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Resumen

a-sinucleina (AS) es una proteina expresada mayormente en cerebro y su funcidn esta asociada a
la dindmica de vesiculas sindpticas en neuronas dopaminérgicas. Su agregacién andmala amiloide esta vin-
culada con numerosas patologias neurodegenerativas como por ejemplo la enfermedad de Parkinson. A
pesar de los grandes avances realizados, aun se desconocen cuales son los mecanismos patogénicos aso-
ciados a estas enfermedades. Los oligdmeros amiloides pre-fibrilares son sefialados como las especies mas
neurotoéxicas. Al respecto, la hipdtesis mayormente aceptada sugiere una ganancia de toxicidad de AS
cuando se encuentra en estado oligomérico. Sin embargo, una pérdida de la funcién de la proteina al auto-
ensamblarse en estos agregados podria también contribuir a la disfuncién celular. En esta tesis se dirigieron
los esfuerzos en estos dos sentidos, por un lado, aportando informacién estructural de las especies oligo-
méricas para comprender las bases moleculares de su toxicidad y por el otro, evaluando el impacto de la
oligomerizacion en las propiedades de unién a membranas lipidicas, claves para la funcidn de la proteina.

Utilizando técnicas espectroscépicas se logré obtener informacién sobre el arreglo supramolecular de una
poblacién de especies oligoméricas de AS. Este ensamble resulté estar formado por agregados estructura-
dos, ricos en estructura hoja-p antiparalela que poseen un patrén bien definido de interacciones intermole-
culares. Se demostrd que esta estructura distintiva también estd presente en especies que se pueblan a lo
largo del proceso de agregacién amiloide, evidenciando ademas que este proceso involucra un marcado re-
arreglo conformacional de la proteina.

A su vez, se midié cuantitativamente la unidn de AS en su estado monomeérico y oligomérico a membranas
de distinta composicidn y curvatura. Se evidencid que la oligomerizacién de la proteina influye marcada-
mente en su interaccion con membranas, cambiando su sensibilidad a curvatura y alterando su afinidad,
llegando en algunos casos a abolir su asociacién completamente.

La informacidn estructural obtenida en este trabajo, junto con el estudio de unién a biomembranas, consti-
tuyen un avance clave para la comprension de la toxicidad y pérdida de la funcién de AS asociada a las pa-
tologias neurodegenerativas.
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Abstract

a-synuclein (AS) is a protein highly expressed in the brain and its function is linked to synaptic ves-
icle dynamics in dopaminergic neurons. Its aberrant amyloid aggregation is associated with several neuro-
degenerative disorders such as Parkinson's disease. Despite the progress that has been made over the
years, the pathogenic mechanisms governing these diseases remain unknown. Prefibrillar amyloid oligo-
meric species are pointed as the more neurotoxic species. In this regard, the prevailing hypothesis indicates
a gain-of-toxicity mechanism when the protein is in its oligomeric state. Nevertheless, a loss-of-function
due to protein self-assembling might also be involved in cellular dysfunction. In this thesis, we directed our
efforts to pave the molecular understanding of these two possibilities. On one hand, providing structural
information on oligomeric species to understand the molecular basis of their toxicity and on the other,
evaluating the impact of AS oligomerization on its membrane lipid binding properties, key elements for
protein function.

By means of spectroscopic techniques we gathered information on the supramolecular arrangement of a
population of oligomeric species. This ensemble was formed by structured, antiparallel 3-sheet rich aggre-
gates with a well-defined pattern of intermolecular contacts. We demonstrated that this distinctive struc-
tural feature is also present at the level of prefibrillar intermediates in the pathway of amyloid formation,
also showing that this process involves a large conformational re-arrangement of the protein.

Simultaneously, we quantitatively measured the binding of AS in its monomeric and oligomeric state to
membranes of different curvature and composition. We showed that protein oligomerization has a deep
impact on its interaction with membranes, changing its curvature sensitivity and modifying its affinity at
such an extent that binding is abolished in some cases.

The structural information attained in this work, together with the membrane binding study, constitute a
key advance for the understanding of toxicity and loss-of-function mechanisms of AS associated to neuro-
degenerative diseases.
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Capitulo 1 Introduccion y objetivos

En este capitulo se expondra el marco tedrico y antecedentes bibliograficos con el fin de orientar
la lectura y propiciar el entendimiento de esta tesis, asi como para comprender por qué este trabajo repre-
senta un avance en el conocimiento sobre oligdmeros amiloides de la proteina a-sinucleina (AS) y su rela-
cion con la enfermedad de Parkinson (EP). Finalmente, se expondran los objetivos generales y especificos
abordados a lo largo de estos afios.

1.1 Plegamiento y agregacion amiloide de proteinas

En la biosintesis de proteinas, la informacién unidimensional codificada en la secuencia nucleotidica del
ADN se transforma secuencialmente en la informacién unidimensional de la secuencia aminoacidica de la
proteina. A medida que la interaccidon entre aminodcidos alejados en la secuencia comienza a entrar en
juego y a tener un rol crucial en el plegado de la proteina, este proceso obviamente se desvia de la infor-
macion lineal de la traduccidn. Sélo algunos aminodcidos son cruciales para el plegamiento proteico. Por lo
tanto, las proteinas con muy baja homologia de secuencia pueden tener estructuras similares y un solo
remplazo aminoacidico puede, en algunos casos extremos, detener por completo el plegamiento correcto
de la proteina. Muchas proteinas tienen estructuras globulares en soluciones acuosas y son funcionales
solamente en este estado. El estado nativo o funcional de estas proteinas es entrépicamente desfavorable
ya que corresponde a un ensamble de conformaciones con significativas restricciones de grados de libertad
si lo comparamos con el estado desplegado. Por lo tanto, la posibilidad de que una dada cadena polipepti-
dica se pliegue en un estado compacto esta determinado por el efecto hidrofébico y por su habilidad de
formar contactos intramoleculares de diferente naturaleza fisica para contrarrestar la disminucién de la
entropia conformacional [1].

