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RESUMEN

Las proteinas pueden ser consideradas como los arquitectos de la vida pues, son cruciales
en todo proceso celular. La funcion bioldgica correcta de las proteinas depende de su auto-
ensamblaje en estructuras bien definidas y altamente ordenadas. Por otro lado, el
plegamiento incorrecto de proteinas y el montaje anormal estan relacionados en méas de 30
trastornos humanos, incluyendo la enfermedad de Alzheirmer, diabetes mellitus tipo I,
entre otras. La patologia de estos trastornos puede estar relacionada con el auto-ensamblaje
de péptidos amiloidogénicos en diversas formas de agregados transitorios tales como
oligbmeros, protofibras, fibras de amiloide. La lisozima humana recombinante (LHr) es
una enzima bacteriolitica, ampliamente distribuida en una variedad de tejidos y fluidos
corporales y se ha relacionado en la formacion de depoésitos de amiloide en la amiloidosis
sistémica hereditaria autosémica. En este trabajo se monitoriz6 la formacién de fibras de
amiloide de LHr, in vitro, por aumento de fluorescencia de ThT, DLS, tension superficial;
aspectos de su morfologia y transicion de estructura secundaria obtenidos mediante AFM e
IR respectivamente. La actividad citotdxica de las formas transitorias de LHr, fue probada
en la linea celular ARPE-19. Obteniéndose que LHr en condiciones de desnaturalizacion
parcial, solucion de sales acidificada a pH 2, 136.7mM NaCl y 2.68 mM KCI, incubada a
55°C, sigue cinética de fibrilacion caracteristica de tipo sigmoidal, dependiente de
nucleacion. Los datos de viabilidad de la linea celular Arpe-19, sugieren que la
citotoxicidad esta relacionada con las conformaciones prefibrilares y fibras de amiloide
maduras, pues los mayores efectos de toxicidad pueden apreciarse a partir la etapa de en
que finaliza la etapa nucleacion y los protofilamentos estan formados, en la que la
viabilidad disminuye a 53.46 £ 2.35 % a 5mM, 20.52 + 3.23 % a 10mM y 24.76 + 2.84 %a
20 mM.



I. INTRODUCCION

La complejidad de la vida en la Tierra cuenta la historia, como consecuencia de un fluir de
energia que obliga a los sistemas quimicos a adoptar ordenamientos jerarquicos
consistentes en la aparicion de nuevas estructuras y nuevos procesos (Anfinsen et al., 1961;
Creighton, 1990).Todas las cosas que vemos a nuestro alrededor, tales como las rocas,
galaxias, olas del mar, son, en mayor o menor grado, configuraciones dindmicamente
estables pues, forman una coleccion de atomos lo bastante permanente en tiempo y/o
cantidad para merecer un nombre. En los organismos vivientes modernos existen grandes
moléculas que son estructuralmente mas complicadas en comparacion a un cristal o a una
gota de lluvia. Por ejemplo, la hemoglobina de nuestra sangre es una tipica molécula de
proteina que estd formada por 574 moléculas méas pequefias, los aminoacidos, y cada una
de ellas contiene unas cuantas docenas de atomos dispuestos en un arreglo conformacional
determinado para formar una estructura globular tridimensional de sorprendente
elaboracion en apariencia cadtica, como un gran arbusto.

Las proteinas son consideradas como los arquitectos de la vida (el origen de su
nombre deriva de la palabra griega protos, que significa de primera importancia) pues son
cruciales en todo proceso celular, dado que llevan a cabo funciones muy diversas; por
ejemplo, las enzimas proporcionan las superficies moleculares que facilitan la gran
cantidad de reacciones quimicas de una célula. Algunas proteinas anidadas en la membrana
plasmaética forman canales y bombas que controlan el paso de pequefias moléculas hacia el
interior y hacia el exterior de la célula; unas transportan mensajes de una célula a otra,
mientras que otras actlan como integradoras de sefiales, capaces de compartir la
informacién de ciertas sefiales desde la membrana plasmatica hasta el nucleo de las
células; algunas actGan como delicadas maquinas moleculares que tienen funciones
moviles y otras especializadas actian como anticuerpos, toxinas, hormonas, fibras
elasticas, cuerdas o fuentes de luminiscencia y desde luego como soporte estructural
celular, confiriéndoles soporte, elasticidad y resistencia.

Las proteinas son polimeros lineales constituidos por subunidades o bloques menores
de construccion denominados aminodcidos. Las proteinas se sintetizan dentro de la célula
mediante una accion conjunta entre el ADN y ARN (proceso de transcripcion y
traduccion), las cuales generan en el proceso una cadena lineal de aminoacidos Unica para

cada proteina. Esta configuracion es conocida como estructura primaria (Olivares-Quiroz
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et al., 2004) y contiene la informacion necesaria para que en condiciones fisiolégicas la
molécula adopte una estructura tridimensional estable y funcional (Anfinsen et al., 1961,
Creighton, 1990).

Todas las proteinas se pliegan, desde una estructura unidimensional primaria, a
estructuras secundarias y terciarias. Una vez definida la secuencia especifica de
aminoacidos que integra la proteina, la estructura primaria transita por una serie de estados
en los cuales su configuracion espacial se modifica hasta alcanzar un estado
termodinamicamente estable con una estructura tridimensional particular, la cual depende
de la secuencia de aminoacidos y por consecuencia es distinta para cada proteina. Esta
estructura, conocida como estado nativo, define los sitios activos de la macromolécula y es
la Unica relevante desde el punto de vista biologico (Fersht, 1999).

En la actualidad se conoce un gran numero de disfunciones celulares que se
producen como consecuencia del plegamiento anormal de un grupo particular de proteinas,
las cuales pueden depositarse en el espacio extracelular en forma de agregados fibrilares
insolubles (fibras de amiloides). Estos agregados estan relacionados con mas de 30
enfermedades tanto humanas como animales, conocidas con el nombre genérico de
amiloidiosis (Kastorna et al., 2012). En estas enfermedades las proteinas, que en general
cumplen roles funcionales especificos, se vuelven inactivas y potencialmente toxicas
cuando sufren alteraciones conformacionales y cambian su arquitectura de una estructura
a-hélice a hoja .

Las fibras de amiloides son sustancias patoldgicas, constituidas en su mayoria por
proteinas que se pueden depositar en diversos organos y tejidos. Estas patologias han
captado el interés en los ultimos afios pues, a pesar de que ya han sido descritas como
enfermedades caracteristicas de la vejez, comprender su origen ha ocasionado una
revolucion bastante compleja en el ambito cientifico, siendo el blanco de varias teorias
desde la década de los afios sesenta. En estas, no es tan evidente qué tipo de agregados de
proteina inducen el dafio o la muerte celular a través de mecanismos moleculares
especificos, (Malisauskas et al., 2005). Sin embargo, se observa la formacion de fibras
ordenadas de amiloide alli donde hay muerte celular.

Los depositos amiloidales (placas proteicas) estdn compuestos, principalmente, de
agregados fibrilares con una estructura secundaria en hojas-f, los cuales estan formados
por un numero variable de filamentos rectos (con un diametro de 1.5-2.0 nm), trenzados
entre si (Stefani, 2004), miden alrededor de 6-12 nm de didmetro y 1 mm de longitud,

aproximadamente (Kayed et al., 2003; Tycko, 2004). La base molecular de la
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patogenicidad de los agregados prefibrilares de proteina y depositos amiloidales, es un
tema de caracter central en la comprensién de las causas de una amplia gama de
enfermedades con gran impacto, incluyendo la enfermedades Alzheimer (Andersson et al.,
2002; Dobson, 2003) misma que posee una incidencia significativa en adultos mayores de
65 afios; en Meéxico, aproximadamente 610 mil personas padecen Alzheimer,
representando el 10 % de la poblacion mayores de 65 afios.

En el presente estudio se trabajo con la proteina Lisozima Humana recombinante
(LHr). La lisozima esta ligada a una forma de amiloidosis sistémica como resultado de una
mutacién en uno o méas de los siguientes genes: gen de la lisozima (LYZ El gen LYZ,
situado en el brazo largo del cromosoma 12 (12g15), que codifica a la lisozima humana,
cuyo sustrato natural es el peptidoglucano de la pared celular bacteriana, escindiendo las
uniones PB-glucosidicas (1-4) existentes entre el acido N-acetilmuramico y la N-
acetilglucosamina (Chiti et al., 2000; Gerum et al., 2010). La lisozima se encuentra en la
leche materna y también en el bazo, pulmén, rifidon, leucocitos, plasma, saliva, y lagrima.
En este tipo de amiloidosis se afectan los drganos internos, pero no se afecta el sistema
nervioso. Los hechos clinicos se caracterizan por presentar afectacién renal con un
sindrome nefrético, hipertension arterial, hepatosplenomegalia, colestasis y exantema
cutaneo petequial.

La contribuciéon a elucidar los mecanismos de fibrilacion, o fibrilogénesis, y la
relacién con la citotoxicidad, por los cudles los agregados prefibrilares y los depdsitos
amiloidales comprometen el tejido y la funcién del 6rgano, puede conducir a nuevos
enfoques terapéuticos para prevenir o revertir la formacién de las estructuras evitando asi
el desarrollo de esta enfermedad. En este trabajo se propone estudiar la cinética de la
fibrilacién de la Lisozima Humana recombinante (LHr) mediante dispersion dinamica de
luz, espectroscopia de fluorescencia thioflavina T (ThT) y tension superficial como método
propuesto para caracterizar las propiedades hidrofdébicas de los agregados prefibrilares
formados durante el proceso de fibrilacion. La identificacion de las estructuras de los
diferentes agregados prefibrilares y depdsitos amilodidales se realizara utilizando
microscopia de fuerza atdbmica, AFM. Asimismo, se evaluara la citotoxicidad de las
estructuras oligoméricas transitorias bajo el supuesto de que estos agregados estructurados

comprometen la viabilidad en las células in vitro.



I1. ANTECEDENTES

Il. 1. Jerarquia de la Estructura de las Proteinas

Una molécula de proteina estd formada por una larga cadena de aminoécidos, cada uno de
los cuales estd unido a su vecino mediante un enlace covalente peptidico. Por ello, a las
proteinas también se les conoce como polipéptidos. Cada tipo de proteina tiene una
secuencia Unica de aminoécidos y se conocen muchos miles de diferentes proteinas, cada
una de ellas con su particular secuencia de aminodcidos. La secuencia repetida de atomos a
lo largo de la cadena se conoce como el esqueleto peptidico. Las cadenas polipeptidicas
tienen dos grupos terminales: por un lado, poseen un grupo amino con polaridad positiva y,
por el otro, un grupo carboxilico con polaridad negativa. Por convencion, el grupo amino
se ha considerado el principio de la cadena de polipéptido. Unidas a esta cadena repetitiva
estan aquellas partes de los aminoacidos, cadenas laterales, que le confieren a cada uno de
los aminoacidos sus propiedades caracteristicas. Algunas de las 20 cadenas laterales son
apolares e hidrofébicas, otras estdn cargadas positiva o negativamente, algunas forman
enlaces covalentes, etc. (Fersht, 1999).

