en la region UV cercana y
esta dada por una transicién 1-1* intensa a mas de 300 nm, regién en la cual
la mayoria de las proteinas apenas absorben luz [Zsila y Bikadi, 2005].
Asimismo, esta sonda fluorescente presenta un rendimiento cuantico y posicién
del espectro fuertemente dependientes de su entorno. El rendimiento cuantico
aumenta marcadamente al pasar de un ambiente acuoso (buffer) a uno mas
hidrofébico (el bolsillo de union de la proteina). Este ligando, ademas de ser
fluorescente, tiene la propiedad de inducir bandas dicroicas al situarse en un
entorno quiral como consecuencia de su union a proteinas. De este modo, el t-
PA -que por si solo carece de sefial dicroica en solucion- presenta transiciones
Opticamente activas al unirse a proteinas, sirviendo éstos como sefiales para el

estudio de dichos sitios [Zsila y col., 2004].
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' [\ ," \ Buffer — 17400 Figura 4.32. Espectro de absorcion UV del

t-PA a 25 2C en etanol y en buffer fosfatos
0.01 M (pH 7.29). Extraido de Zsila y
Bikadi, 2005.

Abeorelén

T T
260 280 300 320 340 360

Longitud de onda

Se realizaron espectros de CD para las tres proteinas antes y después del
agregado del &cido trans-parinarico en las dos regiones espectrales: UV lejana
(Figura 4.33, izquierda) y cercana (Figura 4.33, derecha). Para las proteinas
abreviadas, se observa una banda negativa centrada a ~247 nm y una banda
positiva centrada a ~235 nm (Figura 4.33B y C) [Curto y col., 2009; Franchini y
col., 2009]. Para IFABP (Figura 4.33A), aparecen adicionalmente tres bandas
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débiles entre 290 y 320 nm. La presencia de un espectro fino estructurado de
CD en la regién UV cercana podria indicar la mayor rigidez del entorno de
unién provisto por IFABP, capaz de crear un ambiente mas asimétrico
alrededor del ligando (Figura 4.33A, derecha). La presencia de 10 % v/v TFE
conduce a varias modificaciones en la forma de los espectros: (i) la intensidad
de la banda centrada a ~235 nm es mayor para IFABP y A78A, mientras que la
misma sufre un desplazamiento hacia el rojo en el caso de A98A; (ii) para todas
las proteinas, la banda centrada inicialmente a ~247 nm sufre un cambio
draméatico hacia el rojo (~13 nm), y adicionalmente, para IFABP y A78A se
observa un aumento de su intensidad. En resumen, se demuestra un efecto

inductor del t-PA sobre la estructura de las proteinas en presencia de TFE.
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Figura 4.33. Espectros de CD en la region UV lejana (izquierda) y cercana (derecha) tras la union de acido trans-
parinarico (t-PA) a IFABP (A), A98A (B) y A78A (C), a O (linea gruesa) y 10 (linea fina) % v/v TFE. Los espectros en

presencia de t-PA se representan con linea clara.
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ESTABILIDAD CONFORMACIONAL

Para comprender el impacto global del TFE sobre la estabilidad de estas
proteinas, se realizaron los perfiles de desnaturalizaciéon inducidos por

temperatura o agentes quimicos tales como el cloruro de guanidinio o la urea.

DESNATURALIZACION TERMICA

Con el objeto de estudiar la transicion conformacional inducida por
temperatura, se monitore6 la caida en el valor absoluto de la elipticidad a 216
nm, longitud de onda que resulta sensible al contenido de estructura
secundaria de tipo B. En consecuencia, se evalu6 el efecto de la temperatura
sobre soluciones proteicas (12 uM) en buffer PN8 tanto en ausencia como en
presencia de 10 % v/v TFE. A los datos obtenidos en ausencia de TFE, se
ajusté un modelo que describe una transicion reversible de dos estados (Figura
4.34, izquierda). Los valores de la temperatura media de transiciéon (Tm)
obtenidos para IFABP, A98A y A78A fueron 76, 64 y 67 °C, respectivamente.
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Figura 4.34. Desnaturalizacion térmica de IFABP y sus variantes. Evolucion de la elipticidad a 216 nm (izquierda),
tension aplicada al dinodo (centro) y recuperacién de la sefial dicroica por enfriamiento (derecha) en funcion de la

temperatura para IFABP (A), A98A (B) y A78A (C), a O (=== 0 10 (——) % v/v TFE.
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En presencia de TFE, un modelo de dos estados no resulta adecuado, ya que
se observa la formacion de agregados concomitantemente con la
desnaturalizacion. Si bien la agregacion es masiva en el caso de IFABP, la
magnitud de este fendmeno resulta notablemente menor para las variantes
abreviadas. El aumento en la tension aplicada al dinodo revela la aparicién de
turbidez debida a la presencia de agregados proteicos (Figura 4.34, centro).
Cabe aclarar que los espectrometros de CD permiten registrar no solo la
absorcion diferencial entre la luz circularmente polarizada derecha e izquierda,
sino también la tensién del dinodo, que esta dada por el voltaje aplicado al
fotomultiplicador para compensar la reduccion en la intensidad de la luz que
llega al detector provocada por absorcion o dispersion. De esta manera, este
enfoque permite correlacionar adecuadamente la variacion en la sefial debida a
cambios conformacionales con la agregacion [Benjwal y col., 2006]. En la
Figura 4.34, los datos mostrados en los paneles de la derecha permiten
corroborar esto ultimo: al proceder al enfriamiento de la muestra, la elipticidad
de IFABP se mantiene invariante y proOxima a cero; mientras que las muestras
de A98A y A78A alcanzan un valor de elipticidad cercano, aunque levemente
inferior al del punto de partida previo al calentamiento. Para las variantes
abreviadas, esta diferencia puede deberse a que la proporcion menor de
proteina que agregé por el calentamiento no seria capaz de retornar a su
conformacion nativa. Como la desnaturalizacion y la agregacion ocurren
concomitantemente, las transiciones resultan intrinsecamente irreversibles y no
pueden ser analizadas por el modelo de dos estados empleado en ausencia de
TFE. En tales casos, y como se muestra en la Figura 4.35, el parametro que se
utilizé fue Ton (por onset-temperature), que representa aquella temperatura
para la cual se inicia la desnaturalizacion y consecuente agregacion de las
proteinas. Una menor Ton estaria relacionada con una disminucién de la
estabilidad, ya que corresponde a una reduccién de la temperatura en que
comienza el desplegado (y la agregacién). Sorprendentemente, en presencia
de 10 % v/v TFE, los valores resultan muy similares para las tres proteinas: 52,
57 y 54 °C para IFABP, A98A y A78A, respectivamente.

146



SECCION 2 RESULTADOS
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DESNATURALIZACION QUIMICA

Se prepararon series de muestras individuales de concentracion fija de proteina
(12 M) en buffer PN8 y creciente de cadtropo (cloruro de guanidinio o urea)
segun corresponda. La transicion conformacional en ausencia o0 en presencia
de 10 % v/iv TFE se monitored por la variacibn en la intensidad de la

fluorescencia integrada en todo el rango de emision.

Para todos los casos, por simplicidad se ajustdé una ecuacion que describe un
modelo de dos estados [Santoro y Bolen, 1988] a los datos provenientes de los
experimentos de fluorescencia. Dado que tanto los valores del centro de masa
como de la longitud de onda del maximo de emisién no guardan una relacién
lineal con la fraccibn molar de proteina nativa o desnaturalizada [Monsellier y

Bedouelle, 2005], no se procesaron subsecuentemente estos parametros.

Datos previos de nuestro laboratorio [Curto y col., 2005; Franchini y col., 2009]
revelaron que en buffer, ambas variantes abreviadas muestran una transicion
cooperativa siendo el orden de la estabilidad calculado con cloruro de
guanidinio para las tres proteinas (a juzgar por la energia libre de desplegado
AGCh.0): IFABP>A78A>A98A.

Sorprendentemente, en presencia de urea (Figura 4.36) la estabilidad de
ambas variantes en presencia de TFE aparenta aumentar, mientras que el

valor de AG%.0 para la proteina de longitud completa no presenta diferencias
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significativas. El comportamiento diferente observado frente a cada caotropo,
evidente en el caso de las variantes abreviadas, revela complejidades
asociadas probablemente a la presencia de intermediarios en el proceso, esto
es, no se trataria en realidad de una transicion simple de dos estados Aunque
las pendientes de las curvas ajustadas en presencia de TFE resultan
ligeramente més altas, las diferencias no son significativas. Vale destacar que
en presencia del cosolvente, los puntos medios calculados para las
transiciones son muy similares entre las tres proteinas: ~ 4.6, 4.4y 4.0 M para
IFABP, A98A y A78A, respectivamente, por comparaciéon con los valores
obtenidos en ausencia del TFE ~4.9,2.8y 2.3 M.
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Figura 4.36. Desnaturalizacion con urea de IFABP, A98A y A78A a 0 (simbolos llenos, linea gruesa) o 10 % v/v TFE
(simbolos vacios, linea fina). En el panel A se muestra la intensidad de fluorescencia total, en el panel B el centro
de masa y en el panel C la fraccién nativa en funcion de la concentracidn de urea. Debajo de la Figura se muestra

una tabla con los valores de AG’y, y la pendiente (m).

A continuacion, se llevaron a cabo experimentos para medir la transicion
inducida por cloruro de guanidinio (Figura 4.37). Frente a este agente
desnaturalizante, IFABP y A98A exhiben una disminucidn en la estabilidad
cuando se encuentran en presencia del cosolvente, mientras que se esboza un
leve aumento en el caso de A78A muestra un leve aumento. Las pendientes de
las curvas ajustadas en presencia de TFE disminuyen para las tres proteinas.
Nuevamente, los puntos medios calculados para las transiciones a 10 % v/v
TFE (1.1, 1.0 y 1.1 M para IFABP, A98A y A78A, respectivamente) resultan
muy similares entre si, en relacion con aquellos obtenidos en ausencia del

cosolvente: ~1.5, 1.0 y 0.7 M, respectivamente.
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Figura 4.37. Desnaturalizacion con cloruro de guanidinio de IFABP, A98A y A78A a 0 (simbolos llenos, linea gruesa)
0 10 % v/v TFE (simbolos vacios, linea fina). En el panel A se muestra la intensidad de fluorescencia total, en el

panel B el centro de masa y en el panel C la fraccién nativa en funcion de la concentracidon de cloruro de

guanidinio.