Toda la informacién necesaria para que una dada cadena polipeptidica se pliegue en una estructura tercia-
ria nativa estd codificada en su secuencia de aminoacidos [2]. Es decir, que el plegamiento podria ser consi-
derado como una segunda parte del cédigo genético. Si una cadena polipeptidica de 100 aminodacidos de-
biera explorar todas las conformaciones posibles para llegar a su estado nativo de minima energia le lleva-
ria mil millones de afios. Sin embargo, una proteina globular de estas caracteristicas se pliega en la escala
de tiempo de los milisegundos a los segundos. Esta contradiccidn, que es la esencia de la paradoja de Le-
vinthal [3], se resuelve por el hecho que la secuencia aminoacidica no sélo posee la informacidn relaciona-
da a la estructura nativa, sino también de los caminos de esta informacién. De acuerdo con la concepcion
actual, estos caminos pueden ser diversos y estan determinados por el paisaje energético de la proteina
(Figura 1.1A) [4, 5]. Este paisaje describe la energia libre de la cadena polipeptidica en funcidn de sus pro-
piedades conformacionales. La energia libre del estado desplegado de la cadena polipeptidica representa
un gran “plateau rugoso” describiendo el ensamble dindmico de un gran nimero de conformaciones acce-
sibles que la cadena puede muestrear estocdsticamente. Debido a que las interacciones “correctas” (pare-
cidas a las del estado nativo) entre distintos residuos son, en promedio, mas estables que las “incorrectas”
(disimiles a la del estado nativo), este mecanismo de busqueda es en principio capaz de encontrar el ca-
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Capitulo 1 — Introduccién y objetivos

mino para llegar a la estructura de menor energia [4, 5]. Dado que el nimero de conformaciones accesibles
a la cadena polipeptidica se reduce a medida que se acerca al estado nativo, el paisaje energético tiene una
forma coénica irregular y es por esto también llamado embudo de plegamiento (Figura 1.1A).

El estado nativo de una proteina se encuentra en equilibrio con conformaciones parcialmente plegadas
propensas a agregar, incluso en condiciones fisioldgicas. Si bien normalmente el equilibrio se encuentra
desplazado hacia el estado nativo, cambios en la secuencia de la proteina (mutaciones) o en el medio pue-
den afectar este equilibrio favoreciendo las especies parcialmente plegadas. Estas especies, consideradas
mal plegadas debido a que la funcidn fisioldgica de la proteina esta comprometida, son un primer paso para
el auto-ensamblado a través del establecimiento de interacciones intermoleculares. Estas interacciones
guian a la cadena polipeptidica hacia el denominado embudo de agregacidn (Fig. 1.1A), donde a través de
especies oligoméricas y/o protofibrilares pueden formarse fibras amiloides altamente estables [6].

A B
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&r =~ ~ « S \\/ )
N
= '
. <) ) = o =
2 ey 2 R
= | Intermediarios 7 Protofibras = =\, Protofibras
'S IES, 'S
& Estado nativo Oligdmeros i i Oligémeros \
globular Agregados Complejos nativos de IDPs con Agregados
amorfos varios partners T
Fibras amiloides Fibras amiloides
Contactos Contactos Contactos Contactos Contactos
intramoleculares intermoleculares intermoleculares intramoleculares intermoleculares

Figura 1.1 Paisaje energético de plegamiento y agregacion de proteinas globulares (A) e intrinsecamente desordena-
das (B). Imagen adaptada de ref. [6].

Las fibras amiloides cobraron notoriedad debido a que estan involucradas en un gran nimero de enferme-
dades asociadas al plegamiento incorrecto y agregacion de proteinas, colectivamente denominadas ami-
loidosis [7]. Sin embargo, se demostré que proteinas que no estan asociadas a ninguna patologia pueden
formar fibras amiloides in vitro [8]. Ademas, las proteinas precursoras de las fibras amiloides no poseen
similitud de secuencia y son estructuralmente muy distintas entre ellas. Estas evidencias indican que la
habilidad de formar estas fibras es una propiedad inherente de la cadena polipeptidica [7]. La adopcidn
espontdnea de la conformacidon amiloide por un gran nimero de proteinas desafié varios paradigmas del
plegamiento proteico previamente aceptados, incluyendo la asuncion de que el estado nativo de una pro-
teina representa el estado de minima energia y, por lo tanto, la conformacién termodinamicamente mas
favorable. De hecho, actualmente se propone que las fibras amiloides representan el estado termodinami-
co mas estable [9, 10].
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Capitulo 1 — Introduccién y objetivos

1.2 Proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs)

Durante un largo tiempo domind en el mundo cientifico el paradigma de la relacién estructura-funcién de
las proteinas, en el cual una estructura bien definida es la que determina la funcién y es imprescindible
para que la proteina pueda desempaiiarla. Sin embargo, mas recientemente surgieron indicios que las pro-
teinas funcionales podrian ser completamente desordenadas, o contener largos segmentos desordenados.
Actualmente se sabe que estos casos forman parte de una amplia familia de proteinas que son naturalmen-

te flexibles, llamadas proteinas intrinsecamente desordenadas o IDPs (por sus siglas en inglés Intrinsically
Disordered Proteins) [11]. Estas proteinas, a pesar de ser incapaces de formar estructuras ordenadas, son
no obstante nativas ya que poseen importantes funciones bioldgicas. La proteina a-sinucleina, estudiada en

esta tesis, forma parte de esta familia.