I1. 1. 1. Estructura primaria de proteinas

A la secuencia de aminoacidos en la cadena, se le denomina estructura primaria y esta
informacién se encuentra codificada en los genes presentes en el acido
desoxirribonucleico. La estructura primaria (informacién secuencial) de la proteina,
determina la estructura tridimensional (informacion conformacional) y, a su vez, determina
la funcion biologica, que ejerce mediante el reconocimiento molecular. Esta caracteristica
general de las macromoléculas recibe el nombre de relacion estructura-funcion (Fersht,
1999).

I1. 1. 2. Estructura secundaria

La estructura secundaria de la proteina se construye alrededor de las unidades

unidimensionales del enlace peptidico. La estructura secundaria de un segmento de la



cadena de polipéptido se define como las disposiciones espaciales de sus atomos de la
cadena principal, sin tener en cuenta la conformacion de sus cadenas laterales o de su
relaciobn con otros segmentos. La estructura secundaria se organiza en elementos
repetitivos regulares, tales como hélices y hojas que estan unidas por bucles. EI examen de
un gran numero de proteinas revela otras caracteristicas, tales como la organizacion
hélices-a u hojas-p en motivos recurrentes o estructuras stpersecundarias (Fersht, 1999).
La estructura secundaria de las proteinas depende de cuatro factores: i) la longitud
de los enlaces y angulos de los enlaces peptidicos; ii) la disposicion coplanar de los atomos
sustituidos en los grupos amida, iii) los enlaces de hidrégeno formados por los grupos
funcionales —C=0 y —NH, con el fin de mantener estabilidad estructural: iv) la distancia de
los enlaces de hidrogeno que se forman (Sun, 2004). Por ejemplo, los segmentos de las
cadenas polipeptidicas estan en una conformacion en espiral debido a la interaccion
intramolecular, es decir, los &tomos que participan en la formacién de los grupos amida
deben permanecer coplanares, y para la méxima estabilidad, cada uno de los grupos —NH
debe formar un puente con un grupo —CO y viceversa, cada —CO debe enlazarse a un grupo
—NH mediante un puente de hidrégeno. En condiciones ideales, los grupos funcionales
(grupos carboxilicos y amina) de aminoacidos pueden formar puentes de hidrogeno, con
una energia de 5 kcal / mol. Las cadenas de polipéptidos tienden a adoptar hasta tres
diferentes configuraciones que permiten la formacion de un nimero méaximo de enlaces de

hidrogeno: alfa hélice, hoja beta, vueltas o bucles (Sun, 2004).

I1. 1. 3. Estructura secundaria: hélices-a y hojas-f§

Tras el andlisis de la estructura de la molécula de mioglobina, realizado por Kendrew en
1958, tomo fuerza la interrogante sobre los mecanismos que utiliza la proteina para generar
estructuras termodindmicamente estables. Planteandose que el mecanismo principal en el
plegamiento de las proteinas es de caracter fisico y se debe a la interaccion entre los
aminoéacidos hidrofébicos e hidrofilicos con las moléculas de H20, aquellos aminoacidos
hidrofobicos tienden a agruparse en el interior de la macromolecula, evitando el contacto
con el medio acuoso. Mientras que los grupos hidrofilicos tienden a ocupar la superficie
exterior, quedando expuestos a la interaccion atractiva con las moléculas del disolvente
(Fersht, 1999). Para aglutinar a los aminoacidos hidrofébicos en el ndcleo, los atomos del

Ca correspondientes deben también agruparse en el nicleo. Sin embargo, se sabe que la



cadena principal de atomos de carbono Ca es basicamente de caracter polar. Para anular la
interaccion polar de la cadena Ca con las moléculas de H,O, se requiere la presencia de
puentes de hidrogeno que balanceen esta interaccion. La formacion de los puentes de
hidrogeno conduce a la formacion de dos tipos de estructuras en el interior de la
macromolécula: las hélices-a y las hojas-B, como se observa en la Figura 1. Ambas
estructuras, conocidas como estructuras secundarias, se caracterizan por la formacion de
puentes de hidrogeno entre los grupos amino (-NHy) y los grupos carboxilicos (—-COOH)
de la cadena principal. La mayoria de las proteinas estan constituidas por combinaciones
de estas dos estructuras secundarias, conectadas entre si mediante cadenas de amino&cidos
con forma irregular, hebras de enlace (loop regions), las cuales estan constituidas, en
promedio por no mas de 8 aminoacidos.

En el siguiente nivel de organizacion de los aminoacidos, distintas estructuras
secundarias se agrupan entre si para formar lo que se conoce como un dominio. Por
convencién, se llama dominio a un conjunto de hélices-a, hojas-p y hebras de enlace que
pueden plegarse en forma simultanea e independiente de las partes restantes de la proteina

y que ademas realiza una funcion especifica (Fersht, 1999).
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Figura 1. Estructura secundaria de proteinas



I1. 1. 4. Estructura terciaria

La disposicion en el espacio de todos los atomos en una Unica cadena polipeptidica, o en
las cadenas unidas covalentemente, se denomina estructura terciaria. Se han identificado
cuatro clases de moléculas de proteina, sobre la base de diferentes combinaciones de estas
estructuras: o/a, B/B, a/p (Fersht, 1999). La fuerza motriz para el plegamiento de proteinas
parece ser la agrupacion de las cadenas laterales hidréfobas para minimizar la superficie de
contacto con el agua. Los requisitos basicos para plegado son, por lo tanto: a) que las
estructuras sean compactas y asi minimizar el area de superficie hidr6foba que estan
expuestos a disolvente, b) que los grupos de puentes de hidrdégeno estén emparejados.

La forma general de la estructura secundaria determina su modo de ensamblaje
(Fersht, 1999). Considerando que la estructura secundaria se refiere a la disposicion
espacial de los residuos de aminoacidos que son adyacentes en un segmento de una
estructura de polipéptido, la estructura terciaria incluye aspectos de largo alcance de la
secuencia de aminoacidos. Los aminoacidos que estan muy separados en la secuencia de
polipéptido y estan en diferentes tipos de estructura secundaria pueden interactuar dentro
de la estructura completamente plegada de una proteina. Es decir, la estructura terciaria
emerge de la distribucion de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos. En su
lugar, las partes enterradas de proteinas consisten casi por completo de los residuos no
polares. Por otra parte, los residuos cargados por lo general estan ausentes en el interior de
las proteinas. Sin embargo, tanto los residuos polares y no polares se pueden encontrar en
la superficie de la proteina.

En medio acuoso, el plegamiento de proteinas es impulsado por la fuerte tendencia
de los residuos hidrofdbicos a ser excluidos del agua (el sistema es termodinamicamente
estable cuando los grupos hidrofobos se agrupan en lugar de extenderse en los alrededores
acuosas). Por consiguiente, la cadena polipeptidica se pliega de manera que sus cadenas
laterales hidrofobicas estan enterradas y las cadenas polares son cargadas en la superficie.
Muchas hélices-a y hoja-p son anfipaticas, ya que ambas estructuras secundarias tienen
una cara hidrofébica que apunta hacia el interior de las proteinas, y un rostro mas polar que
apunta a la solucion. Los dominios enterrados en un entorno hidréfobo se estabilizan por
enlaces de hidrogeno mediante el emparejamiento de todos los grupos amino y acido
carboxilico. Este emparejamiento se realiza de forma ordenada en una estructura de hélice-

a Y hoja-B. Las interacciones de Van der Waals entre las cadenas laterales cercanas de



hidrocarburos también contribuyen a la estabilidad de la estructura terciaria de proteinas
(Berg et al., 2003).

Il. 1. 5. Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria se refiere a la asociacion de varias cadenas polipeptidicas (con
estructura terciaria) unidas por fuerzas débiles como enlaces de hidrégeno, interacciones
hidrofobas e interacciones como puentes disulfuro y la ligadura de iones metalicos. En este
nivel estructural, los conjuntos de proteinas compuestas de méas de una cadena
polipeptidica se denominan oligémeros, y cada cadena individual se denomina subunidad.

Figura 2.

Figura 2. Esquema de niveles estructurales de las proteinas.



Il. 2. Caracteristicas de Plegamiento

Todos los organismos vivos poseen complejos sistemas multi-proteicos presentes en los
diferentes compartimientos celulares donde ocurre la sintesis de proteina, los cuales
controlan y asisten el correcto plegamiento de estas nuevas moléculas proteicas y eliminan
a las que no consiguen plegarse correctamente, asi como a las que, habiendo alcanzado
previamente su estado nativo, lo han perdido por el efecto de condiciones ambientales
adversas (Lee et al., 2005). Estos sistemas de control del plegamiento de las proteinas se
caracterizan por ser muy dinamicos, pudiendo responder a los cambios en el
microambiente intracelular, ajustando la concentracién de varios de sus componentes de
acuerdo a la demanda celular.

Uno de los componentes fundamentales de los sistemas de control del plegamiento
son las chaperonas moleculares (Lee, 2005). Esta clase de proteinas se unen
reversiblemente a las moléculas de proteina de reciente sintesis y, mediante mecanismos
diversos que pueden requerir la hidrdlisis de ATP, las ayudan a plegarse hasta alcanzar el
estado nativo (Hartl et al., 2002; Clarke, 2006).

Algunas chaperonas pueden revertir el plegamiento de las moléculas que estan
plegadas incorrectamente, dandoles una nueva oportunidad de iniciar el proceso y
potencialmente alcanzar su estado nativo funcional (Bosl et al., 2006). Ademas de las
chaperonas moleculares, los sistemas de control del plegamiento se componen de varias
proteasas muy especializadas cuya distribucién intracelular semeja a la de las chaperonas.
Estas proteasas, cuya funcion estd coordinada con la de las chaperonas, degradan a las
moléculas de proteinas plegadas incorrectamente, generalmente una vez que chaperonas
especificas las han desplegado convenientemente (Esser et al., 2004). La via fundamental
de eliminacién de las proteinas incorrectamente plegadas en el compartimiento
citoplasmatico, es el complejo del proteosoma. Este sistema degrada a las proteinas que
han sido marcadas para tal fin mediante la union covalente a su estructura de un nimero
variable de moléculas de ubiquitina (Esser et al., 2004). La via del proteosoma es también
el destino de algunas de las proteinas sintetizadas en los ribosomas unidos al reticulo
endoplasmico y que por algun motivo no alcanzaron su estado nativo.

El analisis comparativo de la secuencia de cientos de proteinas y los estudios
estructurales y biofisicos han aportado evidencias que sugieren que, a través de la
evolucion, estas moléculas han incorporado estos elementos cuya funcion es la de

protegerlas de la agregacion (Thirumalai et al., 2003).
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En algunas proteinas se ha demostrado que la sustitucion de ciertos aminoacidos se
asocia a la acumulacion de intermediarios estables con un plegamiento anormal que
muestra tendencia a la agregacion. Estas especies pueden ser componentes de la via
cinética normal o encontrarse fuera de ella, y su acumulacion puede responder tanto a
variaciones de las constantes cinéticas del plegamiento como de sus equilibrios
termodindmicos (Brockwell et al., 2007; Dobson, 2004). Estos hallazgos pueden
interpretarse en términos de cdémo las proteinas evolucionaron, seleccién de formas
estables, no solo para plegarse en forma funcional y estable, sino también para asegurar
que este estado se alcance a través de una via que no represente riesgo de acumulacion de

formas no nativas con propiedades potencialmente perjudiciales para la célula.