Debajo de la Figura se informa una tabla con los valores de AGOHZO y la pendiente (m).

En resumen, para ambos caltropos se observa un colapso en las curvas de
desnaturalizacion a 10 % v/v TFE, esto es, en presencia del cosolvente las

curvas de las tres proteinas se asemejan entre si en mayor medida.
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SECCION 3: EVALUACION DE LOS EVENTOS
TEMPRANOS DEL PROCESO DE AGREGACION

Finalmente, con el objetivo dltimo de entender cuéles serian los eventos
iniciales que llevan a la formacion del ndcleo de agregacion, se estudiaron
aguellos cambios que ocurren inmediatamente después de la adicion de TFE
hasta una concentracion final de 25 % v/v y se compararon con la informacion

estructural disponible medida e bajas concentraciones del cosolvente.
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Figura 4.38. Cinéticas de agregacion de IFABP (A), A98A (B) y A78A (C) a 25 % v/v TFE. Las soluciones proteicas
(0.24 mg ml™, 20 oC) fueron monitoreadas por la aparicion de turbidez (Assonm). Se indica en linea de puntos
vertical el valor correspondiente a A/A;;, = 0.1. Los espectros de CD en las regiones UV lejana y cercana
mostrados en las Figuras subsiguientes fueron medidos inmediatamente (al cabo de 3.53 min como maximo

tiempo, indicado por flechas) después de diluir la proteina en 25 % v/v TFE

Se tomaron espectros de CD y de emisién de fluorescencia intrinseca antes e
inmediatamente después del agregado del cosolvente. Con la intencion de
determinar la duracién de la fase de latencia (lag phase, A/A;;,, = 0.1, lineas de
puntos en el gréfico) se realizaron cinéticas de agregacion a 25 % v/v TFE
(Figura 4.38) en las mismas condiciones de coleccion de datos espectrales. De
este modo, pudimos estimar el tiempo 6ptimo de finalizacién de la coleccién de
los espectros. Cabe destacar que en este caso los espectros son colectados
mientras el proceso de agregacion avanza en el tiempo, por lo que resulta
necesario optimizar el rango total de tiempo para cada cinéticas. Se fijo la
temperatura en 20 °C y se evaluo la evolucion de la turbidez (Assonm) @ una
concentracion fija (0.24 mg ml™) de cada proteina. La temperatura elegida fue
menor que la que habitualmente se emplea para experimentos de
caracterizacion cinética (25 °C), de modo que fuese posible tomar espectros
mas comodamente dentro del periodo de latencia. Es importante destacar que

para esta nueva temperatura, también se verifica que cuando se escala

151



RESULTADOS

turbidez (A/A;m) y tiempo (t/t;/,), todas las cinéticas se superponen en una
sola curva, a su vez, esta curva resulta idéntica a aquella obtenida previamente
a 25 °C, confirmando nuevamente el hecho de que las tres proteinas presentan

el mismo mecanismo de agregacion.

Las soluciones proteicas adicionadas con TFE hasta una concentracion final de
25 % v/v se evaluan inmediatamente por CD en ambas regiones espectrales

(Figuras 4.39 y 4.40) y fluorescencia intrinseca (Figura 4.41).
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Figura 4.39. Espectros de CD en las regiones UV lejana (izquierda) y cercana (derecha) de IFABP (A), A98A (B) y
A78A (C) en 0 % v/v TFE antes (linea gruesa) e inmediatamente después de diluir las proteinas en 25 % v/v TFE

(linea fina).
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En los paneles de la izquierda de la Figura 4.39 se observa que los espectros
de CD en la region UV lejana cambian su forma en presencia de 25 % v/v TFE,
adquiriendo un aspecto similar al que presentan las proteinas en presencia de
10 % v/v TFE (Figura 4.17 y 4.18). En el caso de los espectros en la regiéon UV
cercana (Figura 4.39, paneles de la derecha), si bien los espectros presentan
ruido considerable, hecho que resulta de la colecciébn de un Unico barrido
espectral, la estructura fina aparece conservada. Particularmente para A78A, el
espectro en la region UV cercana podria estar influido por la presencia de fibras
en la solucién. El tiempo total de coleccion de datos de CD en la regiéon UV
cercana fue de ~4 min (indicado con flechas en la Figura 4.38). Como se puede
apreciar, se debe tener en cuenta que la coleccion de datos espectrales para
A78A concluye a tiempos mayores que el limite establecido de A/A;;,, = 0.1,
debido al hecho de que se trata de la variante con mayor velocidad de
agregacion. Por esta razon, se decidié reducir la concentracion proteica y
aumentar la tasa de colecciéon de datos -de 20 nm min™ a 50 nm min™- de
modo tal que el proceso de agregacion se enlentezca lo suficiente como para
permitir una ventana temporal de trabajo mas amplia dentro de la fase lag
(Figura 4.40). A pesar del deterioro evidente de la sefial, se observa que el
espectro aparenta conservarse, al menos en tanto concierne a la regiéon 270-
320 nm.
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Figura 4.40. Cinéticas de agregacion de A78A (0.12 mg ml™ a 20 2C) en 25 % v/v TFE seguidas por turbidez (A). Se
indica en linea de puntos vertical el valor correspondiente a A/A;,=0.1. Los espectros de CD en la regién UV
cercana mostrados en el panel B fueron medidos inmediatamente después de diluir la proteina en 25 % v/v TFE
dentro de los 1.4 min (valor indicado con una flecha azul). Cabe sefialar el considerable ruido que afecta los datos

espectrales por tratarse de una Unica coleccidén sobre una muestra con baja concentracién proteica.
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En tanto a los espectros de fluorescencia intrinseca, en la Figura 4.41 se
observa un descenso muy significativo en la intensidad de emisién de IFABP,
mientras que para A98A verifica un leve aumento y corrimiento hacia el rojo del
centro de masa. Una vez mas, este resultado resulta similar al que se obtiene
luego de exponer las proteinas a 10 % v/v TFE (Figura 4.20). Lo observado
para A78A podria verse afectado por la posible presencia de fibras en la
muestra. No obstante, esta proteina muestra un corrimiento hacia el rojo del

centro de masa, sin intensificacion del maximo de emision.

w B (<)
o o o
o o o

Intensidad de
fluorescencia (A.U.)
N
[=]
o

320 340 360 380 400 320 340 360 380 400 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.41. Intensidad de fluorescencia de IFABP (A), A98A (B) y A78A (C) en 0 % v/v TFE antes (linea gruesa) e

inmediatamente después de diluir las proteinas en 25 % v/v TFE (linea fina).

Los resultados presentados en esta seccidn representan los primeros
esfuerzos en el sentido de investigar con mayor profundidad las etapas
tempranas del proceso de agregacion. Dada la evidencia presentada aqui,
indicativa de procesos que ocurren a gran velocidad, actualmente hemos
iniciado experimentos mediante la técnica de stopped flow en colaboracion con
la Dra. Mdénica Montes (IQUIFIB, UBA- CONICET) con la intencién de dilucidar

aspectos del fendmeno de agregacion en la escala de milisegundos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

SECCION 1: AGREGACION, EFECTOS DEL TFE

Tal como fue mencionado en la introduccion, desde hace varios afios en
nuestro laboratorio realizamos estudios biofisicos que apuntan a comprender
mas cabalmente el plegado de proteinas (. Especificamente, se us6 como
modelo la proteina que une acidos grasos de intestino de rata (IFABP). A partir
de ella y con el objetivo de estudiar los determinantes de plegamiento y
funcionalidad, se obtuvieron las variantes A98A y A78A que fueron
caracterizadas biofisicamente por las Dras. Curto y Franchini respectivamente
[Curto y col., 2005; Curto y col., 2009; Franchini y col., 2009].

Nuestra primera propuesta en este trabajo apunta al estudio de la tendencia
amiloidogénica de estas proteinas. En este sentido, se analizaron las
caracteristicas morfologicas de los agregados formados en presencia
trifluoroetanol (TFE) asi como también los determinantes estructurales que
podrian prevenir o inducir la agregaciéon. Ademas, se realiz6 un estudio cinético
detallado para hallar el mecanismo que subyace al proceso de agregacion

desencadenado en presencia del cosolvente.

Para entender el comportamiento general de estas proteinas frente al TFE, se
comenzé6 evaluando el perfil de turbidez y de union a los colorantes Th-T y RC
(Figura 4.1). De este estudio se deduce que el comportamiento de las variantes
abreviadas frente a dicho cosolvente se asemeja al de IFABP. La aparicion de
turbidez y la evolucion de las sefiales de CD (Figuras 4.4 y 4.5) revelan que se
producen concomitantemente cambios conformacionales y agregacion. Sin
embargo, existen en las variantes abreviadas caracteristicas que indicarian una
mayor plasticidad conformacional. Tanto A98A como A78A muestran un
comportamiento bimodal en el perfil de fluorescencia intrinseca (Figura 4.6) en
el rango 0 -15 % v/v TFE. A bajas concentraciones, el cosolvente provoca un
aumento notable en la emision de fluorescencia que conlleva un pequefio
desplazamiento hacia el rojo en Ansx con respecto al de las variantes disueltas
en buffer. A concentraciones mayores, la intensidad de fluorescencia total
adopta la tendencia general descendente evidenciada por IFABP. Del mismo
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modo, en este rango, se observa una intensificacion de todas las
caracteristicas espectrales medibles por CD en la region UV lejana y una leve
intensificacion en la region cercana dando indicios de un fenomeno de
consolidacion de la estructura en ambas proteinas. Una discusibn mas
detallada sobre los cambios estructurales y funcionales ocurridos en las
proteinas a concentraciones subagregantes se encontrara en la siguiente

seccion.

Particularmente a 25 % v/v TFE, los reordenamientos estructurales observados
por espectroscopia de CD se producen simultdneamente con una gran
disminucién en la intensidad de fluorescencia y un desplazamiento significativo
del Amax hacia el rojo. Estos resultados, combinados con los obtenidos a partir
de la unién a Th-T y RC, y las imagenes tomadas por TEM (Figuras 4.3 y 4.4),
demuestran el caracter 3-amiloide de los agregados proteicos. A 25 % v/v TFE,
los espectros de fluorescencia y CD para las tres proteinas aportan evidencia
acerca de la existencia de una conformaciébn comun para los agregados

proteicos de todas ellas (Figuras 4.4, 4.5,y 4.6).