La incapacidad de las IDPs de formar estructuras globulares compactas esta relacionada a las peculiaridades
de su secuencia aminoacidica. Generalmente, estas proteinas contienen una baja proporcién de aminoaci-
dos hidrofébicos y promotores de orden como Cys y Asn, una alta proporcién de aminodcidos polares y
cargados y promotores de desorden como Pro y Gly [11]. La variabilidad estructural de las IDPs es muy alta,
pudiendo ser completamente desestructuradas, contener algunos elementos de estructura secundaria, o
tener largos bucles o colas desordenadas. Algunas IDPs se pliegan total o parcialmente cuando interaccio-
nan con otras biomoléculas, las cuales puede ser proteinas, acidos nucleicos, ligandos, biomembranas, etc
[11, 12]. Esto sucede si la energia libre del complejo es mds baja que la energia libre de la IDP y de la otra
biomolécula antes de la interacciéon (Figura 1.1B).

La falta de estructura intrinseca y las transiciones desorden-orden relacionadas a su funcién proveen a las
IPDs de varias ventajas como, por ejemplo, la de establecer interacciones altamente especificas de baja
afinidad, presentar cinéticas de unién rapidas debido a las bajas barreras energéticas, poseer una vasta
area de interaccién y multiples puntos de contactos con la biomolécula con la cual forma un complejo fun-
cional y la de adoptar diferentes estructuras dependiendo del complejo que forme exhibiendo asi una gran
versatilidad.

La predisposiciéon de formar complejos especificos con otras biomoléculas representa las bases moleculares
para la funcién de las IDPs en vias de sefializacidn, reconocimiento molecular y regulacién. De hecho, mu-
chas de las IDPs representan nodos altamente conectados, conocidos como nodos (hubs), en las redes de
interaccion proteina-proteina. Debido a que las IDPs tienen un rol importante en la regulacién y coordina-
cion de diversos procesos bioquimicos dentro de la célula, alteraciones en sus propiedades conformaciona-
les pueden ser patogénicas. En este sentido, analisis bioinformaticos mostraron que un alto porcentaje de
proteinas con diferente grado de desorden estan asociadas a enfermedades como el cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares o, como en el caso de a-sinucleina, con desordenes neurodegenerativos
[13].

Estas proteinas, en contraste con las proteinas globulares que deben desplegarse al menos parcialmente
antes de agregar [6], estdan siempre disponibles para establecer interacciones intermoleculares (Figura
1.1B). Si en lugar de establecer estas interacciones con una biomolécula natural formando complejos fisio-
I6gicamente funcionales lo hace con ella misma formando agregados, esto conducira al embudo de agrega-
cién resultando en un estado patoldgico (Figura 1.1B).
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Capitulo 1 — Introduccién y objetivos

1.3 Mecanismo de agregacion amiloide

La transicion de una proteina desde su estado soluble funcional al estado amiloide es un proceso complejo,
qgue depende de las caracteristicas intrinsecas de la proteina y de las condiciones del medio ambiente. La
cinética de formacion de fibras amiloides sigue un mecanismo general de nucleacién-polimerizacién [7],
donde especies solubles se asocian formando nucleos de agregacion oligoméricos que luego pueden crecer
a través de la adicidn de mondmeros para finalmente formar las fibras. De acuerdo con este mecanismo, el
perfil de crecimiento es caracteristicamente sigmoideo [7], reflejando la mayor facilidad de la adicién de
mondmeros a los agregados existentes comparado con la formacion de novo de nuevos oligémeros. El pro-
ceso se puede dividir a nivel macroscdpico en tres fases (Figura 1.2), una fase de latencia sin cambios apa-
rentes en la solucién, una fase exponencial donde comienzan a observarse las fibras amiloides maduras y
una fase final estacionaria donde el mondmero esta en equilibrio con las fibras maduras [14]. En todas es-
tas etapas, los monémeros y las fibras son las especies dominantes, prevaleciendo los mondmeros durante
la fase de latencia y las fibras durante la fase estacionaria. La concentracién de todos los intermediarios
oligoméricos que se forman es baja durante toda la reaccién, teniendo su pico maximo durante la fase de
latencia.

Fase estacionaria

Fibras amiloides

=
R

Fase de exponencial

Fase de latencia

H=xZ ==

Mondmeros Oligémeros

Figura 1.2 Esquema del modelo de polimerizacion dependiente de nucleacion de la
formacién de fibras amiloides. Imagen adaptada de ref. [17].

A nivel microscépico, este proceso consta de muchas etapas en las cuales el desplegamiento completo o
parcial del precursor nativo es usualmente, pero no siempre, el evento desencadenante [6, 7] generando
especies propensas a agregar. Alternativamente, la agregacion amiloide puede comenzar a partir de pro-
teinas o péptidos intrinsecamente desordenados [6]. A través de una cascada de interacciones proteina-
proteina, estos mondmeros forman un nucleo critico oligomérico durante la fase de nucleacion (Figura 1.2)
en un proceso reminiscente de las etapas tempranas de la cristalizacién [15, 16]. En una etapa mas tardia
luego de la formacidn del nucleo critico, un segundo cambio conformacional causa que la proteina que se
estd agregando adopte en un proceso rapido el plegamiento cross-p caracteristico de las fibras amiloides
[6, 7], en el cual la estructura hoja-p se orienta paralela al eje longitudinal de la fibra. El agregado de pro-
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Capitulo 1 — Introduccién y objetivos

teina monomérica a la ya existente estructura cross-p produce el crecimiento de los protofilamentos en la
fase de elongacién (Figura 1.2). Es interesante destacar que la formacion amiloide puede ser favorecida por
la adicidn de fibras fragmentadas o en algunos casos oligdmeros, que actian como “semillas” sortedndose
la fase de nucleacion.