I1. 3. Plegamiento Incorrecto y Disfuncion Celular

Un gran namero de enfermedades graves como el mal de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Huntington, diabetes tipo II, la amiloidosis sistémica, por
mencionar algunas, estan asociados con los depositos de agregados proteicos insolubles en
varios organos y tejidos humanos (Glabe, 2006; Stefani, 2004). El descubrimiento de esta
correlacion ha centrado el interés en el plegamiento de proteinas y la agregacion. Las
proteinas que en general cumplen roles funcionales especificos, se vuelven inactivas
cuando forman especies de agregados prefibrilares y formas insolubles de amiloides
(Bergstrom et al., 2005; Morozova-Roche et al., 2000; Pepys et al., 1993). En la
actualidad se tiene conocimiento sobre mas de 30 proteinas que pueden llegar a formar
agregados toxicos, cada una de las cuales esta asociada con una enfermedad particular
(Kastorna et al., 2012). La evidencia creciente apoya la idea de que la formacion de
amiloide es una caracteristica genérica de la cadena polipeptidica, independientemente de
la secuencia especifica de aminoécidos (Chiti et al., 1999; Stefani, 2008). Por ejemplo,
segun Dobson (1999), padecimientos como la fibrosis quistica y el enfisema pulmonar
familiar, comparten una conexién clara entre el plegamiento anormal de una proteina y una
disfuncion celular especifica. Los factores, tales como pH &cido, alta temperatura, la falta
de ligando o concentraciones moderadas de sales, pueden reducir la estabilidad
conformacional de una proteina'y provocar con ello la agregacion.

El plegamiento in vitro de las proteinas ha sido extensamente estudiado mediante el

empleo de una amplia variedad de metodos espectroscopicos y biogquimicos, asi como
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mediante simulaciones computacionales (Oliveberg et al., 2005). En muchas de las
proteinas afectadas, se alteran los mecanismos moleculares que normalmente aseguran la
permanencia de las proteinas en sus estados funcionales correctamente plegados.

Las mutaciones puntuales en algunas proteinas- como lisozima- pueden reducir su
estabilidad respecto de la forma nativa permitiendo un plegamiento cooperativo transitorio.
Este proceso parece ser el evento critico que dispara el proceso de agregacion de la
proteina que lleva a la formacién de fibras de amiloide. Los depdsitos de amiloide son
extracelulares y pueden ser localizados en un 6rgano o encontrarse en diferentes 6rganos.
Los depdsitos locales pueden encontrarse en la piel, tiroides, islotes de Langerhans,
tumores, corazon, rifiones, higado, pulmones, nervios periféricos, aorta, suprarrenales,

articulaciones, encéfalo e hipofisis.

I1. 3. 1. Fibras de amiloide

Las fibras de amiloide estan conformadas por dos filamentos helicoidales que tienen de
entre 7 a 10 nm de diametro. Los filamentos que componen las fibras miden entre 1.5-2.0
nm de didmetro, y estadn trenzados una alrededor de la otra (Stefani, 2004). Una
caracteristica que define a estas fibras es la presencia de estructura de hoja-p cruzada,
revelada por estudios de difraccion de rayos X, dicroismo circular, RMN y RPE (Chiti et
al.,, 1999; Kayed et al., 2003; Tycko, 2004). Las hebras de filamentos, o los
protofilamentos, son estabilizados tanto por enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares,
interacciones hidréfobas e interacciones de pares idnicos y por el entrecruzamiento de
hojas-p orientadas en paralelo, y hebras- B perpendicular al eje de las fibras. En la figura
2 puede apreciarse la estructura tipica del entrecruzamiento de hoja-p. Por otro lado en la
Figura 4 puede apreciarse una imagen de difraccion de rayos X; en esta, las flechas indican
las posiciones de la reflexion p-cruzada en el meridiano situado a 4,7 A y en el ecuador a
10 A. (Makin et al., 2006).

Esta estructura stpersecundaria, muestra que la columna esta formada por diferente
namero de hebras beta, protofilamentos, trenzados entre si, ya sea en arreglos compactos o
empaquetamiento de en forma de cinta, o cremallera. Este modelo se caracteriza por un
nucleo de hebras-pB alineadas perpendicularmente al eje de las fibras que forman las hojas-§
extendidas (Figura 3). La estructura hoja-p surge de la union de hidrégeno entre las

cadenas laterales de los aminoacidos.
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Figura 3. Entrecruzamiento de hojas-p que conforma la estructura de los protofilamento.
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Figura 4. Estructura tipica del entrecruzamiento de hoja-p.

I1. 4. Lisozima

La lisozima es quizas la proteina cuya estructura, estabilidad y comportamiento de
plegado, se ha estudiado méas ampliamente durante muchos afios. Una observacion,
relativamente reciente, es que la lisozima es una de las proteinas cuya conversiéon en
depdsitos de amiloide se asocia con enfermedades en las cuales hay una acumulacién de de
proteinas en los tejidos y Organos corporales. Estas proteinas reemplazan lentamente el
tejido normal, llevando a insuficiencia del 6rgano comprometido. Lizosima (Figura 5) se
relaciona con un tipo de enfermedad que no tiene localizacion especifica, es decir afecta a
todo el cuerpo, la amiloidosis sistémica. Por tal motivo, lisozima ha sido una proteina
modelo que ha permitido la investigacion sobre la naturaleza y el origen de los
acontecimientos de la desnaturalizacién proteica que subyacen a este tipo de enfermedades
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amilogénicas. En este tipo de amiloidosis se afectan los 6rganos internos, pero no se afecta
el sistema nervioso. Los hechos clinicos se caracterizan por presentar afectacion renal con
un sindrome nefrotico, hipertension arterial, hepatosplenomegalia, colestasis y exantema
cutaneo petequial. (Mireille et al., 2007). La lisozima humana, junto con la lisozima de
clara de huevo, se ha usado ampliamente en los ultimos 25 afios como un sistema modelo
para estudiar muchos aspectos de la estructura y funcion de proteinas, incluyendo el
mecanismo de plegamiento de proteinas y los factores determinantes de la estabilidad de la
proteina (Blake et al., 1977).

La lisozima es una enzima bacteriolitica (CE 3.2.1.17) que estd ampliamente
distribuida en una variedad de tejidos y fluidos corporales, incluyendo el higado, el
cartilago articular, plasma, saliva, lagrimas, y leche (Reitamo et al., 1978). Hidroliza
preferentemente uniones glucosidicos B-1,4 entre el acido N-acetilmuramico y N-
acetilglucosamina del peptidoglicano que se encuentra en la pared celular de ciertos
microorganismos, especialmente de bacterias Gram-positivas, y por lo tanto parece tener
un papel en la defensa del huésped. La lisozima es altamente expresada en células
hematopoyéticas y se encuentra en los granulocitos, monocitos y macrofagos, asi como sus

precursores en la médula 6sea (Reitamo et al., 1978).

I1. 4. 1. Lisozima humana

Lisozima humana es una proteina de 130 residuos y pertenece a la clase de tipo C de
lisozimas. La estructura de la proteina se ha estudiado en detalle por cristalografia de rayos
X y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de alta resolucién. Se divide en dos
dominios: un dominio-o (Residuos 1-40 y 83-100) y un dominio-B (residuos 41-82). El
dominio-a comprende cuatro hélices (denominados A, B, C, y D) y dos hélices 3io. El
dominio-B comprende un triple trenzado de hojas B, una hélice 319, ¥ un bucle largo. En la
figura 5 puede observarse la estructura de lisozima humana (Koradi et al. 1996).

La proteina tiene cuatro puentes disulfuro de los cuales dos se encuentran en el
dominio-a (C6-C128, C30-C116), y uno en el bucle largo del dominio-f (C65-C81), el
enlace disulfuro restante une los dos dominios (C77-C95). El sitio activo de la enzima se
forma en la hendidura entre los dos dominios de las cadenas laterales de E35 y D53
jugando un importante papel en la funcion catalitica de la lisozima. (Muraki et al., 1987).

Lisozima Humana recombinante (LHr) esta ligada a la forma de amiloidosis como

resultado de una mutacion en uno o mas de los siguientes genes: gen de la lisozima (LYZ
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El gen LYZ, situado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q15), que codifica a la
lisozima humana. En este tipo de amiloidosis se afectan los érganos internos, pero no se
afecta el sistema nervioso. Los hechos clinicos se caracterizan por presentar afectacion
renal con un sindrome nefrotico, hipertension arterial, hepatosplenomegalia, colestasis y

exantema cutaneo petequial.

Lisozima Humana

dominio-a

dominio-f

Figura 5. Estructura de lisozima humana (Koradi et al. 1996).

I1. 5. Amiloidosis Sistémica por Lisozima

La amiloidosis sistémica por lisozima es una enfermedad fatal hereditaria, asociada con la
deposicién de fibras amiloide en bazo, higado y rifidn (Pepys et al., 1993). Estas fibras se
componen de variantes mutantes de la proteina lisozima (Mossuto et al., 2010; Takano et
al., 2001). La relacién general entre las mutaciones, despliegues parciales, y la formacion
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de amiloide ha sido bien documentada para una variedad de sistemas. (Chiti et al., 2000;
Gerum et al., 2010).

Se han reportado cinco familias propensas a ser afectados por esta enfermedad. En
todos los casos, los pacientes son heterocigotos, la enfermedad se transmite a través de un
mecanismo dominante autosomica. La edad en que los depositos de amiloide aparecen, su
distribucion en el tejido, y sus efectos clinicos son muy variables tanto dentro como entre
las familias (Gillmore et al., 1999; Pepys et al., 1993; Valleix et al., 2002; Yazaki et al.,
2003). Tal variabilidad se ha informado de otras amiloidosis sistémicas, incluyendo el
trastorno méas comun de tales que estd asociado con transtiretina, pero sus causas siguen

siendo en gran parte desconocida (Gillmore et al., 1999).
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I11. JUSTIFICACION

Un gran numero de evidencias apoyan la hipotesis de que los agregados prefibrilares u
oligoméricos son los responsables de la citotoxicidad tanto in vivo como in vitro. La
importancia del estudio de los mecanismos fisicoquimicos involucrados en la formacion de
estos agregados asi como la citotoxicidad de los mismos, radica en sus implicaciones tanto
biomédicas como biotecnoldgicas. Por otro lado, en este estudio se propone el estudio de la

cinética de fibrilacion mediante tension superficial.
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IV. HIPOTESIS

Debido a sus caracteristicas y antecedentes como agentes infecciosos de proteina, los
estadios prefibrilares o agregados oligoméricos son los responsables de la citotoxicidad
comprometiendo la viabilidad de las células in vitro. Pues sus propiedades anfipaticas les
confiere la habilidad de perturbar la integridad celular, asi como multiples receptores de la

superficie celular.
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V. OBJETIVOS

V. 1. Objetivo General

Determinar la cinética de fibrilacion de la lisozima humana recombinante (LHr) y evaluar
la citotoxicidad de los agregados transitorios sobre un cultivo de células del epitelio

pigmentario retinal humano (células ARPE-19).