Contrariamente, a 65 % v/v TFE, IFABP muestra una conformacion rica en
hélice a a la vez que una pérdida del entorno rigido del triptéfano, lo que
evidencia una transicién a un estado soluble de glébulo fundido, a juzgar por
los espectros de CD vy fluorescencia respectivamente. En esta condicion el
centro de masa esta desplazado 16 nm hacia el azul con respecto al de IFABP
desplegada en cloruro de guanidinio 3 M (353 nm) y 4 nm desplazado hacia el
azul con respecto al NATA en 100 % v/v TFE. Esto concuerda con la existencia
de un ambiente parcialmente ocluido al solvente -aunque flexible- para el
Trp82. En estas condiciones, si bien la proteina se convierte en una forma que
permanece soluble (Figura 4.1A), esto no excluye la posibilidad de unién de los
colorantes (Figura 4.1B y C) utilizados para la deteccion de fibras amiloides. En
este sentido, es bien sabido que el RC se une a estructuras del tipo gldébulo
fundido [Khurana y col., 2001]. De manera similar a IFABP, a 65 % v/v TFE las
variantes truncadas muestran acumulacién de una estructura a-helicoidal,
como lo demuestra el espectro de CD en la region UV lejana (Figura 4.4). En
resumen, a 65 % v/v TFE las tres proteinas adoptan una conformacién de
glébulo fundido rica en estructura alfa.
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Por otro lado, los estudios cinéticos nos proporcionan una via particularmente
valiosa para la caracterizacién de la generacion de nuevos agregados [Knowles
y col., 2011, Orte y col., 2008]. En lo que respecta al fenbmeno de agregacion
estudiado a 25 % v/v TFE, la cinética observada para IFABP y sus variantes
abreviadas puede explicarse por un mecanismo comudn de nucleacion-
elongacion de tipo primario, esto es, donde el ndcleo se origina exclusivamente
a partir de la forma soluble de la proteina (Figura 5.1). El primer evento seria un
paso de equilibrio rapido, donde el TFE induciria una reorganizacion
conformacional de la proteina nativa (P), dando lugar a un estado propenso a la
agregacion (P*). El proceso de agregacion subsiguiente incluye la nucleacion
(P,) de la proteina conformacionalmente alterada en una especie con un
namero definido n de subunidades (n = 2), seguido por la elongacién de los
agregados fibrilares (F) por la aposicion irreversible de mas P*. Esto representa
un esquema minimo, que guarde cierta similitud con el propuesto por Finke -
Watzky [Watzky y Finke, 1997] y que representa una vision simple de aquel
descripto por Flyvbjerg y Knowles [Flyvbjerg y Leibler, 1996; Knowles y col.,
2011] (ver Figura 5.1).

P
@ = 3 — HRE - AW —
IFABP, A98A P* F

P*

@3 5@5@7%%

A78A

Figura 5.1. Representacion esquematica del mecanismo de agregacion de IFABP, A98A y A78A en 25
% viv TFE. En la misma, P se refiere a la proteina en su estado nativo, P* a la proteina alterada
conformacionalmente con propensiéon a la agregacién, B, al ndcleo compuesto por n moléculas de

monoémero y F a la fibra.
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Tal como se mencionara anteriormente, en todos los casos evitamos
deliberadamente la agitacion de las muestras, de modo que se minimice
cualquier efecto debido a la fragmentacion de las fibras [Knowles y col., 2009].
En este escenario, el periodo lag de la cinética se relaciona principalmente con
la etapa de nucleacion. Tal como puede ser predicho, un aumento en la
concentracion de proteina favorece la formacién del nacleo, y por consiguiente,
se produce la disminucion en la duracion del periodo lag (Figura 4.10C). La
dependencia hiperbdlica inversa observada para t, con la concentracion
proteica es consistente con el comportamiento predicho a partir de un
mecanismo de nucleacién-elongacion. Después de completada la etapa de
nucleacion, ocurre el crecimiento de los agregados, fendmeno que puede
describirse por una reaccidén de pseudo-primer orden, donde la concentracion
de ndcleos permanece aproximadamente constante (régimen de estado

estacionario).

En este campo de la biofisica, existe un dogma que postula que la tendencia a
la agregacion in vitro es potenciada por la desestabilizacién del estado nativo.
En bibliografia pueden encontrarse varios ejemplos en los que el primer paso
critico de la fibrilogénesis es el desplegado parcial de la proteina [Uversky y
Fink, 2004, Chiti y Dobson, 2009, Silva y Foguel, 2009]. Debido a las
inevitables fluctuaciones térmicas, la estructura promedio de una proteina
globular en condiciones funcionales puede ser descripta como una mezcla
rapidamente interconvertible de conformaciones bien plegadas y otras multiples
conformaciones menos compactas (“breathing” conformacional). En este
sentido, se ha demostrado que la mayoria de las mutaciones asociadas con la
aceleracion de la agregacion y con enfermedades de depdsito de proteinas,
desestabilizan la estructura nativa de las proteinas, aumentando asi la
concentracion de conformeros parcialmente plegados. Asimismo, otros factores
que desencadenan la desestabilizacion de la estructura globular nativa (por
ejemplo, pH extremos, altas temperaturas o presion, presencia de baja a
moderada concentracion de agentes desnaturalizantes fuertes o disolventes
organicos, etc.) pueden acelerar de manera significativa la velocidad de
formacion de fibras [Uversky y Fink, 2004]. Contrariamente a lo esperado, el

dogma antes mencionado hubiera predicho una mayor propension a la
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agregacion para A98A, no obstante esta muestra una tendencia similar (o
incluso menor) a la agregacion que IFABP dada su menor estabilidad
conformacional. Sin embargo, la velocidad de agregacion de esta variante
resultdé ser la mas baja. En cuanto a A78A, si bien esta forma presenta una

estabilidad mayor que la de IFABP, ostenta la mayor velocidad de agregacion.

Thirumalai y col. [2003] postularon que la cinética de polimerizacion esta
determinada por la tasa de produccion de P*, que a su vez, est4 controlada por
las barreras que separan P y P*. En este escenario, la estabilidad intrinseca de
P no seria el mejor indicador de la velocidad de agregacion. Aunque la
generalidad de esta observacion aun no se ha establecido, nuestras variantes
ilustran ejemplos del papel secundario ejercido por la estabilidad
conformacional estimada en ausencia de perturbantes (medida como AG®,).
En este sentido, cabe sefalar que la energia libre de desplegado se refiere a la
diferencia entre la forma nativa P y el estado (ensamble) desnaturalizado en
ausencia de desnaturalizantes quimicos, cuya relacion con P* no podria

establecerse en forma sencilla.

Se puede intentar entender las diferencias en la tendencia amiloidogénica en
funcion de las diferencias estructurales de la familia IFABP. Estas Ultimas
pueden predecirse sobre la base del modelo de plegado jerarquico propuesto
para IFABP [Yeh y col., 2001]. Brevemente, el polipéptido desplegado
colapsaria primeramente en una estructura semi-compacta que rodea a un
nacleo formado por los residuos hidrofébicos (Phe47, Phe62, Leu64, Phe68,
Trp82, Met84 y Leu89). Seguidamente, las hebras BB a BG se propagarian
desde el nuacleo hidrofobico en forma analoga a cierres relampago
entrelazados. Si bien estos elementos no estan unidos fuertemente por
interaccién entre cadenas laterales, no obstante se lograria establecer la
topologia nativa del barril. Durante la ultima fase del plegado, esta topologia
nativa serviria de molde para la organizacion de las tres hebras restantes del
barril (BH a BJ). Simultaneamente se completaria la red nativa de puentes de
hidrogeno a través de la minimizacion de la energia de interaccién entre las
cadenas laterales de los aminoacidos. De acuerdo con este modelo: (i) A98A y
A78A conservarian todos los residuos que participan en el evento inicial de

nucleacion, (ii) completarian las etapas que conducen al establecimiento de la
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topologia del barril, pero (iii) serian incapaces de finalizar la etapa de formacion
de la red de puentes de hidrégeno que permite la consolidacion de la estructura
nativa. Para A98A, este proceso incompleto daria lugar a una estructura con un
nacleo hidrofébico compacto acompafado de una periferia laxa. Por lo tanto,
por su propia naturaleza, A98A constituiria un modelo minimalista capaz de
poblar conformaciones escasamente representadas en el conjunto (ensamble)
de la proteina de longitud completa [Curto y col., 2009]. De hecho, ya ha sido
reportada por NMR la existencia de intermediarios en equilibrio para IFABP,
gue guarden cierta semejanza estructural con A98A [Hodsdon y Frieden 2001;
Ropson y col., 2006]. Para A78A el extenso truncamiento podria determinar la
aparicion de bordes libres que desencadenarian la dimerizacion en condiciones
nativas. La asociacion de los protdmeros podria implicar una nueva interfaz que
involucra enlaces puente de hidrégeno estabilizantes de la estructura dimérica
(Franchini y col., 2009).

Debido a que mutaciones en los segmentos implicados en el Ultimo evento del
plegado jerarquico conllevan efectos significativos sobre la estructura y
estabilidad de las construcciones [Kim y Frieden, 1998, Clérico y col., 2000,
Chattopadhyay y col., 2002] no se puede descartar que, a menos que dichos
residuos alcancen la conformacién precisa presente en la forma nativa, éstos
podrian contribuir a la propension a la agregacion observada para la proteina
de longitud completa. En este contexto, A98A carece tanto de los segmentos
N- y C-terminales, que interactian mutuamente para completar el dltimo evento
en el plegado del barril B. A pesar de que se genera una estructura menos
estable, el extenso truncamiento produce una forma plegada y flexible que
exhibe una tendencia algo inferior a agregar. Este hallazgo paraddjico estaria
en desacuerdo con la idea de que la perturbaciéon de la estructura nativa
compacta poblaria, ineludiblemente, especies con propension aumentada a la

agregacion.