1.4 «a-sinucleina

1.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas y estructurales

AS es una proteina pequefia de 140 aminodacidos que se expresa abundantemente en el sistema nervioso
[18]. Al igual que mas del 90 % de las proteinas eucariotas se encuentra acetilada en el extremo N°-
terminal [19], aunque hasta el momento no se comprende el efecto fisiolégico de esta modificacion post-
traduccional.

A partir de su composicidén aminoacidica, AS se puede dividir en tres dominios funcionales con propiedades
fisicoquimicas distintivas (Figura 1.3). La regidn N-terminal (Met!-Lys®) esta caracterizada por la presencia
de una secuencia imperfecta conservada de 11 aminoacidos repetida 7 veces y es caracteristica de los do-
minios de unidn a lipidos encontrados en apoliproteinas [20]. La regién central o NAC (Glu®!- Val®®) posee
un segmento de 12 aminodcidos altamente hidrofdbicos ("*"VTGVTAVAQKTV?®?) [21] clave en la formacién de
agregados amiloides y finalmente la regién C-terminal (Lys®>-Ala'*®) que es rica en residuos Pro y aminodci-
dos cargados negativamente, incluyendo 10 Glu y 5 Asp, importante para la interaccién con ligandos catio-
nicos.

N-terminal NAC C-terminal
Uniodn a lipidos Propensa a agregacion Unién a ligandos catidnicos

Al AT el

[l 22 negativos [} aa positivos [ ] Prolinas

Figura 1.3 Representacion esquematica de los dominios funcionales de AS. Se destacan los aminoacidos
cargados y residuos Pro.

Los primeros estudios estructurales de AS realizados in vitro a partir de proteina obtenida en forma recom-
binante indicaron que se trata de una IDP [22]. Posteriormente, se demostrd que el estado nativo de AS en
solucion corresponde a un ensamble de conférmeros desordenados rapidamente interconvertibles, con
estructuras secundarias transitorias [23-26] y una compleja red de interacciones terciarias de largo alcance
gue mantienen a la proteina en un estado de agregacidn auto-inhibido [27, 28]. Mas recientemente, Bartels
y colaboradores sugirieron que AS se encontraria formando un tetramero plegado con estructura helicoidal
en el interior celular [29]. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que AS in vivo existe predomi-
nantemente en un estado desordenado [30-32]. En un estudio reciente empleando resonancia magnética
nuclear en células (in-cell NMR), Theillet y colaboradores demostraron que AS mantiene su naturaleza in-
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trinseca desestructurada y exhibe alta flexibilidad en células de mamiferos, a pesar de estar mas compacta
que en solucién debido a posibles interacciones con algunos componentes intracelulares [33].

Al igual que otras IDPs, AS presenta una gran plasticidad estructural pudiendo adquirir una variedad de
conformaciones dependiendo del entorno o de las interacciones que establezca [13]. Como se describird en
las préximas secciones, la interaccién de AS con membranas juega un importante rol en la fisiopatologia de
esta proteina. Aunque aun incierta, su funcidn estaria mediada por la interaccién de AS con vesiculas sindp-
ticas (SVs) y estudios in vitro mostraron que AS interacciona preferencialmente con vesiculas anidnicas
altamente curvadas similares en tamano a las SVs [20]. La interacciéon de AS con membranas induce la
adopcion de una a-hélice anfipatica en la region N-terminal de la proteina, mientras que el dominio C-
terminal permanece libre y desordenado [20, 23, 34]. Los primeros estudios realizados empleando RMN de
alta resolucidn, utilizando micelas de dodecilsulfato sédico (SDS) como modelo de membrana, indicaron
que AS formaria dos hélices antiparalelas (Val*-Val*’ y Lys*-Thr®?) [35]. Sin embargo, estudios posteriores
empleando vesiculas de ~30 nm de didmetro mostraron que AS forma una a-hélice curvada continua que
se extiende al menos hasta el residuo Ala® [36]. Una representacién esquematica de esta conformacion se
muestra en la Figura 1.4A. Mds recientemente, mediante el uso combinado de RMN en solucidn y en esta-
do sélido para caracterizar las propiedades de AS unida a membranas que modelan la composicién y pro-
piedades fisicas de SVs, Fusco y colaboradores determinaron que los primeros 25 aminodacidos de la protei-
na forman una hélice anfipatica bien definida actuando como anclaje para la unién a la membrana, mien-
tras que el segmento central (residuos Val?®-Lys®’) exhibe flexibilidad estructural pudiendo estructurarse
dependiendo de las propiedades fisicas de la membrana [34].

Vesicula lipidica

[ Ala,Val [ Ser, Gly, Thr l Glu
WLys O0GIn

Figura 1.4 Representacion esquematica de la interaccidon de AS con una vesicula lipidica. A, La hélice anfipatica
de AS (verde) sigue la curvatura de la membrana posicionandose justo por debajo de los grupos polares de los
lipidos. Imagen adaptada de ref. [36]. B, Visualizacion de los residuos 9-30 de AS (PDB 1XQ8), coloreados segun
se indica en la imagen.