V. 2. Objetivos Especificos

Determinar las condiciones adecuadas de disolucion para la obtencién de fibras de
amiloides.

Determinar la cinética de agregacion de la LHr mediante espectroscopia de fluorescencia,
dispersion dindmica de luz y tension superficial.

Identificar los agregados estructurados en el proceso de fibrilacion de la LHr mediante
microscopia de fuerza atdmica y corroborar la transicion de estructuras secundaria mediante
espectroscopia de infrarroja de transformadas de Fourier.

Determinar la carga neta de las fibras de amiloides mediante potencial z.

Determinar las especies citotdxicas de los agregados estructurados en un cultivo del epitelio

pigmentario retinal humano (células ARPE-19) in vitro.
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VI. METODOLOGIA

V1. 1. Formacién de Fibras Amiloides

Se adaptd a la técnica de Hirano et al., (2012). Para la formacion de fibras amiloides de la
lisozima humana recombinante (LHr) se utilizd una solucion madre de lisozima a una
concentracion de 2mg/ml (pH 2, en una solucion de 136.7mM NaCl y 2.68 mM KClI
ajustando pH con HCI), incubada a 55°C en agitacién constante. Se tomaron alicuotas a
distintos tiempos (0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600, 720, 1140, 1620, 1800, 2880,
3600, 4320 minutos).

V1. 2. Cinética de Fibrilacién de Lisozima Humana Recombinante (LHTr)

VI. 2. 1. Fluorescencia de thioflavina T (ThT)

La fluorescencia puede ser usada por ejemplo para realizar estudios de dinamica
molecular, analisis estructural de proteinas, cuantificacion de iones en compartimentos
celulares, microscopia, analisis de potencial de membrana, interacciones entre
macromoléculas, etc. En espectroscopia de fluorescencia se registran espectros de
excitacion y de emision. La Thioflavina T (ThT), es un fluoréforo que cuando se encuentra
libre se caracteriza por presentar una longitud de onda maxima de excitacion (Aexc) de 415
nm y una longitud de onda méxima de emision (Aem) de 482 nm. Sin embargo, al unirse a
las fibras amiloides, su espectro de excitacion se modifica apareciendo un pico a Aexc 450
nm, sin modificar la longitud de onda de emision.

Para la lectura se diluird 50:1 la solucién de proteina a una concentraciéon final de
0.05 mg/ml, agregando 0.4 mL de ThT disuelta en 3.6 mL de solucion salina acidificada.
Posteriormente la medicion se realizard en un espectrofotometro de fluorescencia. Los
espectros de fluorescencia fueron obtenidos usando una longitud de onda méaxima de
excitacion y emision de 440 a 480 nm, respectivamente. Cada medida de fluorescencia

ThT se realizé por triplicado.
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VI. 2. 2. Dispersién dinamica de luz (DLS)

La dispersion Dinamica de Luz, DLS, también conocido como espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS) o dispersion de luz cuasi-estatica (QELS) es una técnica
Optica ampliamente utilizada para la medicién de didmetros medios y de coloides
poliméricos con particulas de tamafio submicrométrico (Chu, 1991). Bésicamente, el
instrumental empleado consiste en: a) una fuente de luz laser monocromatica que incide
sobre una solucion muy diluida de la sustancia a analizar; b) un fotdmetro posicionado a un
angulo de deteccion dado, 6 ,, medido con respecto a la direccion de incidencia del laser
sobre la muestra, y que colecta la luz dispersada por las particula; ¢) un correlador digital
gue conjuntamente con un software, permiten obtener la funcion de autocorrelacion de
primer orden de la intensidad de luz dispersada a cada angulo, g¥’ (z), para diferentes
valores del retardo de tiempo t.

Las aplicaciones méas usuales del DLS son las mediciones de tamafio y distribucion
de tamarfios de las gotas de una emulsion y moléculas dispersas o disueltas en un liquido
como proteinas, polimeros, micelas, carbohidratos, nanoparticulas y dispersiones
coloidales (McClements, 1999). En la Figura 7 puede observarse una fotografia del equipo
de DLS.

En una dispersion coloidal, la intensidad dispersada a un determinado angulo fluctta
en el tiempo debido al movimiento Browniano de las particulas puesto que la intensidad
dispersada en un tiempo t depende de la configuracion espacial de las particulas en ese
mismo instante. EI movimiento de las particulas coloidales en el seno del fluido ocasiona
fluctuaciones de la intensidad. La funcion que describe las fluctuaciones de la intensidad
dispersada | (g, t) es una funcion del tiempo. Es decir, los movimientos difusivos de
particulas en solucién dan lugar a fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada en la
escala de tiempo de microsegundos. Esta fluctuacion provoca un “ruido” en la sefial de luz
dispersada. Las fluctuaciones de ese “ruido” son una medida de la velocidad de
desplazamiento. La velocidad del movimiento Browniano se define por una propiedad
conocida como coeficiente de difusion de translacion (D) y se relaciona con el tamafio de
la particula por medio de la ecuacion de Stokes-Einstein: R¢=kT/((6mnD) donde R es
el radio hidrodindmico, D es el coeficiente de difusion traslacional (m%™), k la constante
de Boltzmann (1,38 x10% NmK™), T la temperatura absoluta (K) y 1 la viscosidad (Nsm"
2). Asi, mediante esta ecuacion, el radio de particula determinado representa el radio del

volumen esferico, que cualquier particula, no necesariamente esférica, ocupa en su
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desplazamiento acompafiado de su libre rotacion; este es el denominado radio
hidrodindmico y corresponde aproximadamente a la mitad de la dimension mas larga de la
particula. El radio calculado es indicativo del tamafio aparente tomando en cuenta los
procesos de atraccion y asociacion con moléculas del solvente.

En la figura 6 puede observarse una representacion esquematica de un experimento
de dispersion de la luz coman (Teraoka, 2002).

Debido a la dependencia del tamafio de particula con la intensidad de dispersion de
luz, en este trabajo se selecciond esta técnica con el objetivo de evaluar la cinética de
asociacion, la agregacion o el autoensamblaje de LHr. Para realizar la medicion de
Dispersion Dinamica de Luz se tom¢ una alicuota de 0.1 mL de solucién de proteina stock
y se diluy6o en 1 mL de solucion salina para posteriormente realizar la medicion en un

instrumento ALV-5000 a un angulo de dispersion de 90°.

Solucion de la muestra

Solvente

Haz incidente

Haz dispersado

=
=

Haz dispersado

Fotodetector

Figura 6. Representacion esquematica de un experimento de dispersion de la luz comun.
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Figura 7. Fotografia de equipo de Dispersion Dinamica de Luz (DLS).

VI. 2. 3. Tension superficial

A lo largo de la superficie del liquido acttan fuerzas, denominadas fuerzas de tension
superficial. Asi, el liquido se parece a una pelicula de goma dina, estirada de modo
isotropico en todas direcciones en el plano de la superficie. (Matvéev, 1981).

La existencia de la tension superficial se muestra perfectamente con ayuda de las
peliculas jabonosas, si suponemos que se extiende una pelicula de jabdn sobre un bastidor
de alambre (Figura 8a), el cual posee un lado maévil. Experimentalmente se puede observar
que existe una fuerza que actla sobre la parte movil en direccion opuesta a la flecha, como
se muestra en el diagrama. Si el valor de esta fuerza por unidad de longitud se denota como
v, entonces el trabajo que se requiere para extender la parte movible a una distancia dx es:
(Adamson, 1990)

Trabajo= Adx
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que también puede escribirse como:
trabajo=ydA

Donde dA = Idx, en la segunda férmula y es la energia por unidad de area. Las
unidades SI correspondientes para y son, Joules por metro cuadrado (Jm™) o Newton por
metro (Nm™) (Adamson, 1990). Dado que para un volumen fijo la esfera posee minima
superficie, en condiciones de ingravidez el liquido toma la forma de una esfera (Matveev,
1981). En condiciones de gravedad terrestre solo las gotas relativamente pequefias
adquieren la forma de una esfera. Por ejemplo, considerando una burbuja de jabén de radio
r, como se ilustra en la (Figura 8b). Su energia libre total es 4712y, si el radio disminuye
por dr, entonces el cambio de energia libre de superficie sera 8arydr. Puesto que este
encogimiento disminuye la energia superficial, el sistema queda balanceado mediante una
diferencia de presién a través de la pelicula AP, tal que el trabajo realizado en contra de
esta diferencia de presion AP4zr’ydr es igual a la disminucién de la energia libre de

superficie (Adamson, 1990).

AP4zr*dr = 8arydr

ap=2
r

La ecuacién resultante, ecuacion de Laplace, expresa fundamentalmente que la

presion en el interior de una burbuja pequefia es mayor que la del exterior.

Las gotas o burbujas que son pequefias tienden a ser esféricas debido al efecto que ejerce la
fuerza o tension superficial, la cual es dependiente del area y disminuye en forma
cuadratica, en una dimensién lineal, por otra parte, la distorsion debida al efecto

gravitacional depende del volumen de la gota, disminuyendo en forma cubica (Figura 8).

25



Pelicula liquida

N N

L bt

b)

Figura 8. Esquema de tension superficial. a) Pelicula de jabdn sobre bastidor de alambre,

con un brazo mavil, b) Burbuja de jabon. (Adamson, 1990).

Asi pues, la forma real de la gota es el resultado del equilibrio que se origina entre la
tension interfacial y el efecto de gravedad. Mientras que por un lado, la tension superficial
le confiere una conformacion esférica a la gota, por otra parte, el efecto de gravedad hace
que esta se alargue, resultando una gota en forma de pera. Este efecto permite observar la
influencia del cambio de la tension superficial sobre la forma de la gota, conforme se lleva
a cabo la adsorcion de moléculas en la interfase de dos fluidos (Adamson, 1990).

En forma general para describir una superficie curva es necesario mencionar dos
radios de curvatura; los cuales son iguales para una esfera, pero no necesariamente para

cualquier otra. Una pequefia seccion de una superficie curva se muestra en la Figura 9a.
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Los dos radios de curvatura R; y R, y tomando una seccion suficientemente pequefia para
que R; y R, permanezcan practicamente constantes. Bajo este argumento, si la superficie

se desplaza a una pequefia distancia, el cambio del area es (Adamson, 1990):
AA = (x+dx)(y +dy) — xy = xdy + ydx
El trabajo que se realiza para obtener esta cantidad adicional de superficie entonces
es:

trabjo= y(xdy+ ydx)

Entonces la diferencia de presion AP a través de la superficie que actla sobre el area

Xy y a través de la distancia dz. El trabajo ahora corresponde a:
trabajo= APxydz
Por comparacion se obtiene que:

x+dx x . - Xdz

= 0 dx=—
R,+dz R, R1

Si la superficie se encuentra en equilibrio, los dos términos de trabajo se igualan,

sustituyendo en la ecuacion las expresiones obtenidas para dx y dy, se obtiene:

AP =y i+i
Rl R2

La ecuacion de Young-Laplace expresa la diferencia en presion (AP), entre la interfase de

dos fluidos, en donde la presion de superficie es proporcional a la curvatura promedio, el
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coeficiente de proporcionalidad es la tension superficial (y), y R1 y R, representan dos
radios de curvatura del area superficial. Sobre el &pice de la gota ambos radios de curvatura
son iguales, por lo tanto:

El peso de la gota esta parcialmente compensado por la fuerza de empuje, y de acuerdo al
principio de Arquimedes, para una gota de volumen V, la fuerza de gravedad puede

escribirse de la siguiente manera:

F=V o1y p2 )g= VApg

en donde p1 Yy p son las densidades de los dos fluidos, respectivamente y g es la

aceleracion gravitacional (Adamson, 1990).
El sistema de coordenadas curvilineas que describen el perfil de la gota resulta del
equilibrio entre la fuerza de gravedad y la tension superficial (Figura 9b) en el equilibrio y

para cualquier plano horizontal, se obtiene la siguiente ecuacion:

27 y5en@ =VApg + 7R’ AP

apice
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Figura 9. Esquema para describir una superficie curva: a) Seccion de una superficie curva
bajo condiciones de equilibrio mecanico, b) Descripcion del perfil de una gota, donde X es

la distancia a partir del eje de la gota, y Z la vertical. (Adamson, 1990).