Otro de los dogmas establecidos en el campo de la agregacion amiloide
sostiene que la propension a la agregacion seria consecuencia de la presencia
de secuencias particulares relativamente cortas [Pawar y col., 2005]. Para
evaluar la existencia de segmentos con propension potencial a la agregacion,

la secuencia de la proteina de largo completo IFABP fue analizada haciendo
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uso de diversos algoritmos ad-hoc (Figura 4.13). El resultado de dicho estudio
reveld la existencia de dos posibles regiones que favorecerian la agregacion:
un segmento C-terminal corto (114-118) y un tramo central mas largo (que
abarca los residuos 58-64/71). Por su expansion y dado que el primero esta
ausente en A78A, se puede especular que el péptido central podria ser la
regibn mayormente responsable de la agregacion de estas tres proteinas. Esta
evidencia pone de relieve la posibilidad de que la tendencia a la agregacion de
un constructo dado no sea solo funcion de la secuencia aminoacidica, sino que
las interacciones de largo alcance entre las distintas regiones también
desempefiaren un papel importante en este proceso. En este sentido, las
variaciones en la velocidad de agregacion observadas podrian deberse a
diferencias en la conformacién proteica que, a su vez, podrian estar
relacionadas con la exposicion/accesibilidad de este segmento central. Cabe
destacar que el péptido amiloidogénico principal se encuentra justamente en la
brecha (gap) entre la hebra BD y BE de IFABP, un lugar con pocos enlaces
puente de hidrégeno inter-hebra [Hodsdon y col., 1996] (Figura 5.2).

Figura 5.2. Diagrama de cintas de IFABP.
Las hebras que delimitan la hendidura (D
y BE) y los aminoacidos que las componen

se encuentran coloreados en rojo.

Existe aqui un solapamiento significativo entre las regiones hidrofébicas de la
secuencia que se encontrarian expuestas al solvente y aquellas identificadas
como determinantes criticos de la velocidad de agregacion. Monti y col.
reportaron que un alto grado de exposicion de dichas zonas al solvente seria
una caracteristica inherente a las regiones que iniciarian el proceso de

agregacion [Monti y col., 2004]. De hecho, un gréafico de hidropatia (Figura 5.3)
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revela al segmento central comin como aquella region de méas alta
hidrofobicidad. El extenso truncamiento de estas proteinas favoreceria la
exposicion de residuos hidrofébicos, hecho que primariamente podria aumentar
su tendencia a la agregacion. Sin embargo, se podria especular que la
dimerizaciéon de A78A impediria esta via al ocultar estos segmentos
hidrofébicos en la estructura dimérica [Franchini y col., 2009]. De esta manera,
el TFE podria alterar la conformacion del dimero, dando lugar a un aumento en
su velocidad de agregacion. A pesar de que el estado nativo de muchas
proteinas es dimérico, la formacién de una especie dimérica es a menudo el
primero de los eventos que conduce a la agregaciébn de muchas proteinas
amiloidogénicas [Ma y Nussinov, 2006]. Este ultimo fendmeno generalmente
esta bajo control cinético (menor barrera de activacion), presentando el dimero
una energia mas alta que el mondmero. Es importante destacar que la
dimerizacion puede bloquear conformaciones mal plegadas, desplazando el
equilibrio lejos del estado nativo. Ademas, la dimerizacion también podria
catalizar la conversién de elementos de la secuencia en cadenas B, y en este
escenario, un dimero de hebras 3 podria aumentar la velocidad de la formacién
de oligbmeros [Ma y Nussinov, 2006]. Esta ultima posibilidad representaria un
caso de nucleacién secundaria (ausente en nuestro caso segun el analisis

cinético).

Hidrofobicidad

-3 1 1 1 1 1 1
za 4@ 1) =] 1@ 128

Posicién en la secuencia

Figura 5.3. Grafico de Kyte-Doolittle [Kyte y Doolittle, 1982] para la secuencia aminoacidica de IFABP utilizando
escala Kyte-Doolittle y un tamafio de ventana de 9 aminoacidos. Con barra de color verde se indica la zona de

mas alta hidrofobicidad.
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Ademas de los segmentos amiloidogénicos obtenidos por prediccion
computacional que se mencionaron previamente, el segmento 1-28 -ausente
tanto en A98A como en A78A- podria contribuir per se al fendmeno de
agregacion. Este péptido, en el contexto de la estructura completa incluye
algunas de las regiones mas flexibles de la proteina, caracteristica que por si
sola desfavoreciendo su capacidad de actuar como un nucleo de agregacion
(Figura 4.14). De hecho, hemos confirmado que por si mismo -0 adn en
presencia de A98A en el medio- este péptido no forma agregados. Ademas, el
péptido aislado resulta desestructurado en medio acuoso y so6lo adopta una
estructura helicoidal cuando se lo desafia en presencia de 25 % v/iv TFE
(Figura 4.15). De modo significativo, independientemente de la presencia de
TFE, el espectro de la mezcla de 1:1 de A98A y del péptido 1-28 resulta
indistinguible de la suma algebraica de los espectros correspondientes a cada
uno por separado. No obstante, los experimentos anteriores no descartan la
posibilidad de que las interacciones entre el péptido N-terminal y la region
central principal puedan ser demasiado débiles como para ser observadas por
CD, incluso a las mas altas concentraciones ensayadas de péptido y proteina.
Como nota de advertencia general para la interpretacion de experimentos en
esta area, uno debe ser consciente de que la propension a la agregacion de
una construccion dada pueda no ser solo funcibn de una secuencia
aminoacidica particular, ya que las interacciones entre diferentes regiones de la

proteina también podrian desempefiar un papel importante en el proceso.
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SECCION 2: PREAGREGACION, EFECTO DE TFE A
BAJAS CONCENTRACIONES

En resumen hasta aqui, IFABP y sus variantes truncadas A98A y A78A se han
convertido en modelos tiles para el estudio de los determinantes moleculares
relacionados con la agregacion de las proteinas del tipo barril B. Se ha
discutido que no es posible hallar una correlacion directa entre la estabilidad
(AG%,0: IFABP>A78A>A98A) y la propensién a la agregacion inducida por TFE
(A78A>IFABP=A98A). Este hecho relativiza la importancia que tendria el papel
secundario que tendria, en estos casos, la medida de la diferencia de energia
libre asociada a la proteina nativa (P) respecto del estado desnaturalizado.
Ademas, como las tres proteinas comparten el fragmento comun propenso a la
agregacion, las variaciones en la velocidad de agregacion observadas se
podrian explicar a partir de las diferencias en la conformacion de la proteina,
factor que modularia la exposicion/accesibilidad de este fragmento critico.
Resulta ahora claro que, con el fin de entender mas cabalmente aquellos
factores que influyen sobre el fendbmeno de agregacidon proteica, resulta
imperioso caracterizar los primeros acontecimientos que conducen a la génesis
del nucleo. Planteamos entonces que seria mas apropiado correlacionar la
propensién a la agregacion con la estabilidad medida en presencia de TFE.
Dado que concentraciones mayores a 20 % v/v TFE disparan irreversiblemente
el proceso de agregacion, intentamos evaluar el impacto de concentraciones
menores del cosolvente -condicion para que la proteina se mantenga soluble-
sobre la conformacién y la estabilidad de las proteinas. A partir de la
informacion obtenida sobre la evolucion de la estructura y la estabilidad en esta
condicion subagregante, podria extrapolarse el escenario de acontecimientos
gue sucederia a mayores concentraciones de cosolvente. En este sentido,

procedimos a caracterizar los cambios ocurridos hasta 10 % v/v TFE.

El punto de partida para la caracterizacion de las proteinas a 10 % v/v TFE fue
la sorprendente estructuracion alcanzada por las variantes abreviadas a dicho
porcentaje de cosolvente (Figura 4.4). Para las tres proteinas se evidencia una
coalescencia estructural a partir de la coincidencia de los espectros de CD en

la region UV lejana (Figura 5.4). A partir de esta observacion, decidimos
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focalizar la atencion en esta condicién experimental para intentar comprender si

los cambios conformacionales encuentran correlato con la propension a la

agregacion.
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Figura 5.4. Espectros de CD en la region UV lejana de IFABP, A98A y A78A a 0 (A) y 10 (B) % v/v TFE.

Las principales consecuencias sobre la conformacion de IFABP y las variantes
truncadas de la adicién de concentracion subagregante de TFE se ilustran en
las Figuras 4.16 y 4.18. No se evidencia cambio significativo en la
conformacion de IFABP, tal como lo demuestra la conservacion de la estructura
secundaria y el ligero cambio en la estructura terciaria, documentado en los
espectros de CD vy fluorescencia. Por otro lado, se observa una reduccion del
33 % en la intensidad de emisién, que probablemente seria consecuencia de
un efecto general de apagamiento de la fluorescencia (quenching) provocado
por el TFE [Chen y col.,, 1995, Mukhopadhyay y Basak, 1998]. Para las
variantes abreviadas, la evolucion de los espectros de CD en la region UV
lejana en funcién de la concentracion de TFE demuestra la mayor plasticidad
de estas proteinas respecto de IFABP (Figura 4.16). Los resultados mostrados
indicarian que dicho cambio es gradual, aumentando (en médulo) la sefal

dicroica con el agregado del cosolvente.

Es interesante destacar que aun 2.5 % v/v TFE (el minimo porcentaje de TFE
ensayado), provoca cambios significativos en el espectro de éstas proteinas.
Estos resultados son consistentes considerando que las variantes abreviadas
resultan de truncamientos de la proteina madre IFABP, una estructura con una

conformacion evolutivamente consolidada. Dado que las variantes abreviadas
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presentar regiones mas flexibles que la proteina madre presumiblemente como
consecuencia de la pérdida de interacciones de puentes de hidrogeno entre las
hebras, es de esperar que el cosolvente TFE influya en mayor medida sobre
A98A y A78A que sobre IFABP. A juzgar por la intensificacion de los espectros
de CD en la region UV lejana de las variantes abreviadas, se podria concluir
que las mismas exhiben una ganancia en estructura. Es importante destacar
que la estructuracién alcanzada a concentraciones de TFE < a 15 % es de
caracter reversible ya que, al quitar el cosolvente del medio, las proteinas
retornan a su estado conformacional original. Por otro lado, los espectros de
CD en la region UV lejana en funcion de la concentracién de TFE para cada
una de las variantes abreviadas exhiben puntos isodicroicos, hecho consistente
con la coexistencia de dos entidades con conformaciones secundarias
distintas. Cabe destacar que identificar un punto isodicroico es una condicién
necesaria, pero no suficiente, para definir una transicion entre dos estados

conformacionales.

En cuanto a la informacion disponible sobre la estructura tridimensional, los
espectros de CD en la regiébn UV cercana (Figura 4.17) demuestran,
fundamentalmente, una conservacion general de esta estructura. Al mismo
tiempo, el estudio de los espectros de fluorescencia (Figura 4.18) muestra un
comportamiento diferencial de estas proteinas. Como una nota de advertencia,
es preciso aclarar que el residuo de Trp que aporta en mayor medida a la
emision de fluorescencia -y el Unico existente en el caso de las variantes
abreviadas- corresponde al Trp82 ubicado en el core de estas proteinas. Por lo
tanto, la informacién extraida a partir de estos espectros reflejara

principalmente los cambios ocurridos en esta zona de la proteina.