La interaccién preferencial de AS con membranas acidicas de alta curvatura [20, 37, 38] parece estar rela-
cionada a las caracteristicas quimicas particulares de su hélice anfipatica [39, 40]. En las hélices anfipaticas
clasicas presentes en proteinas que interaccionan con lipidos, la segregacién de residuos polares y no pola-
res entre las dos caras de la hélice tienden a estar equilibradas. Sin embargo, la hélice anfipatica de AS se
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encuentra desbalanceada ya que su cara apolar es poco desarrollada debido a la abundancia de residuos
hidrofdbicos poco voluminosos como Val y Ala e incluso Thr y su cara hidrofilica posee una distribucion
equitativa de residuos Lys en la interface entre ambas caras formando dos alas y residuos Glu formando
una cresta (Figura 1.4B). Mientras que los residuos basicos le dan a la proteina su especial afinidad por las
membranas anidnicas, el desbalance entre la cara hidrofdbica y la polar le proporciona la sensibilidad a
interfases curvadas menos empaquetadas [39, 40]. Este desbalance entre las caras hidrofébica e hidrofilica
de la hélice anfipatica es una caracteristica comun de proteinas sensoras de curvatura [39].

1.4.2 Funcidén

Como se menciond anteriormente auln se desconoce la funcion exacta de AS. Sin embargo, desde su detec-
cién por primera vez cuando AS se identificé en vesiculas colinérgicas del érgano eléctrico de la raya Torpe-
do Californica, se propuso una posible funcidn sinaptica [41]. Posteriormente, esta idea se vio fortalecida, al
demostrarse que AS se localiza especificamente en los terminales nerviosos de neuronas donde estaria
asociada a SVs de reserva en un sitio distal a la sinapsis [42-44], y se encuentra relativamente poco en el
cuerpo celular, dendritas, o sitios no sinapticos a lo largo del axén [18].

AS no es esencial para el desarrollo neuronal o la formacién de la sinapsis ya que su expresion se detec-
ta luego del desarrollo sindptico [42]. Ademas, ratones que tienen inactivado el gen de AS (knockout
AS) no ven comprometida las funciones cerebrales basicas o la sobrevida sugiriendo que la proteina no
seria un componente esencial para las funciones sinapticas [43, 45]. Sin embargo, se reportaron anor-
malidades en la liberacién de dopamina y una desregulacion en las poblaciones y reciclado de SVs en
respuesta a los niveles de AS [42-44, 46]. En este sentido, se mostré que la sobreexpresion de AS indu-
ce una disminucidn en la liberacién de neurotransmisores ya sea por interferir en la etapa de priming
[44] o por inhibir el reagrupamiento de las SVs durante el reciclado luego de la endocitosis [46]. Por
otro lado, la disminucion de los niveles de AS reduce el nimero de SVs de reserva [42] y enlentece la
reposicion de SVs ancladas en la sinapsis desde el reservorio distal [43].

SVs de reserva
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Figura 1.5 Representacion esquematica de un terminal presindptico donde se
destacan las propiedades funcionales de AS. Imagen adaptada de ref. [61].

21



Capitulo 1 — Introduccién y objetivos

Complementariamente, AS puede regular funciones sinapticas a través de la interaccién con otras pro-
teinas sindpticas. En ausencia de la co-chaperona CSPa (por su nombre en inglés Cysteine-String-Protein-c)
la cual es esencial para el ensamblado de la maquinaria de exocitosis, AS actia como una chaperona neu-
roprotectora para mantener la funcidn de fusién de vesiculas mediadas por proteinas SNAREs (acrénimo
derivado de su nombre en inglés Soluble NSF Attachment Protein Receptor) [47]. Ademas, AS facilita el en-
samblado del complejo SNARE a través de la interaccion directa entre su dominio C-terminal y la regién N-
terminal de synaptobrevina-2, una proteina integral de membrana de las vesiculas secretoras (v-SNARE)
[48]. Esta interaccion, junto a la asociacidn a lipidos anidnicos, promueve el agrupamiento de vesiculas re-
constituidas in vitro [49]. Otros estudios realizados también in vitro sugieren que AS inhibiria la fusion me-
diada por las SNAREs interfiriendo en la aposicidn de las bicapas a través de la interaccion directa con lipi-
dos de membrana [50, 51].

En conjunto, estos antecedentes indican que AS participa de la homeostasis sindptica interviniendo en va-
rios procesos relacionados a la regulacion y trafico de SVs, incluyendo agregacion, priming, fusién y recicla-
do de vesiculas (Figura 1.5).

1.4.3 Disfuncién

Posteriormente a su descubrimiento, AS se identificd en placas seniles presentes en pacientes con la en-
fermedad de Alzheimer. En estas placas, junto con el principal componente de las mismas el péptido B-
amiloide, se encontrd también la regién NAC de AS [52]. Esta fue la primera relacion de AS con una enfer-
medad neurodegenerativa. En 1997, Spillantini y colaboradores mostraron que las fibras amiloides de AS
eran el principal componente de los cuerpos de Lewy, inclusiones intraneuronales que son el sello distintivo
de la EP [53].

La EP es un desorden neurodegenerativo progresivo caracterizado por una severa deficiencia en las funcio-
nes motores que afecta a mas del 2% de la poblacién mayor a 65 afios y cuya incidencia incrementa marca-
damente con la edad. Uno de los primeros eventos patoldgicos en la EP es la degeneracion axonal retré-
gada y el deterioro de la sinapsis de neuronas dopaminérgicas que se localizan en la sustancia nigra pars
compacta y que proyectan a regiones del estriado. En estadios mds avanzados ocurre una significativa pér-
dida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, provocando una reduccion drastica de dopamina
causando la mayoria de las alteraciones motoras [54]. El rol patoldgico de AS en la EP se sustenta por una
variedad de datos genéticos. Por ejemplo, las multiplicaciones del gen que codifica para AS o mutaciones
puntuales (A30P, E46K, H50Q, G51D y A53T), conducen a un desarrollo temprano de la EP familiar [55-60].
Actualmente, AS se asocia a un grupo heterogéneo de desérdenes denominados colectivamente enferme-
dades con cuerpos de Lewy o sinucleinopatias, los cuales se caracterizan por la acumulacidn progresiva de
AS en forma de fibras amiloides y por la degeneracién de los circuitos neocorticales, limbicos y nigroestria-
tales. Ademas de la EP, estas enfermedades comprenden a la EP con demencia, la demencia con cuerpos de
Lewy, la atrofia sistémica multiple, entre otras, afectando en conjunto a mas de 5 millones de personas en
el mundo [61].