Para realizar las mediciones de tension superficial, se procedi6 a tomar 100 pl de solucion
stock en incubacion a los distintos tiempos (min) determinados: 0, 15, 30, 60, 120, 240,
360, 480, 600, 720, 1140, 1620, 1800, 2880, 3600, 4320; Agregando 7 mL de solucién
salina y transfiriendo, posteriormente, las diluciones a una celda de cuarzo para su
medicion en Tensidmetro de gota (Drop tensiometer ITC tracker), el cual consta de una

microjeringa unida a un capilar cilindrico sobre la que se forma la gota. Para monitorear la
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tension interfacial, del sistema liquido-aire, respecto al tiempo, la celda se colocé en una
camara conectada a un controlador de temperatura y el equipo tomo las iméagenes de la
gota, mediante una videocdmara CCD de alta velocidad, para asi realizar el analisis digital.

(Mobius y Millar, 1998). En la Figura 10 se muestra un esquema del tensiémetro de gota.

Motor de presicion 8

Jeringa

Fuente luminosa B g :
Optica v camara

| |

Banco optico

Figura 10. Esquema de Tensiémetro de gota.

V1. 3. Determinacién de la Morfologia de estructuras de LHr

VI. 3. 1. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atomica es una de las varias técnicas llamadas SPM (Scanning
Probe Microscopes) La resolucion de los microscopicos Opticos esta determinada por la
longitud de onda de la luz y tipicamente es de aproximadamente 500 nm. Por otro lado la
microscopia electrénica con electrones de alta energia permite aumentar la resolucion, pero
requiere que la muestra se examine en alto vacio y en muchas ocasiones requiere de

preparaciones muy complejas (Sato, 2001).
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Los SPM generan imagenes midiendo fuerzas electrostaticas (entre otras) entre los

atomos del microscopio y atomos de la muestra- sintiendo o tocando la muestra-. Asi, se
basan en medir cambios en la magnitud de la interaccion entre una punta (probe) y la
superficie de la muestra, de manera que la punta mide la fuerza de atraccion o repulsion de
la muestra. La microscopia de fuerza atbmica (AFM) representa una herramienta capaz de
realizar andlisis de la superficie, a nivel nanométrico, al generar imégenes de alta
resolucion en tres dimensiones.
Las iméagenes obtenidas por AFM proporcionan informacién sobre las diferencias
morfolégicas o topogréficas. Mediante esta técnica se pueden medir fuerzas tan pequefias
midiendo deflexiones del orden de 10™° m (0.1nm= l/f\) Para realizar dicha observacion se
procedié a tomar 100 pl de solucion stock en incubacion a los distintos tiempos (min)
determinados: 0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600, 720, 1140, 1620, 1800, 2880, 3600,
4320. Posteriormente se vertié la alicuota en un sustrato sélido (mica), la muestra se dejo
secar y posteriormente se procedié a observar en el microscopio de fuerza atdmica (AFM)
marca JOEL modelo JSPM 4210, utilizando el modo de contacto. (Figura 11y 12).

Computadora Fotodetector ' Laser A
/ -
’ x y
Control de B —— Pun(tjaantﬂn‘er
retroalimentacion
Piezoscanner

Figura 11. Esquema de representacion de AFM.
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Figura 12. Fotografia de equipo de AFM.

V1. 4. Determinacion de Transicion en la Conformacion Estructural de LHr

VI. 4. 1. Espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FT-IR)

Los espectros en la region infrarroja de interés bioldgico estan asociados a las transiciones
entre niveles de energia vibracional; estos niveles corresponden a vibraciones (tension-
contraccion) y flexiones y otros movimientos complejos de las moléculas. Los modos de
vibracion de cada grupo son sensibles a cambios en la estructura quimica, cambios en las
conformaciones y a interacciones con el medio. La espectroscopia infrarroja (IR) se ha
utilizado para obtener informacién acerca de la composicion quimica, la configuracion, y
la cristalinidad de los materiales poliméricos y bioldgicos (Ostrov y Gazit, 2010). El
intervalo que abarca la espectroscopia infrarroja puede dividirse en tres regiones: infrarrojo

lejano, medio y cercano. En general todas las aplicaciones analiticas caen entre el rango de
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4000 y 670 cm™. La regién Gtil que nos interesa para macromoleculas bioldgicas se
encuentra en el intervalo entre 4000 y 1400 cm™. Las bandas de estos espectros son anchas
y centradas en frecuencias de grupos caracteristicos tales como -C=0, -C=N, -N-H, amidas
en proteinas, ester fosfato en acidos nucleicos, etc. La mayoria de estudios de IR se centran
en la caracterizacion de las estructuras secundarias de proteinas mediante el uso de bandas
de absorcion que reflejan los movimientos de grupos de péptidos. El grupo peptidico
produce hasta 9 bandas caracteristicas, sin embargo, las bandas Amida I y Amida Il son las
dos principales bandas de los espectros IR de proteinas; La banda Amida | es la mas
intensa de las bandas de absorcién en proteinas, entre el intervalo de 1600 y 1700 cm™,
estando asociada principalmente a la vibracion de tension del grupo C=0 (70-85%) y esta
directamente relacionada con la conformacion del esqueleto polipeptidico y el patrén de
enlaces de H.

De los 20 aminoécidos proteicos solo, Asp, Asn, Glu, GIn, Lys, Arg, Tyr, Phe, His,

muestran una absorbancia significativa en la regién de 1800 y 1400 cm™ (regién Amida | y
Amida I1) (Bai et al., 2007; Slocik et al., 2009). Estas bandas son conformacionalmente
sensibles, y su posicion se pueden atribuir a una conformacién dominante de proteina, es
decir, hélice-a, hoja- B paralela y antiparalela, giros B o estructuras al azar (Bai et al., 2007;
Slocik et al., 2009).
La forma de la banda Amida | de las proteinas globulares es caracteristica de su estructura
secundaria. Byler y Susi (1986) publicaron en Biopolymers la primera determinacién de
estructuras secundarias en proteinas a partir de espectros FT-IR. Esta determinacién fue
posible por la disponibilidad de espectros digitalizados con una elevada relacién
Sefial/ruido y por la disponibilidad de ordenadores y de software capaz de realizar las
operaciones de analisis de estos espectros en un tiempo aceptable. La informacidn sobre la
estructura secundaria en los espectros IR esta mezclada por el solapamiento de las bandas
de diferentes estructuras. Asi, para obtener informacion estructural hemos de separar las
diferentes contribuciones que se dan en la zona de la banda Amida I, en este caso en
particular.

El método utilizado es el método de ajuste de bandas el cual esta basado en la
suposicion de que los espectros de bandas simples (cada banda estrecha caracteristica de
un elemento de estructura secundaria) experimentan un ensanchamiento en disolucion o en
estado sélido dando como consecuencia un solapamiento de las bandas y no pueden
distinguirse en la envolvente. En este método se realiza una operacion de correccion del

efecto de ensanchamiento de las bandas, operacion Ilamada desconvolucion, normalmente
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mediante la desconvolucion de Fourier (con frecuencia referida erroneamente como
autodesconvolucion por razones histdricas). El objeto es identificar el namero y posicion
aproximada de las bandas que componen la Amida I. Con el espectro asi corregido se
realiza un ajuste de bandas en la Amida | por un algoritmo iterativo que minimiza la
desviacion cuadratica media de la envolvente resultante del ajuste y la experimental. El
area de una banda se asigna a una estructura de acuerdo con su posicion (Byler y Susi,
1986; Goormaghtigh, et al., 1994). Esta asignacion descansa en los intervalos de aparicion
aceptados para las diferentes estructuras secundarias. Este método ha sido validado por
comparacion con los datos de difraccion de rayos X, siendo los errores absolutos en la
estimacién de porcentajes de estructura secundaria del 2-9% (Byler y Susi, 1986;
Goormaghtigh, et al.,1994; Kumosinski y Unrush).

Las siguientes frecuencias vibratorias se han asignado a: 1654 cm™ para la hélice-a;
1624, 1631, 1637, y 1675 cm™ para hojas-B; 1663, 1670, 1683, 1688, y 1694 cm™ para
giros; y 1645 cm™ para otras estructuras (Dobson, 2003; Gorzny et al. 2010; Ostrov y
Gazit, 2010). Las cantidades relativas de las cuatro estructuras secundarias estan
determinadas por las areas relativas bajo los picos de la banda.

Las mediciones se hicieron tras liofilizar la solucion madre de LHr correspondiente a
los 0, 30, 120, 300, 600, 720, 1440 y 3000 minutos de incubacion.

>
>

- N\
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Muestra
Espejo
\S )
Compartimento de la muestra,

Figura 13. Esquema de funcionamiento de IR.
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V1. 5. Determinacion de Potencial Zeta

Todo medio coloidal, por ejemplo la sangre, el liquido intracelular y extracelular,
farmacos, entre muchos otros, esta formado por particulas con cargas eléctricas. La fuerza
de repulsion entre estas particulas es definida por el potencial zeta, el cual es una medida
de la fuerza eléctrica que existe entre atomos, moléculas, particulas y células en una
suspension. Esta fuerza que mantiene separadas a las particulas coloides en los seres vivos
evita la aglomeracion o coagulacion intravascular.

El factor més importante que afecta el potencial zeta es el pH, especialmente cuando se
estudian proteinas. A pH mayores al punto isoeléctrico, el potencial zeta es mayor a cero; a
pH menores al punto isoeléctrico, el potencial zeta es negativo y cero en el punto
isoeléctrico.

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula, afecta la distribucién
de iones de la region interfacial circundante. Esto resulta en un aumento de la
concentracion de iones de carga opuesta a la particula que estan cercanos a la superficie.
Asi, una doble capa eléctrica se genera alrededor de cada particula. La capa de liquido que
rodea a la particula se la puede encontrar de dos formas: una region interna, conocida como
capa de Stern donde los iones estan fuertemente ligados, y una regién externa, conocida
como capa difusa, donde los iones estan ligados con menos fuerza a la particula. Existe un
limite imaginario que termina en la capa difusiva, donde los iones y la particula forman
una entidad estable (capa de Stern). Cuando una particula se mueve lo hace con los iones
que conforman la capa Stern y la difusa. Este limite se conoce como plano slipping y su
correspondiente se conoce como potencial zeta.