El comportamiento bimodal observado para los espectros de fluorescencia de
las variantes abreviadas (Figura 4.18), presenta un incremento de la sefal a
bajas concentracibn de TFE seguido de una fase de meseta a mayores
concentraciones. Este perfil podria estar reflejando una ganancia en estructura
superpuesto a efecto general de apagamiento de la fluorescencia del Trp82.
Una interpretacion de esta evidencia seria un balance entre la estructuracion
de la periferia y un rearreglo del core. Por el contrario IFABP exhibe un

comportamiento monotonamente descendente para todo el rango de
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concentraciones ensayadas. En este sentido, IFABP muestra un
comportamiento similar al compuesto de referencia NATA en cuanto a la
evolucion de la intensidad de fluorescencia. En cambio, el centro de masa
espectral permanece practicamente constante para IFABP, mientras que NATA
exhibe un previsible corrimiento hacia el azul en la longitud de onda del
méaximo de emision. De este modo, podria especularse que existird un
fendbmeno compensatorio en la conducta observada para IFABP causado por

un cambio hacia una mayor polaridad del entorno del Trp82.

En conclusién, de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de las
mediciones de CD vy fluorescencia, las variantes abreviadas exhiben una
ganancia de estructura que conduce a una coalescencia conformacional de las
tres proteinas a 10 % v/v TFE. El fendbmeno de estructuracién también

encuentra correlato en los experimentos de 1D *H NMR (Figura 4.21).

Con el fin de aportar nueva evidencia sobre la estructura tridimensional de
estas proteinas en presencia de TFE, se analizé la informacion derivada de
experimentos de protedlisis (Figuras 4.22). Aunque en presencia del cosolvente
se evidencia la misma distribucion de los sitios de corte para las tres proteinas,
se observan cambios significativos en la susceptibilidad proteolitica. En
presencia de TFE, tanto para A98A como para A78A, la velocidad de protedlisis
disminuye, es decir, las proteinas son digeridas mas lentamente, confirmando
asi lo mencionado anteriormente: este cosolvente estaria disminuyendo la
flexibilidad de estas variantes proteicas al inducir una ganancia de estructura.
Por el contrario, en esta condicion, IFABP parece ser mas susceptible a la
digestién proteolitica (a pesar de poseer un patrén idéntico de sitios de
escision), hecho que pudiere indicar una mayor flexibilidad. Para confirmar que
el comportamiento de IFABP fuere el generalmente esperable para una
proteina naturalmente "bien plegada" se probaron tres proteinas nativas a
modo de control (lisozima, a-lactalbumina y seroalbimina bovina) todas las
cuales resultaron comportarse de manera similar a IFABP (Figura 4.23). Es
razonable pensar que, a baja concentracion de TFE, la conformacion nativa de
una proteina consolidada tal como IFABP se vea vulnerada, de modo tal que

existan mas oportunidades de acceso de la proteasa al sitio de corte.

172



SECCION 2 DISCUSION DE RESULTADOS

Mas precisamente, conjugando la informacion estructural obtenida a partir de
las técnicas espectroscopicas (Figura 4.16) y el analisis por espectrometria de
masa (Figura 4.24), postulamos que la reduccién en la velocidad de corte de la
proteasa hasta, al menos, el residuo 102 podria deberse a una rigidizacién del
tramo C-terminal en las variantes abreviadas debido al aumento en el
contenido de estructura secundaria. Este segmento podria incluso extenderse
mas alla dado que el siguiente sitio proteolitico seria el residuo 93 y
corresponderia a regiones mas moviles en la conformacion nativa de las
variantes abreviadas y, en cambio, estaria mayormente estructurado en
presencia del cosolvente. Tal efecto ejercido por el TFE podria implicar, en
parte, la induccién helicoidal a lo largo de la seccién C-terminal de las variantes
abreviadas, que de otro modo serian “desordenadas” a juzgar por las
predicciones de desorden (Figura 4.25). En este sentido es bien conocido el
efecto inductor de estructura de tipo a del TFE en péptidos [Lehrman y col.,
1930; Hackl, 2014]. Los predictores de desorden sefialan como zonas menos
ordenadas a regiones que comprenden alrededor de los primeros 15 y los
altimos 30 residuos de aminoé&cidos de la proteina de longitud completa. En
cambio, las predicciones dadas por los algoritmos JPred y YASPIN indican una
hélice a para el segmento de 122 a 128 de IFABP (Figura 4.26).

Es probable que las colas potencialmente propensas al desorden en IFABP
puedan jugar al menos dos funciones diferentes. En primer lugar, tal como se
mencionod antes estan involucrados en el cierre del barril  y en segundo lugar,
podrian servir como “cerdas entropicas” que impidan la oligomerizaciéon de
IFABP en el transcurso del proceso de plegado jerarquico. A causa de los
movimientos aleatorios alrededor de su punto de unidon/anclaje, las “cerdas
entropicas” podrian barrer una region significativa en el espacio y
entropicamente excluir particulas grandes pero no pequefias moléculas tales
como el agua, sales, metales o cofactores. Notese que la mayor parte de la
cola C-terminal predicha como desordenada para IFABP se conserva en A98A,
mientras que esta virtualmente ausente en A78A. En este ultimo caso, debido a
su insuficiente tamafo, ésta regidn seria incapaz de ejercer el papel de “cerda
entropica”, y debido a ello la proteina seria capaz de adoptar su estado
oligomérico (dimero). Sobre esta base, puede especularse que el sector C-
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terminal desordenado de A98A podria inhibir el proceso de oligomerizacion.
Mas aun, la menor velocidad de agregacion observada para A98A con respecto
a IFABP y A78A podria explicarse por la alta movilidad esperable para este
segmento que posiblemente retrase la formacion del nucleo de agregacion (B,).
Ademas, de acuerdo con Chiti y Dobson, 2006 un aumento en el contenido
helicoidal -en nuestro caso inducido a bajas concentraciones de TFE- seria otro
factor que contribuiria a reducir la propension a la agregacion de esta variante.
Para el caso de A78A, la mayor velocidad de agregacion podria radicar en su
naturaleza dimérica, que como se menciond en la seccion anterior, simplificaria

el proceso de nucleacién, de otro modo bimolecular, en uno unimolecular.

En conclusién hasta aqui, el TFE a bajas concentracion podria aumentar el
contenido helicoidal de ciertas regiones de la proteina. Al formar estructuras
helicoidales, estas regiones perderian su alta flexibilidad y, por lo tanto,
resultarian mas protegidas de la actividad de las proteasas [Hackl, 2015]. Esta
ganancia en estructura a-helicoidal podria explicar su menor propension a la
digestion y los cambios observados en los espectros de CD en la region UV
lejana -donde se manifiesta un aumento de sefial en la regién centrada

alrededor de ~200 nm caracteristico de este tipo de estructuras.

A78A

Figura 5.4. Sobre la base del esquema de cintas correspondiente a la estructura de IFABP (PDB 2IFB) se han
borrado los segmentos ausentes en A98A. En rojo se muestra el sector C-terminal de A98A, segmento ausente en
A78A (que se muestra en azul). Con flechas se sefialan los sitios de corte de la proteasa quimotripsina. A la
derecha se muestran los esquemas de las tres proteinas: IFABP, A98A, A78A. Para las variantes abreviadas se
indica en color violeta y los fragmentos correspondientes a los sitios de corte de la quimotripsina, y con

circulo de color verde el posible fragmento desestructurado que se organizaria en hélice a.
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Los nuevos datos disponibles nos permiten refinar el modelo estructural
propuesto para las proteinas abreviadas: éstas podrian presentar una region
comun similar a la nativa “decorada” con un tramo C-terminal de mayor o
menor longitud de naturaleza desordenada. Es sabido que los efectos del TFE
sobre los elementos de estructura secundaria presentes en una proteina
pueden diferir de los observados para péptidos pequefios. En este sentido, el
cosolvente podria ejercer una funcion dual sobre las proteinas, perturbando la
region nativa [Povey y col.,, 2007] y al mismo tiempo induciendo estructura

helicoidal a lo largo del segmento C-terminal desordenado.

Como consecuencia estructural global de la adicion de cosolvente, se observa
un efecto significativo de compactacién, tal como la muestra la Figura 4.27.
Este fendbmeno alcanza gran magnitud para A78A, es un tanto menor en el
caso de IFABP y se convierte en insignificante para A98A. Cabe destacar que,
en el caso de A78A, la gran disminucion del radio hidrodinamico no es
consecuencia de una disociacion del dimero ya que la proteina conserva su
estructura dimérica a 10 % v/v TFE (datos no mostrados, comprobados tanto
por dispersién luminosa (light scattering) acoplada a la columna de exclusion
molecular (SEC) como por NMR). En consecuencia, al compactarse, la
accesibilidad al solvente del nucleo hidrofébico en presencia de TFE se vera
disminuida, tal como lo demuestran los experimentos de apagamiento de la
fluorescencia con acrilamida (Figura 4.28). Podemos observar que en todo el
rango 0-10 % v/v TFE, A98A presenta accesibilidad similar al solvente del
nacleo, hecho que se corresponde con la informacion sobre su tamafio
aportada por la cromatografia de exclusion molecular. Esta evidencia indicaria
que ésta variante persistiria como aquella mas expandida. En el caso de A78A,
la accesibilidad se veria comprometida, posiblemente debido a la gran
compactacion sufrida. Ademas, para todas las proteinas, en ambas
condiciones, los graficos de Stern Volmer guardan una relacion lineal,
sugiriendo la existencia de un Unico mecanismo de apagamiento de la

fluorescencia.