Los mecanismos moleculares por los cuales AS contribuye a la neurodegeneracién y la naturaleza de la es-
pecie patogénica son aun objeto de intenso debate. A continuacion, se presentan evidencias sobre la parti-
cipacion de distintos conférmeros estructurales de AS en las patologias neurodegenerativas.
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1.4.4 Agregados amiloides de AS y su relacion con la EP

La contribucién de AS a la EP y a otras sinucleinopatias puede estar relacionada a una pérdida de la funcién
normal de la proteina, a una ganancia de toxicidad, o a una combinacién de ambas, probablemente causa-
das por la agregacién amiloide. Evidencias significativas apuntan a una ganancia en toxicidad como el factor
dominante en la etiologia de estos desordenes.

Diferentes conférmeros, entre los que se encuentran los oligdmeros solubles (0AS), las protofibras y las
fibras, se asociaron a estas enfermedades. Las fibras se detectan principalmente en los cuerpos de Lewy y
una serie de evidencias indican que son citotdxicas [62] y pro-inflamatorias [63, 64]. Sin embargo, algunos
autores postulan que los oligdmeros pre-fibrilares serian las especies mds téxicas y que la formacién de
cuerpos de Lewy seria un mecanismo protector que refleja el intento de las neuronas de convertir estas
especies en fibras, estructuras estables, menos dindmicas y téxicas [61].

Se detectaron niveles incrementados de oAS en regiones degeneradas del cerebro [65-68] y fluido cefalo-
rraquideo de pacientes con EP [69, 70] asi como en modelos animales de la enfermedad [68, 71, 72]. Ade-
mas de las observaciones clinicas, hay evidencias experimentales directas de la toxicidad de estas especies
en diversos modelos celulares y animales. Por ejemplo, los 0AS formados in vitro y aplicados ectépicamente
a cultivos celulares o formados a través de la sobreexpresidon de AS inducen muerte celular [73, 74]. Ade-
mads, se mostré que la expresién de mutantes de AS diseinadas para reducir la propensién de formar fibras e
incrementar la formacion de oligdmeros resulta citotdxico para lineas celulares inmortalizadas, neuronas
primarias de ratén y células dopaminérgicas de C. elegans y Drosophila [75]. Estudios recientes indican que
la conversion de oligémeros a fibras contribuye a la toxicidad y neurodegeneracién, sugiriendo que la tran-
sicion conformacional juega un rol central en determinar el destino celular [76-78].

Los mecanismos neurotdxicos asociados a los 0AS incluyen una variedad de disfunciones celulares tales
como defectos mitocondriales, estrés del reticulo endoplasmatico, deterioro proteosomal, dafio a biome-
mbranas, disfuncién lisosomal, desregulacidon de autofagia y transmisién transcelular de agregados, entre
otros [61, 79, 80].

A raiz del papel protagdnico de estos agregados en la EP, diversos grupos de investigacion dirigieron sus
esfuerzos para obtener informacidén estructural sobre estas especies para comprender la relacidn estructu-
ra-toxicidad y los mecanismos moleculares subyacentes en estas patologias. Sin embargo, determinar las
caracteristicas estructurales de estas especies a nivel molecular representa un desafio que implica superar
una serie de dificultades técnicas relacionadas a la inestabilidad intrinseca, polidispersidad y baja propor-
cion en la que pueden producirse in vitro los oligémeros amiloides y a la insolubilidad y naturaleza polimor-
fica de las fibras. A pesar de estas dificultades se lograron significativos avances, los cuales se resumen bre-
vemente a continuacion.

1.4.5 Caracteristicas estructurales de las fibras amiloides de AS

El nucleo de las fibras se identificé por primera vez mediante la digestidn proteolitica con proteinasa K de
las fibras formadas a partir de AS recombinante, asi como aisladas de cerebros enfermos [81]. El mismo
comprende el segmento ~Gly*'-GIn!%, cubriendo enteramente la regién NAC y parte de los extremos N-y
C-terminal de la proteina. Posteriormente, estudios espectroscdpicos de alta resolucién determinaron que
el corazén cross-p fibrilar abarca la regién comprendida entre los residuos ~Glu**-Lys*, de donde ambos
extremos son excluidos y permanecen desordenados [82].
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La fibra esta formada por protofilamentos alineados y enlazados. El modelo estructural originalmente pro-
puesto para los protofilamentos derivd de experimentos de resonancia paramagnética electrénica y RMN
en estado sélido [82-85]. En este modelo cada mondmero se asemeja a una serpentina-f compuesta de 5
hebras que se ordenan en hojas-f paralelas y en registro a lo largo del eje fibrilar (Figura 1.6A). Segun este
modelo, las posiciones reportadas para las hojas-p en la secuencia de AS son B1: Val¥-Lys*3, B2: Val*’--Thr>°,
B3: GIn®2-Val®®, B4: Gly®8-val”’, B5: Ala*’-Val®>.