Una consecuencia importante de la existencia de cargas eléctricas en la superficie de
la particula es que exhiben ciertos efectos cuando se aplica un campo eléctrico. El efecto
que se analiza para la determinacion del potencial zeta es la electroforesis (movimiento
relativo de una particula cargada en el liquido en el cual estd suspendida bajo la influencia
de un campo eléctrico).

Con la movilidad electroforética conocida se usa la aproximacion de Smoluchowski

para obtener el potencial zeta (), ecuacion 14:

_mw
C8
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donde, n: viscosidad del fluido y €: constante dieléctrica.

En el presente estudio, la medida del potencial zeta de los estados transitorios de LHr
se considerd con el objeto de obtener informacion acerca del efecto del medio de
incubacidn sobre las propiedades de agregacion y su la posible relacién de la carga de los
estadios de LHr con el efecto citotoxico.

Para realizar las mediciones de potencial zeta, se diluyd la solucion madre de proteina de la
LHr correspondiente a los 0, 30, 120, 300, 600, 720, 1440 y 3000 minutos de incubacion

en un factor de 5y se procedio a realizar las medidas.

Particula con carga
o supetficial negativa

Capa difusa

Potencial superficial
Potencial st

Potencial feta

e

e

0 - - ;
Dhstancia de la superficie de particulas

Figura 14. Esquema de una particula cargada y la doble capa que la rodea (Malvern
Instruments, 2001)
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Figura 16. Fotografia de las celdas Zetasizer Nano Cells, (Malvern Instruments,
2012)
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V1. 6. Viabilidad Celular

Cada organismo es una Unica célula o bien, estd constituido por un nimero variable de
células. Por lo tanto, para apreciar las capacidades y limitaciones de los organismos vivos
es fundamental comprender algunas de sus propiedades. La naturaleza dindmica de la
célula es particularmente significativa, como se pone de manifiesto por su capacidad de
crecer, reproducirse y especializarse, y por su habilidad para responder a estimulos y
adaptarse a cambios en el medio ambiente; En particular, esta naturaleza dinamica requiere
que cada célula u organulo contenga algin tipo de barrera fisica para controlar el
intercambio entre su medio interno y externo.

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
béasicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado. A partir de aqui,
diferentes autores han desarrollado pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos de las
drogas y los compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos
primarios y 6rganos aislados como lineas celulares establecidas. Estos son capaces de
detectar mediante, diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de
interferencia con la estructura y propiedades esenciales para la supervivencia celular,
proliferacion y/o mantenimiento de sus funciones vitales. Dentro de estos se encuentran
mecanismos para evaluar la integridad de la membrana y del citoesqueleto, el
metabolismo, la sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos,
regulacion idnica y division celular (Fentem, 1994).

Uno de los ensayos mas conocidos y ya validados se encuentran el ensayo de
reduccion del Bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT) (Fentem,
1994). Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el
namero de células presentes en el cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la
formacion de un compuesto coloreado, debido a una reaccion que tiene lugar en las
mitocondrias de las células viables (Shayne, 1999).

El MTT es captado por las células y reducido por la enzima succinico
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan; este queda retenido en las
células y puede ser liberado mediante la solubilizacién de las mismas. De esta forma es
cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se
produce como consecuencia de la reaccion un cambio de coloracion del amarillo al

morado.
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La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad
de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la
viabilidad celular, permitiendo obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto
que se evalua. El periodo de exposicion de la sustancia de ensayo varia, puede medirse
durante periodos cortos (1-2 h de tratamiento), o en periodos largos de 24 6 72 h. La D.O
debe medirse al concluir el tiempo de incubacion 550 nm utilizando un filtro de 620 nm
como referencia.

Los resultados se expresaran como porcentaje (%) de células vivas, segln la

siguiente relacion:

%= D.O de células tratadas x 100/ D.O de células controles

Las células del epitelio pigmentario retinal humano (células ARPE-19) se
mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) (Sigma), suplementado con 10% de suero
fetal bovino, penicilina 100 ui/mL y estreptomicina 100 pg/mL, en frascos de cultivo
estériles de 75 cm? e incubadas en condiciones estandar (5% CO2 en el aire, 37 °C y 100%
de humedad relativa) hasta lograr la confluencia. EI medio suplementado aporta los
factores de crecimiento, hormonas, minerales, lipidos y otros micronutrientes, que suplen
satisfactoriamente los requerimientos metabolicos que garantizan la proliferaciéon vy
adhesion celular.

Las células fueron sometidas a tripsinacion por 7 minutos con tripsina-EDTA 0.2%,
luego de lavar las mismas con PBS-EDTA. Posteriormente fueron centrifugadas a 1000
rpm por 5 minutos y resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo. Inmediatamente después
se realizé el conteo preparando una solucion de 10 pl de células en medio y 90 pul colorante
azul Tripan. Mediante la tincion con azul Tripan, las células muertas captan el colorante,
mientras que las células vivas no lo hacen, ya que el colorante se une a las proteinas
intracelulares de las células muertas por presentar una membrana celular permeable, de
esta forma se descartan del conteo las células tefiidas. El tratamiento se llevd a cabo en
placas de 96 pozos con ~10,000 células por pozo en 100 uL de medio. Se prepararon las
diluciones de estructuras amiloides correspondientes a 5mM, 10 mM y 20 mM de los
tiempos de incubacion correspondientes a 0, 30, 120, 300, 600, 720 y 3000 minutos, en
medio y se le afiadieron alicuotas de 50 uL a cada pozo. La viabilidad celular se evalu6
después de 48 h de incubacidn con las estructuras de cada tiempo de incubacion. Después

de la incubacion de las placas con los tratamientos se agregaron 10ul de 3 - (4,5-
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dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) de reactivo de marcado, a cada pozo, y las
muestras se incubaron durante 4 h. Por altimo se realizé la medicion mediante el lector de
microplacas para la cuantificacion de densidad dptica (Figura 17).

Los datos fueron sujetos a analisis estadistico mediante ANOVA usando el
programa estadistico GraphPad Prism versién 6.0. La prueba de Comparacion Multiple de
Newman-Keuls fue usado para comparar los datos dentro de cada experimento. Ademas
los datos se presentan como media + errores estandares de la media (SEM). Los

experimentos fueron realizados en triplicado. Los valores p< de 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

Figura 17. Fotografia de lector de microplacas para la cuantificacion de densidad Optica.
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VIl. RESULTADOS

VII. 1. Estudio de la Cinética de Fibrilacion de Lisozima Humana Recombinante
(LHr)

La cinética de fibrilacion de LHr evaluada por el aumento de la emision de fluorescencia
de thioflavina T (ThT) y dispersion dinamica de luz (DLS), muestran una tendencia muy
similar en cuanto a la forma cominmente reportada para la fibrilacion de otras proteinas
amiloides. Los procesos de fibrilacion han sido modelados como una serie de reacciones en
serie que cubren el conjunto de los oligbmeros, la formacion de nacleos, asi como el
crecimiento y la rotura de las fibras.

La medicion de las intensidades mediante estas dos técnicas, fluorescencia de ThT
y DLS, muestra una fase de latencia o de retardo dependiente de nucleacion, la cual
determina la tasa de formacion de fibras amiloides. En esta fase, los mondmeros recién
formados reaccionan entre si, asi como con oligémeros de diferente tamafio con el fin de
convertirse en grupos mas grandes hasta que se supera la concentracion de proteina; Una
vez que las protofibras se forman, sus extremos sirven como nucleos y se produce una
interaccion de tipo catalitica provocando que estas se agreguen entre si y se formen fibras
mas largas. El aumento drastico en la fase de crecimiento indica la existencia de
mecanismos de cooperatividad. Finalmente, las reacciones avanzan hasta que las
agrupaciones de proteinas mas solubles estan agotadas y es alcanzado el equilibrio de las
fibras. La longitud de la fase de latencia y la elongacion, o crecimiento de las fibras, es
dependiente de los factores de concentracion inicial de proteina y el pH, pues estos afectan

el grado de supersaturacion en la solucion.

VII. 1. 2. Fluorescencia de thioflavina T (ThT)

La intensidad de fluorescencia mostr6 una curva observada cominmente en los proceso de
fibrilacién dependiente de nucleacién. El tiempo de latencia antes del crecimiento de las
fibras se ha observado en numerosas publicaciones y se asemeja a un periodo de
incubacion. En la cinética de LHr esta fase de retardo se aprecia hasta aproximadamente

los 600 minutos de incubacion (figura 18) la cual corresponde al proceso de nucleacion de
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LHr hasta alcanzar la formacién de las fibras de amiloide. Entre los 600 y 720 minutos de
incubacidn, la intensidad de la fluorescencia aument6é de forma pronunciada debida a un
crecimiento de las fibras. El proceso de fibrilacion se considera terminado a los 3000
minutos de incubacion, cuando la intensidad de fluorescencia de ThT alcanzé el equilibrio.

Aungue la medicion de fluorescencia utilizando ThT es til para evaluar la cinética
de fibrilogénesis, la informacion sobre su morfologia no se puede obtener. Para examinar
la morfologia de las fibras de amiloide, fueron tomadas imagenes de AFM durante la el

proceso de fibrilacion.

VII. 1. 3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Para detectar el tamafio de los agregados de LHr, se midid la intensidad de luz dispersada
de proteina por dispersidn dinamica de luz. Los resultados obtenidos mostraron una curva
aparentemente sigmoidal de manera similar a la obtenida por fluorescencia de ThT (figura
19), sin embargo, se obtuvo una intensidad mayor en la fase de latencia en DLS y una
intensidad menor en la fase de elongacion. Siendo la intensidad obtenida para DLS en la
fase de latencia, alrededor de los 600 minutos de incubacion, igual a 0.129 (a. u) contra
0.066 (a. u) en emision de fluorescencia de ThT. Por otro lado el intervalo para la fase de
elongacion de DLS se obtuvo a 0.22 a 0.62 (a. u); Mientras que en fluorescencia este
intervalo de intensidad corresponde a 0.076 a 0.86 (a. u).

Es importante tener en cuenta que las medidas de la intensidad por dispersion de luz
nos arrojan datos relacionados con la agregacion, y los tamafios de los mismos agregados,
que se encuentran en la solucion de nuestra la muestra. Mientras que la emision de
fluorescencia de ThT mide la interaccion de tioflavina y las fibras amiloides, uniéndose
con las fibras ricas en hojas-p. Es decir, arroja informacion sobre la conformacion de los

agregados.