Para comprender el impacto de los cambios inducidos por TFE en la exposicion
de zonas hidrofébicas, se llevaron a cabo experimentos de unién de ANS
(acido 8-anilino 1-naftalen sulfénico) a las tres proteinas. En lo que respecta a

175



SECCION 2 DISCUSION DE RESULTADOS

la proteina madre, se observa un aumento de la fluorescencia del ANS (Figura
4.30) -que se relacionaria con una mayor exposicion de zonas hidrofobicas-
hecho consistente con la ya mencionada mayor sensibilidad a la protedlisis
(Figura 4.22). Esta evidencia demostraria que si bien IFABP sélo sufriria
alteraciones estructurales menores en presencia de 10 % v/v TFE, los cambios
resultarian claramente deletéreos. En contraposicion, A98A y A78A evidencian
una disminucion tanto de la propension a la protedlisis (Figura 4.22) como en la
exposicion de zonas hidrofobicas (Figura 4.30), hechos consistentes con el
efecto promotor de estructura propuesto para el TFE. Curiosamente, en
presencia de TFE, la variante dimérica ya no es capaz de unir ANS. Esto se
puede racionalizar ya sea por la gran contraccion del bolsillo hidrofébico y/o por

un acceso estéricamente impedido a la cavidad de union.

Notablemente, aun bajo la influencia del TFE, estas proteinas siguen siendo
funcionales, pues son capaces de unir acidos grasos (Figuras 4.31 y 4.33).
Llamativamente, A78A, aun siendo incapaz de unir ANS, retiene la capacidad
de unir los acidos trans-parinérico y oleico. Esto podria explicarse en razén de
que el ANS es una molécula considerablemente mas grande y menos flexible
que los acidos grasos. En presencia de TFE, tras la unién del t-PA podemos
ver que, para las tres proteinas, las bandas inducidas -reveladoras de las
caracteristicas estructurales de los sitios de union- presentan un corrimiento
hacia el rojo de la sefial espectral en la region UV cercana. Este efecto podria
ser la manifestacion de un entorno mas ocluido del solvente para el sitio de
unién del acido graso. Ademas, a juzgar por los espectros en la regién UV
lejana en presencia de TFE, las proteinas abreviadas no evidencian mayor
estructuracion al unir &cido oleico. Esta ultima condicion es similar a la
experimentada por IFABP en ausencia de cosolvente, donde esencialmente no
existe efecto promotor de la estructura tras la union del ligando [Curto y col.,
2005]. Una vez mas, esto podria indicar que el TFE consolida la estructura de

estas proteinas abreviadas y las torna similares a IFABP.

Como la retencion de la funcionalidad es caracteristica del estado nativo, se
puede concluir que la presencia de 10 % v/v TFE podria estar enriqueciendo
una poblacion de subestados conformacionalmente alternativos -ya presentes
en el ensamble- pero poco explorados en medio acuoso. Existe evidencia que
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aboga por una descripcibn mas general del estado nativo mediante un conjunto
de conformaciones, colectivamente denominado “ensamble del estado nativo”
[Rangwala y Karypis, 2011]. Dado que las proteinas no son entes rigidos, el
estado nativo puede describirse como un conjunto estadistico caracterizado por
una serie de estructuras que ocupan minimos locales de energia, separados
por regiones localmente desplegadas correspondientes a estados de alta
energia libre poblados transitoriamente [Zacharias, 2010]. En sintesis, el
cosolvente TFE perturbaria subestados en equilibrio dentro del ensamble

conformacional nativo de las proteinas.

El analisis de la estabilidad térmica de las proteinas en presencia de TFE
(Figura 4.34) muestra que IFABP, siendo menos compacta en presencia de
este cosolvente, resulta mucho mas susceptible a la desnaturalizacion térmica.
Por el contrario, en esta misma condicion la consolidacion estructural
experimentada por las variantes abreviadas origina formas con mayor
resistencia a la desnaturalizacibn por temperatura. Este efecto se pone
especialmente de manifiesto para A98A. En presencia de 10 % v/v TFE, se
observa que las tres proteinas adoptan valores similares de Ton, contrario a lo

observado para los valores de Tm medidos en ausencia de cosolvente.

Posteriormente, se evalué la estabilidad de estas proteinas por métodos
quimicos. Para el desafio con urea (Figura 4.36), se puede apreciar que en
presencia del cosolvente la estabilidad de las variantes abreviadas aumenta
significativamente, mientras que el valor para la proteina de longitud completa
permanece sin cambios. Frente el desafio con cloruro de guanidinio (GdmClI,
Figura 4.37) la estabilidad de A98A disminuye, mientras que el valor para A78A
aumenta. En presencia de este cadtropo, la proteina de longitud completa
evidencia un significativo descenso del valor de AG®%,,. Debe destacarse que
se pueden obtener diferentes valores de AG%.,0 cuando se emplean diferentes
agentes desnaturalizantes ya que moléculas como el GdmCI, cuyas soluciones
alcanzan alta fuerza ibnica, debilitan significativamente los puentes salinos en
proteinas, mientras que otros, agentes como la urea (sin carga) tienen un
efecto menor sobre las interacciones ionicas [Greenfield, 1999]. Aun pesar de
estas diferencias, se observa que en presencia de TFE los valores de Cm de
las tres proteinas tienden a parecerse entre si (Figura 5.6).
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En definitiva, la no coincidencia de los valores de AG%,0 y la menor magnitud
en los valores de m respecto de lo esperable para proteinas de ese peso
molecular, son indicios de que un modelo de dos estados seria insuficiente

para explicar toda la evidencia experimental.
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Figura 5.6. Fraccion nativa en funcidn de la concentracion de desnaturalizante GdmCI (A) y urea (B) para IFABP,

0A98A y A78A en 10 % v/v TFE.

En resumen, la evidencia acumulada y aqui expuesta es compatible con la
nocion de que los cambios estructurales en las tres proteinas provocados por
concentraciones subagregantes de TFE (hasta 10 % v/v) asemejan las curvas
de estabilidad entre si (Figura 5.6). Un fendmeno que puede encontrar
correlato con el previamente mencionado fendmeno de coalescencia
conformacional. Aun asi, la estabilidad medida en presencia del ca6tropo no es
per se un parametro suficiente para establecer una correspondencia clara con

la propension a la agregacion.

El enfoque experimental aqui planteado contribuye con nuevos datos de
relevancia para la comprension de los primeros cambios conformacionales
conducentes a la formacién del nlcleo de agregacion. La vision del proceso se
enriguece a partir del panorama provisto por el conjunto de las técnicas
ensayadas. En este escenario, el TFE a baja concentracion promoveria
cambios conformacionales similares a los conducentes a la formacion de

especies propensas a la agregacion.
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SECCION 3: EVALUACION DE LOS PRIMEROS
EVENTOS DEL PROCESO DE AGREGACION

Por dltimo, avanzamos en intentar esclarecer los primeros eventos que surgen
de exponer las proteinas a 25 % v/v TFE. En las Figuras 4.39 y 4.41 podemos
apreciar claramente que los espectros obtenidos inmediatamente tras el
agregado de 25 % v/v TFE resultan similares a los obtenidos en condiciones de
equilibrio tras la exposicién de las proteinas a la concentracién subagregante
estudiada previamente (10 % v/v) (Figura 5.7). Esto conduce a pensar que el
cambio estructural observado a ese porcentaje de TFE mimetizaria aquél
necesario para desencadenar el proceso de formacion de fibras amiloides.
Dicho de otro modo, las especies formadas a esa concentracion de cosolvente

podrian ser similares a las especies propensas a la agregacion (P*).
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Figura 5.7. Comparacion de los cambios conformacionales ocurridos para IFABP, A98A y A78A en
presencia de 10 % v/v TFE (izquierda) e inmediatamente después de agregar 25 % v/v TFE (derecha).
Se muestran espectros CD en la region UV lejana (A), CD en la region cercana (B) y de emision de

fluorescencia intrinseca (C).

En (B) se muestran los espectros de las proteinas a 0 % v/v TFE para mejor interpretacion del gréfico.
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Los embudos de plegado permiten una interpretacién pictorica sobre los///
cambios que le sucederian a las proteinas al pasar a un medio conteniendo
TFE. De manera sencilla, los paisajes en forma de embudo para las tres
proteinas se asemejarian mas entre si tras el agregado de TFE. Tal como se
muestra en la Figura 5.8, existiria una disminucion del ancho de los embudos -
explicado por una disminucion de la entropia conformacional- al tiempo que
una reduccion en la profundidad (menor energia libre) para IFABP mientras que
las variantes abreviadas aumentarian en profundidad. Asi, los embudos
presentarian menores diferencias en energia libre entre el estado nativo y el
desnaturalizado. Puede especularse que las especies transitorias formadas al
exponer las proteinas a 25 % v/v TFE —colectivamente denominadas P*-
podrian estar representadas por embudos de plegado similares a los
propuestos para 10 % v/v TFE. En este escenario, las diferencias observadas
en la velocidad de agregacion podrian entenderse a partir de las barreras
cinéticas de activacion hacia la fibra, que encuentra un nuevo punto de partida,
diferente de aquel en medio acuoso. Claramente, la transicion conformacional
rapida y reversible entre 0 y 10 % v/v TFE involucra barreras de baja magnitud,
mientras que los pasos subsiguientes irreversibles conducentes a la fibra
podrian estar gobernados por barreras de magnitud mucho mayor. Hace falta
contar con mas evidencia experimental para definir acabadamente un
panorama desde un punto de vista termodinamico por el que pueda entenderse

la sucesion de eventos conducentes a la fibrilacion.

...
Figura 5.8. Representacion de los

embudos de plegado para las tres
proteinas: IFABP, A98A y A78A. Se
muestran dos embudos de plegado
para cada proteina: del lado izquierdo

se representan los embudos para las

ﬁm

proteinas a 0 % v/v TFE y del lado
0% TFE 10% TFE
derecho la evolucion de los mismos a

P ;) P* 2 10 % v/v TFE.
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En el trabajo aqui presentado hemos llevado a cabo la caracterizacion biofisica
de la familia de proteinas de IFABP -desarrollada como modelo en nuestro

laboratorio- frente a la influencia representada por el cosolvente TFE.

Como caracteristica comun, se evidencia un perfil de agregacion similar, que
alcanza un méaximo a 25 % v/v TFE. La naturaleza amiloide de los agregados
fue comprobada mediante ensayos de union a colorantes (Tioflavina-T y Rojo
Congo), birrefringencia de la luz polarizada y microscopia TEM. De acuerdo
con el andlisis de la cinética de agregacion, se postul6 un mecanismo simple

(primario) de nucleacién-elongacion.