Recientemente, se empled difraccion microelectrénica para analizar los cristales de las fibras formadas por
péptidos derivados de AS y proponer un modelo atémico a una resolucién de 1.4 A [86]. La estructura
adoptada por un segmento de la regién NAC revelé la tipica estructura de cremallera estérica de fibras ami-
loides (Figura 1.6B). Su nombre deriva de la interdigitacién de las cadenas laterales de dos hojas- adyacen-
tes en el sentido del eje longitudinal del protofilamento, al igual que los dientes de una cremallera [87]. La
interface entre ambas hebras-p es altamente complementaria, formada por residuos Thr e lle y desprovista
de moléculas de agua. En el corazdn fibrilar, las hojas-B de un mismo mondmero estarian estabilizadas por
interacciones de tipo hetero-cremallera (Figural.6B).

=== | |ave griega

G68 Asy V71

Figura 1.6 Modelos de plegamientos propuestos para fibras de AS obtenidos por NMR de estado sdlido (Ay
C) y de un fragmento de la region NAC determinado mediante microcristalografia (B). Imagen adaptada de
ref. [85, 86, 88].

Mas recientemente, se presentd el primer modelo tridimensional de las fibras de la forma completa de AS
determinado mediante RMN en estado solido [88], en el cual los residuos del corazdn fibrilar (residuos
Glu®-Thr>* y Val®-Lys%) adquieren una topologia tipo llave griega (Figura 1.6C). El corazdn fibrilar estd for-
mado por 5 hojas-B paralelas en registro, que comprenden los siguientes segmentos B1: Leu®*t-val®, B2:
Glu®-val®®, B3: Val’®-Ala’, B4: Thrél-Glu® y B5: lle®-Lys*. Las hebras-B paralelas en registro estdn estabili-
zadas por hetero-cremalleras estéricas, puentes salinos, una escalera de Glu e interacciones hidrofdbicas
(Figura 1.6C). Si bien las posiciones exactas de las hebras-p no coinciden exactamente por las reportadas
anteriormente por el grupo de Riek [85], en ambos polimorfos, el nimero y longitud de las hebras-3 son
similares y la regidon NAC se encuentra en la zona mas interna del corazon fibrilar.
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Las diversas estructuras de las fibras de AS reflejan la naturaleza polimérfica del plegamiento amiloide pu-
diendo conducir a una variedad de fenotipos clinicos. Por ejemplo, se reportd recientemente que dos poli-
morfos de las fibras de AS con distinta morfologia y arquitectura interna exhiben diferentes niveles de neu-
rotoxicidad y capacidad de transmision célula-célula, y por lo tanto, podrian conducir a diferentes grados o
tipos de sinucleopatias [62].

1.4.6 Caracteristicas estructurales de los oligdmeros amiloides de AS

El termino oligémero hace referencia a agregados de AS que no son fibrilares, siendo inespecifico en cuanto
a su composicion molecular. De hecho, las especies prefibrilares con un amplio espectro de pesos molecu-
lares, contenido de estructura secundaria, regiones hidrofdbicas expuestas y morfologias se referencian
como oligdmeros [80]. Por ejemplo, se observaron varias especies oligoméricas de AS in vitro previo a la
formacion de las fibras con morfologia diferente, incluyendo especies esféricas, elongadas, con forma de
cadena o anulares [89, 90]. Estas especies estan en equilibrio con AS monomérica y experimentan even-
tualmente una conversion a fibras [89, 90].

En estos anos, se desarrollaron diversos métodos para generar oligdmeros estables en cantidad suficiente y
en un tiempo reducido para su estudio a nivel molecular [80]. Estos métodos pueden conducir a la genera-
cion de especies estructural y funcionalmente distintas. Por ejemplo, empleando diferentes condiciones de
agregacion se obtuvieron especies oligoméricas que difieren en el numero de monémeros que las confor-
man [91-94], en su habilidad para inducir permeabilidad de membranas celulares o actuar como semillas de
agregacion intracelular [74, 95]. De todas maneras, considerando que la fuerza impulsora para la agrega-
cién es la misma para todas las especies, que la toxicidad asociada a los oligdmeros amiloides parece estar
relacionada a su estructura [96] y que diversos intermediarios pre-fibrilares comparten epitopes estructura-
les [97], se podria esperar que todas estas especies compartan caracteristicas estructurales comunes.

Uno de los métodos mas utilizados, incluido el empleado en nuestro laboratorio, esta basado en la liofiliza-
cion de la proteina [93, 94, 98-101]. Los oAS formados de esta manera son reconocidos por el anticuerpo
especifico para oligdmeros amiloides A1l [93, 100] y contienen importantes cantidades de estructura hoja-
B [98, 100, 102]. En nuestro laboratorio se demostrd que las hojas-p en los 0AS estdn organizadas en un
arreglo antiparalelo en contraposicion a la orientacion paralela que se encuentra en las fibras [100], obser-
vacion que fue posteriormente confirmada por otros grupos [93, 94, 103]. Este ensamble contiene una
poblacion heterogénea de especies, con un tamafio promedio de ~30 mondmeros/oligémero [91, 93, 94] y
son capaces de asociarse con bicapas lipidicas e inducir permeabilizacion de membranas [93, 94, 98, 102].
Subramanian y colaboradores propusieron que el nucleo oligomérico abarca la region comprendida entre
los residuos Phe*-Ala® [104]. En dicha regidn, segmentos discretos Phe*-Ala'’, Tyr3®-Thr>* y Val’®-Ala® exhi-
ben estructuras estables unidas por puentes hidrégenos o estructuras protegidas del solvente [105], mien-
tras que el resto de la proteina se encontraria esencialmente desestructurada [94, 103, 104]. En conjunto,
estas evidencias indican que el corazdn con estructura hoja-p de estos oligémeros pareciera involucrar re-
siduos similares a aquellos del corazon fibrilar, aunque difieren en el arreglo de sus hojas-f [93, 100].