VII. 1. 4. Tension superficial

A traves de las medidas de tension superficial se observd un aumento dependiente del
tiempo, las cuales presentaron un aumento continuo a partir de los periodos tempranos de
incubacion, por lo que no se observo una fase de retardo perceptible en esta técnica hasta
gue se alcanz6 la regién estabilizada, como puede observarse en la figura 18 (linea

punteada con rectangulos). La proteina LHr, presentd una hidrofobicidad relativa en
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aumento al acercarse a los 600 y 1600 minutos, region estabilizada donde se observa la
aparente fase de retardo, estabilizdndose casi por completo después de los 3000 minutos.
Este aumento continuo es resultado de la manifestacion de conformaciones estructurales
que tienden a adsorberse en la interfase en un periodo de tiempo cada vez mas largo a
consecuencia del efecto hidrofébico. La forma en la que las propiedades de adsorcion de
los estadios se relacionan con el carécter hidrofobico que adquiere LHr durante la cinética
de fibrilacion, se puede establecer en base a los resultados obtenidos mediante
fluorescencia de ThT, DLS e IR; los cuales corroboran los cambios conformacionales que
modifican el caracter hidrofébico y de agregacion de cada especie prefibrilar, la cual da
como resultado un aumento la actividad superficial reflejada en las propiedades de

adsorcion.
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Figura 18. Cinetica de fibrilacion de Lisozima Humana recombinante (LHr).
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VII. 1. 4. 1. Constante de adsorcion

A la hora de analizar la penetracion en la interfase y el reordenamiento de las moléculas
adsorbidas en la interfase, se emplea la siguiente ecuacion semiempirica de primer orden
(Graham y Philips, 1979):

In (ﬂ) = -kt

MF—T
donde, ns y o son los valores de presion superficial en el momento inicial t =0, y
en cada momento t, respectivamente, y k es la constante de difusion.

Tras la aplicacion de esta ecuacion es factible interpretar los datos obtenidos
mediante las medidas de tension superficial para entablar una asociacién con la capacidad
de las distintas estructuras, transitorias prefibrilares y fibrilares, de LHr para penetrar en la
interfase aire-agua, capacidad que puede estar relacionada con las modificaciones
estructurales de la proteina por el efecto del reordenamiento de secuencias con residuos
hidrofébicos e hidrofilicos.

En la Figura 19 puede observarse que la constante de adsorcion aumenta en los

primeros estadios y entre los 400 y 800 minutos de incubacion.
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Figura 19. Constante de adsorcion obtenida mediante las medidas de Tension Superficial
utilizando la ecuacion de Graham y Philips (1979).
A medida que el tiempo de incubacién transcurre y aumenta la hidrifobicidad relativa de la

LHr, se esperaria que estos grupos hidrofobicos se comportaran como un surfactante, ya
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gue sus moléculas se adsorben preferencialmente en la interfase, provocan un descenso de
la tension superficial y el aumento de la adsorcién en la interfase, sin embargo como
observamos en la Figura 19, la constante de adsorcién en los primeros estadios disminuye
y la tensidén aumenta, esto pudiera explicar el fendbmeno por una considerable lenta difusion
hacia la interfase en el que el tiempo en las medidas de tension superficial no fue

suficiente.

VII. 1. 5. Modelaje tedrico de fibrilacion de LHr

Funciones exponenciales empiricos o semi-empirica han sido una opcién popular para
ajustar los datos de fibrilogénesis, ya que son computacionalmente simples y se observo
que coinciden con los datos experimentales (Nielsen et al. 2001; Pasternack et al. 2006). A
lo largo de investigaciones relacionadas con la cinética de fibrilogénesis, se ha utilizado
una funcion empirica siguiente, para adaptarse a los datos emision por fluorescencia de
ThT (Nielsen et al. 2001; Uversky, 2001).

vf
14+ e—(t-to)/z

Y=yi +
Independiente del tipo de proteina amiloide, la ecuacion se ajusta razonablemente bien a
los datos, incluso para los obtenidos en DLS. Esto sugiere que el proceso de formacion de
fibras es similar para diferentes proteinas. Es una forma especializada de la funcion
logistica que se ha utilizado con frecuencia en el campo de la biologia de la poblacién. Los
pardmetros de este modelo incluyen la constante de velocidad aparente para el crecimiento
de fibras (kapp) igual a 1/ 1, T es la constante de tiempo de crecimiento de las fibras y es
igual a 1/kapp, Y el tiempo de retraso iguales a to-21, t0 es el tiempo para el 50% de la
sefial maxima o el tiempo de punto de inflexién. Los valores obtenidos para la constante de

crecimiento de fibras (kapp) y la fase de retardo (lag) se muestran en la tabla I.

Tabla I. Constantes de fibrilacion aparente y fase de retardo obtenidas ajustando el modelo
cinético.

Intensidad por Kapp (min™®) Fase de retardo (min™) R®
Fluorescencia 0.0396 616.6698 0.98143
DLS 0.0117 526.6983 0.99432
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Figura 20. Modelaje tedrico de fibrilacion de Lisozima Humana recombinante (LHr).

VI1. 2. Determinacion de la Morfologia de Estructuras de Lisozima Humana
Recombinante (LHr)

VII. 2. 1. Microscopia de fuerza atomica

Mediante imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) fue posible observar la
morfologia de lisozima humana recombinante a diferentes tiempos de incubacion mientras
se seguia la cinética de fibrilacion con el objeto de identificar los estadios transitorios y las

fibras de amiloide.
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En la figura 21 se puede apreciar agregados proteina lisozima humana recombinante a
tiempo cero. La agregacion de la proteina puede explicarse por la exposicién de lisozima a
un medio parcialmente desnaturalizante, acidificado a pH 2. Por otro lado, a los 30 y 120
minutos de incubacion a 55°C en la solucidon acidificada, fue posible observar una
disminucion de los tamafios, disociacion y formacion de dimeros, trimeros (Figura 22 y
23); asi como la interaccion o lo que se asemeja a una alineacion de los oligémeros (Figura
24).

Figura 21. Imagen de AFM de agregados de LHr a 0 minutos de incubacion
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Figura 23. Disociacion de proteina en monomeros, dimeros y trimeros a los

120 minutos.
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Figura 25. Formacion de estructuras fibrilares a los 480 minutos de incubacion.
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Entre los 600 y 720 minutos fue posible observar imagenes de estructuras protofibrilares y
el crecimiento de las mismas, como se observa en las figuras 27 y 28. La morfologia
fibrilar de los estadios de LHr tomados a estos tiempos de incubacién, 600 y 720, presento

la mayor citotoxicidad en las células ARPE-19 en los ensayos realizados.

Figura 27. Formacion de fibras maduras a los 720 minutos.
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Figura 28. Imagen a) y b) muestran fibras maduras a los 1620 minutos de

incubacioén.
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VII. 3. Determinacién de transicién en la conformacién estructural de Lisozima

Humana recombinante (LHr)

VII. 3. 1. Espectroscopia infrarroja con transformadas de fourier (FT-IR)

El proceso de agregacién y la transicion de la composicion de estructura secundaria de
hélices-a a hoja-p fueron monitoreados por la técnica de FT-IR. Tras la obtencién de datos
y al realizar en analisis de desconvoluciones, se obtuvieron los porcentajes de estructuras

secundarias que se muestran en la tabla II.

Tabla Il. Transicion de la composicion de estructuras secundaria de LHr monitoreada por
IR y aplicando analisis de desconvolusion.

Tiempo de Incubacion Hélice-a Hoja-p Azar Potencial Z

(min) (mV)

0 32.05% 8.78% 18.3

30 38.94% 28,86% 20.43

120 17.53% 39,13% 43,34% 29.16

600 77,31% 22.69% 26.03

720 76.9% 23.10% 27.13

1440 78.17% 21.83% 26.76

La tabla Il, representa los porcentajes de la composicion de LHr con forme se sigue la
formacion de fibras. Los porcentajes obtenidos a tiempo 0 es de 32.05% de estructuras
hélices-a y 8.78% de hojas-B. Puede apreciarse la transicion de estructuras conforme
aumenta el tiempo de incubacion. A partir de los 600 minutos de incubacion, se puede
apreciar que ocurre una transicion estructuras correspondientes a hojas-p y otras ordenadas
al azar. Por otro lado, en la tabla 11l se muestran los porcentajes asignados en la literatura

para la proteina nativa de lisozima mediante la técnica de rayos x y FT-IR.
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Tabla Ill. Porcentaje de estructuras secundarias de lisozima nativa, obtenidas por
cristalografia de rayos X y por FTIR. (Kumosinski y Unrush, 1999).

Estructura Rayos X FT-IR
Hélice 45% 42%
Hoja 19% 16%
Giros 23% 36%
Al azar 13% 6%

VII. 4. Determinaciéon de Potencial zeta

Como se ha mencionado con anterioridad, el potencial zeta es una funcion de la superficie
cargada de una particula, cualquier capa adsorbida en la interfase, la naturaleza y la
composicion del medio en el que la particula estad suspendida. La carga primaria puede
provenir de grupos cargados con particulas superficiales o puede ser ganada por adsorcién
de una capa de iones provenientes del medio circundante por reemplazo isomorfico.
Cuando dos particulas coloidales, como las proteinas, se acercan una a la otra actian dos
fuerzas: la electrostatica de repulsion (o de Coulomb) que tiende a separar las particulas y
las fuerzas atractivas de Van Der Waals. Cada aminoacido de determinada proteina tiene
unos grupos ionizables con unas constantes de ionizacién (pKa) caracteristicas, el valor de
dichas constantes puede verse ligeramente modificado por el entorno proteico.

Las moléculas complejas, tales como las proteinas, se combinan con los iones
hidrégeno y con otros iones presentes en la disolucion, dando lugar a la carga neta de la
molécula. A la concentracién de iones hidrégeno, o al pH, para el cual la concentracion del
ion hibrido de una proteina es maxima y el movimiento neto de las moléculas de soluto en
un campo eléctrico es practicamente nulo, se le denomina punto isoeléctrico. A pHs
menores que el punto isoeléctrico de una proteina dada, los grupos ionizables estan
protonados, y la carga neta de la proteina es de signo positivo. Cuando el pH es alto
respecto a su punto isoeléctrico, los grupos ionizables estan desprotonados, y la carga neta
es de signo negativo. El punto isoeléctrico de la proteina lisozima es de 11 pero al
encontrase en un medio por debajo de este, pH 2, podemos inferir que la carga neta de la
LHr es positiva y corroborar esto con los valores obtenidos en las medidas de potencial
zeta. La carga de los estadios correspondientes a los ensayos de viabilidad celular a los
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tiempos de incubacién de 0, 30 120,300, 600, 720, 1440 y 3000 minutos fueron de 18.3
mV, 20.43, mV, 29.16, 26.66 mV, 26.03 mV, 27.13 mV, 26.76 mV y 26.53 mV

respectivamente, como se muestran en la tabla I1.

VII. 5. Viabilidad Celular
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Figura 29. Viabilidad celular de tratamiento en células ARPE-19.

Los ensayos de viabilidad en la linea celular Arpe-19 mediante el tratamiento con MTT de
diferentes estadios de oligomeros, protofibras y fibras de amiloide sugieren, en primer
lugar, que los agregados iniciales de proteina Lisozima disuelta en el medio de solucion de
sales a pH 2 afecto la viabilidad celular, obteniéndose valores del 72.43 + 3.08 % en la
concentracion mas baja, 51.04 + 1.92 % a concentracién de 10mM y 59.93 + 1.88 % a 20

mM como se puede apreciar en la tabla IV. Los mayores efectos de toxicidad pueden
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apreciarse a partir de los 600 minutos de incubacion, en los que la viabilidad disminuye a
53.46 + 2.35 % a 5mM, 20.52 + 3.23 % a 10mM y 24.76 + 2.84 %a 20 mM. Esta tendencia

podria indicar que la toxicidad esta relacionada en mayor medida con la formacién de las

fibras al término de la fase de nucleacién.