Al cabo, no existe una correlacion directa entre la reduccion de la estabilidad
(AG%.0: IFABP > A78A > A98A) y la mayor propensidén a la agregacion
inducida por TFE (A78A > IFABP = A98A). Es notable que A98A, a pesar de su
menor estabilidad, ostenta una menor velocidad de agregaciéon respecto de
IFABP. Estas observaciones se contradicen a la nocion establecida en
literatura acerca de que perturbaciones de la estructura nativa -que generan
especies con menor estabilidad conformacional- conducirian inevitablemente a
una mayor tendencia a la agregacion. Este hecho pone de manifiesto el papel
secundario que tendria la medida de la energia libre asociada a la proteina
nativa (P, disuelta en medio acuoso). Ademas, como las tres proteinas
comparten un fragmento comun con propension intrinseca a la agregacioén, las
variaciones observadas en la velocidad de agregacién se podrian explicar a
partir de las diferencias en la conformacion de la proteina, factor que modularia

la exposicion/accesibilidad de este fragmento critico.

De la observacion detallada de los cambios conformacionales resultantes del
desafio con TFE se revela que de 0 a 15 % v/v TFE el contenido de estructura
secundaria aumenta para las variantes abreviadas mientras que permanece
constante para IFABP. Resulta destacable la sorprendente coincidencia de los
espectros de las tres proteinas a 10-15 % v/v TFE. Esta observacion permite

postular la coalescencia conformacional de estas estructuras en ensambles
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alterados (cuasi nativos) similares. El efecto ejercido por el cosolvente podria
ser explicado en parte por la induccion helicoidal en el segmento C-terminal de
las variantes abreviadas que, de otro modo se predicen como sectores

desordenados.

En linea con la propuesta acerca del efecto promotor de estructura ejercido por
el TFE, al formarse estructuras helicoidales, este sector reduciria su movilidad
y, por lo tanto, resultaria mas protegido frente de la actividad de proteasas.
Como consecuencia estructural global de la adicion de cosolvente, se observa
un efecto significativo de compactacion y reduccion de zonas hidrofébicas
expuestas para A78A, siendo ambos efectos algo menores para A98A. Al
compactarse, la accesibilidad del solvente al nacleo en presencia de TFE se
veria disminuida. Asimismo, la consolidacion estructural de las variantes
abreviadas origina formas con mayor resistencia a la desnaturalizacion por

temperatura.

En contraposicion con las variantes abreviadas, y a juzgar por los resultados de
las técnicas espectroscopicas empleadas, la proteina madre soélo sufriria
alteraciones estructurales menores en presencia de 10 % v/iv TFE. Sin
embargo, se observa un aumento de la exposicion de zonas hidrofobicas
acompafado de una mayor sensibilidad a la protedlisis, demostrando que el
TFE ejerce perturbaciones perjudiciales para la estructura.

Los nuevos datos disponibles nos permiten refinar el modelo estructural
propuesto para las proteinas abreviadas: éstas podrian presentar una regién
comun similar a la nativa “decorada” con un tramo C-terminal desordenado. A
raiz de su mayor movilidad, se puede especular que este segmento podria
dificultar la formacion del ndcleo dimérico (P,) de A98A. En la variante mas
abreviada A78A -al ser mas corto este segmento- esto no podria suceder y la
proteina alcanzaria naturalmente el estado dimérico. A su vez, la menor
velocidad de agregacion con respecto a IFABP y A98A podria explicarse por el
movimiento aleatorio de este segmento que posiblemente retrasara la
formacion del nacleo de agregacion (P,). Conjuntamente la induccion helicoidal
podria contribuir a retardar este fendbmeno.

Es importante destacar que aun bajo la influencia de este cosolvente, las

proteinas siguen siendo funcionales, pues persiste la capacidad de union de
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acidos grasos. De esta manera, se puede concluir que el desplazamiento del
equilibrio conformacional causado por el cosolvente en esta concentracion se
limitaria al ensamble nativo de las proteinas.

En cuanto a la estabilidad en presencia del cosolvente, se observo una mayor
similitud en las curvas de estabilidad a 10 % v/v TFE en presencia de ambos
agentes desnaturalizantes (urea y cloruro de guanidinio), evidenciado por el
pardmetro de concentracion media medida para la transicion en las tres
proteinas.

Por dltimo, del estudio preliminar de los cambios conformacionales tempranos
ocurridos tras el agregado de 25 % v/v TFE se postula que el cambio
estructural alcanzado a 10 % v/v TFE mimetizaria aquél necesario para
desencadenar plenamente el proceso de formacion de fibras amiloides. Dicho
de otro modo, las especies formadas a esa concentracion de cosolvente, muy
probablemente podrian guardar semejanza con las especies propensas a la
agregacion (P*).

El enfoque experimental aqui planteado contribuye con nuevos datos que
juzgamos relevantes para la comprension de los cambios conformacionales
iniciales conducentes a la formacion del nucleo de agregacion. En este
escenario, el entorno quimico provisto por una baja concentracién de TFE
resulta una opcion valida para promover cambios conformacionales similares a

los que conducen a la formacion de especies propensas a la agregacion.
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Frente a los resultados aqui expuestos se abren nuevos interrogantes acerca

de cuales serian los factores determinantes de la propension o evasion del

fendmeno de agregacion proteica. Para intentar alcanzar nuevas respuestas es

que planteamos los proximos objetivos de nuestro trabajo:

Como ya se menciond, actualmente se estan realizando experimentos
en colaboracién basados en las técnicas de stopped flow con deteccién
por fluorescencia y CD a fin de ampliar la vision sobre la estructura de
los intermediarios involucrados en el proceso de agregacion. Es un
hecho conocido que en muchos casos los experimentos cinéticos
revelan claramente la presencia de especies intermediarias apenas
visibles o invisibles en el equilibrio.

Por otro lado, con el proposito de comprender mas cabalmente los
hechos que subyacen los cambios conformacionales observados, se
esta ensayando el efecto varios aditivos quimicos sobre la conformacién
y la estabilidad (urea, cloruro de guanidinio, etanol, sulfato de sodio y N-
oxido de trimetilamina, entre otros). Algunos de los aditivos
seleccionados ya se utilizan ampliamente en baja concentracién para
mejorar la eficiencia del plegado y evitar la agregacion.

Tras analizar con programas especificos (AMYLPRED 2, [Tsolis y col.,
2013]) la estructura primaria de IFABP, se predijo que el péptido de ~14
aminoacidos (correspondiente al sector 58-64/71 de IFABP) podria ser el
responsable principal de la propensidon a la agregacion de estas
proteinas. Nuestro objetivo aqui seria utilizar dicho péptido sintético
aislado para evaluar su tendencia a la agregacion. Aqui surgiria la
posibilidad de modificar la propia secuencia y/o el contexto de las
secuencias flanqueantes (reduciendo o aumentando su longitud,
introduciendo sustituciones en posiciones especificas, etc.) y analizar
cOmo esos cambios impactan sobre la tendencia a la agregacion.

Finalmente, podrian producirse quimeras de las tres proteinas

191



PERSPECTIVAS

recombinantes completas introduciéndoles las modificaciones del caso
en la secuencia o en la vecindad del péptido para ensayarlas,
nuevamente, en su estructura, estabilidad y propensién a la agregacion.

Dado que postulamos que la conformacién jugaria un rol critico en la
propension a la agregacion, hemos iniciado experimentos destinados a
la caracterizacion de la estructura tridimensional de A98A y A78A por
NMR o cristalografia de rayos X. Dadas las previsibles dificultades para
la cristalizacion de especies moviles se estima con mayor probabilidad
que serd posible obtener resultados a partir de espectros
bidimensionales de NMR.

Complementariamente, a partir de la construccion de modelos atdmicos
y simulaciones por dindmica molecular y/o modelos de grano grueso
(coarse grain) de estas variantes, podra lograrse una visidbn mecanistica
mas realista sobre la evolucion temporal de estas estructuras
enfrentadas al cosolvente TFE.

Finalmente, destacamos que una variante abreviada de menor longitud
ya ha sido identificada (denominada A58A, que también conserva el
péptido central IDVVFELGVDFAYS, resultados no publicados). Esta
proteina aun no ha sido caracterizada estructuralmente. De ser posible,
intentaremos producirla en forma recombinante o, eventualmente,
optaremos por su sintesis quimica. De lograr obtenerla en cantidad
adecuada, también la caracterizaremos en medio acuoso y luego la

desafiaremos con TFE para evaluar su tendencia a la agregacion.
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El auto-ensamblado de proteinas en fibras amiloides que se depositan en
ciertos tejidos esta relacionado con numerosos trastornos severos agrupados
bajo la denominacion de amiloidosis. Los agregados se caracterizan por una
organizacion estructural en hoja . A pesar de la relevancia médica de estas
enfermedades, se sabe poco sobre el proceso de agregacion proteica en si

mismo.

En este sentido, en nuestro laboratorio, realizamos estudios biofisicos
tendientes a comprender el plegado de proteinas 3 usando como modelo la
proteina que une &cidos grasos de intestino de rata (IFABP). Esta posee una
estructura de barril B formado por dos hojas ortogonales de cinco hebras cada
una. El enfoque utilizado fue el de abreviar sistematicamente la proteina
mediante protedlisis controlada en la medida en que se obtuvieran
construcciones estables bien plegadas. Asi, se produjeron A98A y A78A
(correspondientes al segmento 29-126 y 29-106 de IFABP, respectivamente),
obtenidas luego de forma recombinante. Brevemente, A98A es monomeérica,
conserva el core hidrofébico compacto de IFABP y presentaria una periferia
laxa que le confiere una estructura levemente expandida, rindiendo una
construccion con menor estabilidad conformacional. A78A resulta soluble,
estable y forma un dimero levemente expandido que conserva la funcionalidad
de la proteina original y presenta una estabilidad similar a la de IFABP. Por
carecer del cierre del barril, estas variantes podrian presentar bordes libres y es
justamente la evasion a la exposicion de dichos bordes la principal estrategia
descripta para evitar la agregacién. Dado que todo polipéptido es plausible de
generar fibras, se podria pensar que proteinas formadas mayoritariamente por
estructura § presentarian una mayor propension a agregar. De esta manera,
nuestras proteinas nos permitirian evaluar comparativamente el efecto de la
presencia/ausencia de distintos determinantes estructurales y/o la accién de
ciertos agentes perturbadores de la conformacion, en su impacto sobre la
topologia y la tendencia a la agregacion. En este sentido, decidimos desafiar

nuestros modelos con 2,2,2 trifluoroetanol (TFE). Nuestra primera propuesta
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apuntd al estudio de la tendencia amiloidogénica de estas proteinas. Se
analizaron las caracteristicas morfolégicas de los agregados amiloides y se
realizd un estudio cinético detallado que dio cuenta de un mecanismo primario
simple de nucleacidn-elongacién. Demostramos que no existe una correlacion
directa entre la estabilidad (AGOHZO: IFABP>A78A>A98A) y la propensién a la
agregacion inducida por TFE (A78A>IFABP=A98A). Es notable que A98A, a
pesar de su menor estabilidad intrinseca ostenta la menor velocidad de
agregacion. Este hecho pone de manifiesto el papel secundario que tendria en
estos casos el parametro AG%,0 asociado a la proteina nativa diluida en medio
acuoso. Ademés, como las proteinas ensayadas comparten un fragmento
comun propenso a la agregacion, las variaciones en la velocidad de agregacion
se podrian explicar a partir de las diferencias conformacionales, que

modularian la exposicién/accesibilidad de este sector de la proteina.

De la observacion de los cambios conformacionales ocurridos a
concentraciones subagregantes (< 15 % v/v TFE), se evidencia que el
contenido de estructura secundaria aumenta para las variantes abreviadas y
permanece constante para IFABP revelandose un proceso de coalescencia
conformacional, evidenciado por la sorprendente coincidencia de los espectros
de dicroismo circular y fluorescencia de las 3 proteinas a 10 % v/v TFE. Como
consecuencia estructural, se observa una compactacion con mayor proteccion
frente a la actividad de la proteasas para A98A y A78A, y ademas en este
altimo caso una reduccion de zonas hidrofébicas expuestas. En consecuencia,
la accesibilidad del solvente al nucleo en presencia de TFE se ve alterada.
Asimismo, se evidencia una mayor resistencia a la desnaturalizacion por
temperatura. En contraposicion con las variantes abreviadas, IFABP soélo sufre
alteraciones estructurales menores a 10 % v/v TFE. Sin embargo, se observa
un aumento de la exposicion de zonas hidrofébicas acompafiado de una mayor
sensibilidad a la protedlisis, demostrando que el TFE ejerce perturbaciones

perjudiciales para la estructura.

Los nuevos datos disponibles nos permiten refinar el modelo estructural
propuesto para las proteinas abreviadas: éstas podrian presentar una region
comun similar a la nativa “decorada” con un tramo C-terminal desordenado

(predicho también por herramientas computacionales). Por su presumiblemente
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mayor movimiento, se puede especular que este segmento representaria un
impedimento para la agregacion (entropic bristle). En A78A, al ser mas corto
este sector, no sucederia el fenbmeno. El cosolvente TFE podria inducir
estructura helicoidal en el segmento C-terminal -lo que contribuiria a explicar el
aumento en el contenido de estructura secundaria- y seria un factor que

ayudaria a retrasar la agregacion.

Es importante destacar que bajo influencia de este cosolvente, las proteinas
siguen siendo capaces de unir acidos grasos. De esta manera, preservan
funcionalidad, pues la baja concentracion modificaria el equilibrio

conformacional dentro del ensamble nativo de las proteinas.

En cuanto a la estabilidad en presencia del cosolvente, a 10 % v/v TFE se
observé que los valores de concentracion media de agente desnaturalizante de
la transicion plegado-desplegado se asemejan para las tres proteinas.

Por dltimo, del estudio preliminar de los cambios conformacionales tempranos
ocurridos tras el agregado de 25 % v/v TFE se deduce que el cambio
estructural alcanzado a 10 % v/iv  TFE mimetizaria aquél necesario para
desencadenar la agregacion. El enfoque experimental aqui planteado
contribuye con nuevos datos relevantes para la comprension del mecanismo

conducente a la formacion del nacleo de agregacion.
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APENDICE SOBRE EL TRATAMIENTO
CINETICO DE LA AGREGACION

DESCRIPCION DEL SISTEMA

Considérese el siguiente esquema que describe el proceso de agregacion de
proteinas como dos pasos irreversibles. El primero describe la formacion del
ndcleo (nucleacion) y el segundo el crecimiento de las fibras (elongacion).

P+ B LF

donde n es el numero de moléculas de proteina P que constituye el nucleo B, y
F representa la fibra (en nuestro sistema simplificado se considera

colectivamente fibra a toda especie a partir de P,,.

Las ecuaciones diferenciales que definen el sistema son:

dpP

. = —nf,P" — f,P,P

dt
. e gpn_fpP

at
dF
. —= fiRP
Siendo P, la concentracion de proteina inicialmente en solucién, la ecuacion de
conservacion de la masa seria:

Py=P+nP,+ (n+ 1F

de modo que resulta:

O—dp+ dp"+( +1)dF
“ac Mg T\ dt
Entonces:
dP

dt = —nfoP" — f1P,P



APENDICE

dP,
TIE = TlfOPn - Tlflpnp

dF
(n+ DE =mn+1)f;B,P

Reemplazando:
0 = [-nfoP™ = fiBP] + [nfoP" — nf1B,P] + [(n + 1)f1B,P]
0 =-—nfyP" +nfyP"—(n+1)f;P,P+ (n+1)f;P,P

0=0
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CINETICA INICIAL DE AGREGACION

Esta aproximacién permite dilucidar (a) el nimero de pasos requeridos para

formar el nucleo y (b) definir exactamente su estequiometria.

En la fase de latencia (lag phase) del proceso de agregacion resultaria:
P~Py;
P,~0;
F~0

Asi entonces, el sistema de ecuaciones descripto anteriormente se puede

aproximar a:
ap
1) s —nfoPy
P t
P, 0
P_ PON_ nfopglt
P ~ PO - nfopglt
dPn
I1) ~foPo'

Pn

t
dP, ~ f £,PT dt
0 0

Pn ~f0P(7)1t
dF
“l) E~f1pnpo

F t
J dF ~ j foflng-l t dt
0 0

2
F~fofiP =

Si divido por F,

F AL,
Fy 2F,
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Cabe destacar que la sefial medida de turbidez (A) es proporcional a F (la
concentracion de agregados fibrilares expresados en términos de

concentracion proteica).

A

, F . .. . .
Asi — resulta igual a —, la evolucion relativa de la turbidez.

L Alim

Por otro lado, si el nicleo P, no alcanzare una concentracion muy alta, esto es,

si fi > f, , entonces P,~P + F, en la ecuacion de conservacion de masa.
Al dividir por P, :

P, P F
+ P
Py Py Py

y a tiempos finales (t = «):
F->F,
P-0

(Esta Ultima condicién queda demostrada experimentalmente en todos los

sistemas proteicos ensayados).

Entonces:

Foo_
1~P_0 = PONFm-

De modo que resulta:

F. 2P, 2

F ~f0f1P61+1t2= fOflpgltz

Aplicando logaritmos,

F
log (F_) ~ 2logt + logcte
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siendo

fof;%1 — cte

El valor de pendiente del grafico de log (Fi) en funcion de logt resulta ser 2.

Siendo que la pendiente de la recta equivale a k + 2, donde k es el numero
etapas intermediarias hasta ensamblarse el nucleo B, [Flyvbjerg y col., 1996],
hallar un valor de k = 0 significa que el ensamblado del nucleo B, sucede en un
anico paso. (En todos los sistemas proteicos ensayados encontramos que
k = 0).

Definiendo el tiempo de latencia (lag time, to) tal como lo describe Flyvbjerg y

col., [1996] es decir, aquel en que Fi alcanza un valor maximo de 0.1 (10 % del

valor final), entonces:

Pn
0.1~f0f1 0 .2

Reordenando:

|

t~( 0.2 )2_<E)% i
“\LARY) T \ffi 3

B

. 02. 1
siendo (=—)z = cte
fof1

De modo que:

n n

to~cte PO_E = ty~cte F, 2

Aplicando logaritmos resulta:

n

2) log F.. + log cte

log t0~(
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La pendiente de este grafico contiene informacion acerca de la estequiometria
del ndcleo (n). Los valores obtenidos para nuestras proteinas fueron: ~1 para
IFABP y A98A y ~1/2 para A78A. Es decir que para las primeras, el nucleo
dimérico se organizaria a partir del monémero P a través de una transicion
(n = 2), mientras que para A78A la transicién seria unimolecular (del tipo n =
1). Recuérdese que este ultimo caso, la variante es naturalmente dimérica, de
modo que se trataria de la transicion desde dimero nativo hacia un nudcleo

dimérico activado, competente para el fendmeno de agregacion.
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ESCALADO DOBLE

Un dado esquema cinético es escalable si se puede reducir a un Unico conjunto
de ecuaciones diferenciales una vez que se escalan las variables
concentracion y tiempo. Si esto es posible, significa que todas las curvas
responden a un mismo mecanismo, es decir, el nimero de pasos cinéticos
(etapas) es el mismo y las constantes cinéticas f, y f; toman los mismos

valores.

Las variables escaladas (denotadas con el simbolo ") se definen de la siguiente

manera:

P _p
P,
P,
o
For
E,
t
—=t
te

t. s un tiempo caracteristico de cada cinética (puede corresponder a t, 0
ti;2). Notese que en todos los casos, los denominadores representan

constantes del sistema.

dP _ PydP PydP
dt  t.dt  t.di

dp, udp,
dt — t.di ¢,

dF _ PydF _ PydF
dt  t.d

>
~
a
U
o~

209



APENDICE

De este modo:

= —nfoponpn — fiu P;Poﬁ

n—

t di foponpn—ﬁ#p;Poﬁ
C

Bdl B

| Q
av))
|

|
=
Sh
2

AR
o~
e
o

3

|
=
=
m(‘f
)
o

1)
)
1)

QL
o)

n

= [B85] pr 1y e B

= [fl.utc]p;ip

™ §,|

d

S‘»l

Para que todos los factores entre corchetes sean iguales a la unidad, esto es,

para que el sistema sea escalable, deben cumplirse ciertas condiciones.
Si fiut.=1 'y fiPyt. =1resulta: u =P,

n
De modo que % = foPy . =1

1

Entonces debera cumplirse simultdneamente que: t. = — Yy —=
f1Po fo Py

multiplicando miembro a miembro estas ecuaciones resulta:

5 1
t2=——
fofiFs
1
(rr)
(o = \B:
P?
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1

donde ¢ = (Flfl)E y y=n/2

Recuérdese, que por lo visto anteriormente, t, cumple con esta relacion. De

modo que t, es un tiempo caracteristico.
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“Life is like riding a bike, to keep your balance you must keep on moving.”

Albert Einstein






