Tabla IV. Valores de analisis estadistico ANOVA presentados como la media + errores

estandares de la media (SEM) obtenidos mediante el Test de Comparacién Mdltiple de

Newman-Keuls de los tratamientos a los diferentes tiempos de incubacion de proteina a

5mM, 10mM y 20mM.

0 min 30 min 120 min 300 min 600 min 720 min 3000 min
5mM 7243+ 6458+ 75.46+ 59.58 + 53.46 + 4442 + 44.49 +
308% 341% 3.40% 242 % 2.35% 3.33% 2.24 %
10mM 51.04+ 5209+ 57.87% 57.79 + 20.52 + 28.41 + 38.23 +
1.92 437% 4.38% 1.81 % 3.23% 1.02 % 2.24
20mM 5993+ 4780+ 5450+ 56.15 + 24.76 + 37.27 + 45.14 +
1.88 426% 1.92% 1.73% 2.84 % 1.35% 3.46 %
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VIII. DISCUSION

Mediante la realizacion de este trabajo se determind que el proceso de fibrilacion de la
Lisozima Humana recombinante (LHr) muestra el mecanismo clasico de nucleacion,
mismo que se caracteriza por la presencia de una fase de latencia o de retardo, una fase de
elongacion o crecimiento y por ultimo una fase de estabilizacion, la cual se interpreta como
el proceso final de la fibrilacion. Estos resultados son corroborados por las técnicas de
dispersion dindmica de luz (DLS) y de fluorescencia de ThT, los cuales muestran una
curva sigmoidal tipica. En contraste, los datos de las mediciones de presion de superficie
ponen en evidencia un comportamiento dependiente del tiempo, en el que aparentemente
la agregacion de LHr tiende a ser més hidréfoba cuando aumenta el tiempo de incubacion,
resultado de la evolucién conformacional de la proteina durante todo el proceso de
fibrilacion. La observacién mediante microscopia de AFM revel6 la interaccion de
oligbmeros de diversos tamafios y conformacion estructural de LHr en los primeros
periodos; Seguidos de estructuras filamentosas similares a las ya reportadas en la literatura
como protofibras y fibras maduras. Asimismo los datos obtenidos mediante FTIR
confirmaron las alteraciones conformacionales y cambios de arquitectura de la LHr hacia
una composicion mayoritaria de estructura secundaria P, sin rastro aparente de estructuras
de hélice-o. a partir de periodos mas o menos tempranos de incubacion. Los cambios
conformacionales observados predisponen a la HLr a la agregacién. La actividad y
aumento de la hidrofobicidad fue confirmada mediante las medidas de tension superficial.
Por ultimo, tras los ensayos de viabilidad de células ARPE-19, se sugiere que la estructura
y el caracter hidréfobo de los diferentes agregados prefibrilares de la LHr pueden estar
relacionados directamente con el efecto citotoxico.

En medio acuoso, el plegamiento de proteinas es impulsado por la fuerte tendencia
de los residuos hidrofdbicos a ser excluidos del agua y el sistema es termodinamicamente
estable cuando los grupos hidréfobos se agrupan en lugar de extenderse en los alrededores
acuosas; Por consiguiente, la cadena polipeptidica se pliega de manera que sus cadenas
laterales hidrofobicas estan enterradas y las cadenas polares son cargadas en la superficie.

LHr, como otras proteinas y moléculas con actividad interfacial, tiende a acumularse
en la interfase gracias a esta presencia en su estructura de grupos polares y no polares,
como se mencionaba anteriormente; Sin embargo, también tiende a agregarse al aumentar
la hidrofobicidad. Esta actividad superficial es vital, ya que las fuerzas impulsoras que

gobiernan la adsorcion de las moléculas anfifilicas, como las proteinas, favoreciendo o
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dificultando la adsorcién, a una interfase es la hidrofobicidad y las interacciones
electrostéaticas, respectivamente. Este comportamiento y la hidrofobicidad medida en los
tiempos de incubacidon donde disminuy6 drasticamente la viabilidad de la linea celular
Arpe-19 sugiere que los agregados hidrofobicos se insertan en la membrana celular,
interfiriendo asi con la permeabilidad de esta, como sugieren Chaudhary et al., (2009) y
Gharibyan et al., (2007).

Las propiedades anfipaticas de las fibras amiloides extracelulares, oligbmeros y
protofibras, les confiere la habilidad de perturbar maltiples receptores de superficie celular
y/o canales inespecificamente (Selkoe, 2003). Sin embargo, algunos han reportado que las
interacciones hidrofébicas solo juegan un papel auxiliar en la ruptura de las membranas
lipidicas, mientras que las interacciones electrostaticas son cruciales (Chaudhary y Nagara
2009; Gharibyan, 2007; Huang et al., 2009).

Normalmente las moléculas complejas como las proteinas, al combinarse con los
iones hidrégeno y con otros iones presentes en una disolucién dan lugar a la carga neta de
la molécula. Una proteina dada puede presentar a pH menor de su pl, una carga positiva, y
a pH mayor de su pl presentar carga negativa. En el caso de lisozima a pH biologico
presenta un pl de 11 por lo que en un medio de disolucién a pH 2 la carga de la molécula
es positiva.

En cuanto a la relacion observada entre la carga de lisozima y la interaccion con la
membrana, se pueden mencionar un par de casos muy interesantes, por ejemplo, mediante
un estudio de interaccion entre liposomas y lisozima de clara de huevo, se encontrd que las
fibras de amiloide de la lisozima eran capaces de perturbar la carga negativa de los
liposomas conformados por DOPG/DOPC con calceina dentro (Hirano et al. 2012). En
este estudio la fuga de calceina, después de mezclar los liposoma con las fibras de
amiloide, aumentd conforme aumentaba el tiempo de incubacion. La disrupcion de los
liposomas fue atribuida a la atraccion electrostatica entre las fibras de la lisozima y los
liposomas pues la fuga de la caceina hacia el medio disminuy6 conforme el pH se reducia
cerca del punto isoeléctrico de la lisozima, donde la carga de esta es cero. Ademas, este
resultado indic6 que las moléculas de lisozima monoméricas no interrumpieron la
conformacion de los liposomas, mientras que las fibras de amiloide si, lo que implica la
importancia de la morfologia agregada de lisozima en la interrupcion.

Por otro lado, en otro estudio realizado por el mismo autor, se encontrd que nanotubos de
carbono con lisozima tuvieron efectos perjudiciales en las membranas lipidicas, y esto fue

atribuido a la presencia de la proteina cargada positivamente en los nanotubos de carbono.

57



Ademas destacan que el efecto perjudicial fue similar a los de las fibras de amiloide
asociando el fendmeno, nuevamente, con la fibrilacién (Hirano et al., 2010).

A la hora de interpretar los resultados de citotoxicidad, en este estudio, es necesario
tener en cuenta que el mismo medio acido (pH 2) en el que se realizo la fibrilacion de LHr,
también tuvo un efecto perjudicial, repercutiendo en disminucién de la viabilidad celular
desde los primeros estadios a los que no se les atribuye la presencia de estructuras
oligoméricas, prefibrilares o de fibras de amiloides. Es decir, el medio &cido ocasiona una
desnaturalizacion parcial en lisozima y esta afecta en mayor o menor grado a las células.
Sin embargo, la disminucion de la viabilidad en los estadios monoméricos de lisozima
comparados a la viabilidad de los estadios prefibrilares y fibrilares, es considerablemente
mayor en estos Ultimos. Por lo que podemos decir que la morfologia de los agregados de la
LHr y su actividad citotoxica estan muy relacionadas en la interrupcién de viabilidad.

En cuanto a las especies citotoxicas implicadas, segn la opinion predominante, la
formacion de fibras maduras y su co-agregacion en depdésitos y placas se consideran un
mecanismo de proteccidon que se desarrollé en la naturaleza para evitar la alta toxicidad
intrinseca de los oligdbmeros solubles (Bucciantini et al., 2002; Caughey y Lansbury, 2003,
Kirkitadze et al., 2002). Pues el deterioro de las funciones celulares y alta toxicidad de
oligobmeros solubles se ha reportado para una serie de polipéptidos incluyendo la a-
Sinucleina (Conway et al., 2000; Volles y Lansbury, 2003) péptidos AP (Hartley et al.,
1999; Walsh et al., 2002), transtiretina (Sousa et al., 2000), y la lisozima (Malisauskas et
al., 2005), asi como para proteinas que no estan asociadas con cualquier trastorno
conformacional.

Novitskaya et al., (2006) reportaron por primera vez que tanto las especies
oligoméricas solubles y las fibras maduras de amiloides, producidos a partir de la proteina
prién, indujeron muerte celular hasta del 90 y 80% de la poblacion de células neuronales.
Ellos probaron el efecto de tres estadios conformacionales (monémeros de hélice-a, B-
oligbmeros y fibras maduras) de proteinas priones de mamiferos (rPrP) en células
cultivadas y neuronas primarias, reportando ademas que la muerte celular se producia a
través de un mecanismo apoptético. Una explicacion es que estas especies eran capaces de
inducir un aumento en la conductancia y permeabilidad de la membrana, seguido por una
rapida elevacion intracelular de Ca®*, la cual era capaz de reducir el potencial de membrana
y la sintesis de ATP por acumulacion de este ion en la mitocondria; Ocasionando la

apoptosis o0 necrosis celular.
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IX. CONCLUSIONES

Con este trabajo se concluye que LHr en condiciones de desnaturalizacion parcial, solucion
de sales acidificada a pH 2, 136.7mM NaCl y 2.68 mM KCI ajustando pH con HCI,
incubada a 55°C, sigue una fibrilacion que incluye los estados transitorios oligoméricos,
protofibrilares y de fibras maduras; Corroborandose, ademés, que estos estados
transitorios comparten la semejanza conformacional en distintas proteinas asociadas con la
enfermedad, lo que igualmente fortalece la suposicion de que los mecanismos de
formacion subyacentes pueden ser comun en el resto de proteinas amiloides.

Mediante medidas de tension superficial, fue posible obtener valores cuantitativos
sobre la hidrofobicidad y comportamiento superficial durante la cinética de fibrilacion de
LHr.

Mediante medidas de potencial z se obtuvieron datos cuantitativos sobre la carga de
la LHr durante la formacion de fibras de amiloides que posibilitan corroborar algunas
hipétesis en cuanto al papel de las cargas en la citotoxicidad.

Se corroboro la transicion estructural de hélices-a a estructuras p mediante FTIR.

Las imagenes de AFM apoyan los datos obtenidos mediante la cinética de fibrilacion,
para evidenciar los estados conformacionales transitorios de la LHr durante los periodos de
incubacion.

Los datos de viabilidad de la linea celular Arpe-19, sugieren que la citotoxicidad esta
relacionada con la formacion de filamentos; Es decir, conformaciones prefibrilares y fibras
de amiloide maduras.

Como perspectivas futuras se sugiere el estudio acerca de los efectos del crecimiento
de las fibras de amiloide en la interaccion con modelos de membrana, como la adsorcion e

interrupcion de la misma.
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