Recientemente, se propuso un modelo tridimensional para una subpoblacién de los 0AS basado en la re-
construccion de imagenes obtenidas mediante microscopia electrdnica criogénica [93]. Este modelo reveld
una arquitectura cilindrica con una cavidad central, similar a las observada previamente mediante micros-
copia electrénica [89], la cual podria alojar sustratos como metales, acidos grasos y otras moléculas peque-
fias.
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Es relevante sefalar que estos ensambles oligoméricos producidos por estos métodos resultan tdxicos para
células neuronales, por ejemplo por la generacion de especies reactivas del oxigeno [106] o la disrupcidn de
la membrana celular [95].

1.5 Objetivos del trabajo de tesis

Los antecedentes resumidos anteriormente realzan el rol crucial de los 0AS en la patogénesis de la EP, evi-
denciando a su vez la escasa informacidn estructural que se tiene de estas especies y la ausencia de un
claro entendimiento respecto a los mecanismos moleculares que las asocian a la patologia.

En este marco, el objetivo general de este trabajo de tesis es contribuir a la comprensién de la relacion
estructura-toxicidad de los oligédmeros amiloides de AS. Para poder alcanzar nuestro objetivo general se
delinearon los siguientes objetivos especificos:

I.  Obtener informacion a nivel molecular sobre la organizacidn supramolecular de los 0AS.
Il. Determinar si los intermediarios formados durante el proceso de agregacion amiloide de AS poseen
la caracteristica estructural distintiva de los 0AS.
Il Evaluar el impacto de la oligomerizacién de AS en sus propiedades de asociacién a membrana, con
especial interés en su sensibilidad a curvatura.
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Capitulo 2 Materiales y métodos

En este capitulo se presentan los materiales, principales detalles técnicos y los diferentes proce-
dimientos experimentales empleados a lo largo de esta tesis. Los mismos serdn posteriormente referencia-
dos en el andlisis de los resultados obtenidos descriptos en los préoximos capitulos. En primer lugar, se
enumeraran los principales reactivos quimicos y materiales bioldgicos utilizados. Luego, se describiran los
protocolos empleados para la expresion y purificacién de las proteinas y finalmente las diferentes técnicas
de exploracion y caracterizacién empleadas.

2.1 Reactivos quimicos y materiales biolégicos

2.1.1 Sondas Fluorescentes

En este trabajo de tesis se utilizaron las moléculas fluorescentes 6-acriloil-2-dimetilaminonaftaleno (acrilo-
dan), Alexa Fluor 488-maleimido (Alexa488), acido-8-anilinonaftaleno-1-sulfénico (1,8-ANS) de la firma
Invitrogen- EE. UU. y N-(1-pireno)-maleimida (pireno), 5(6)-carboxifluoresceina (CF), fluoresceina sddica
(Fluoresceina) y Tioflavina T (TioT) de la empresa Sigma Aldrich-EE. UU., por sus distintas propiedades que
se describiran en los siguientes capitulos.

2.1.2 Lipidos

Los lipidos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina
(POPS), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
(POPG), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) y colesterol (Col), los cuales se obtuvie-
ron comercialmente de la empresa Avanti Polar Lipids- EE. UU.

2.1.3 Medios de cultivo, cepas y plasmidos

Para la sobreexpresion de las distintas variantes proteicas se emplearon los siguientes medios de cultivo,
cepas y plasmidos:

- Medio de cultivo rico Luria-Bertani (LB): Contiene peptona de caseina (1 % p/v), extracto de levadu-
ra (0,5 % p/v), NaCl (0,5 % p/v). En su version sélida este medio incluye agar-agar (1 % p/v).

- Medio de cultivo Super Optimo con represién por Catabolitos (SOC, por sus siglas en inglés Super
Optimal broth with Catabolite repression): Extracto de lavadura (0,5 % p/v), triptona (2 % p/v), 10
mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQg,, 20 mM Glucosa.

- Escherichia coli BL21 (D3): La cepa quimicamente competente BL21 contiene el gen de la ARN poli-
merasa del fago T7 con un promotor inducible por isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) para
utilizar con cualquier plasmido de expresidon que contenga el promotor T7. Se conservan a una
temperatura de -70 °C.
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- Plasmido pT7-7 AS: Este vector de expresion, de alto nimero de copias en E. coli, contiene la se-
cuencia que codifica para la proteina de interés bajo el control del promotor fuerte del fago T7.
Ademas, posee el gen de resistencia a ampicilina amp” como marcador de seleccién de transfor-
mantes en E. coli. Los plasmidos conteniendo las secuencias codificantes para las variantes Unicas
de Cys se obtuvieron comercialmente de la empresa GenScript- EE. UU. a partir de dicho plasmido.
En todos los casos se modificd el codén 136 TAC por el coddn TAT para prevenir la incorporacion
erronea de residuos Cys durante la sobreexpresién en bacterias [107]. La secuencia correcta de los
genes se verificé mediante el servicio de secuenciacion de la Universidad de Chicago- EE. UU.

- Plasmido pNatB: plasmido pACYCduet-naa20+-naa25+, que permite la co-expresion de las subuni-
dades cataliticas (Naa20) y regulatoria (Naa25) del complejo NatB de levadura y posee el gen de re-
sistencia a cloranfenicol clf "como marcador de seleccién de transformantes en E. coli. Dicho plas-
mido fue donado por el Profesor Daniel Mulvihill de la Universidad de Kent, Reino Unido.

2.2 Protocolos de sintesis y preparacion de material biolégico

2.2.1 Transformacién de E. coli BL21(D3)

Se adicionaron 2 pL (concentracion de 0,1 pg/ulL) de plasmido conteniendo el gen que codifica para la pro-
teina de interés a 100 plL de bacterias competentes BL21 (D3) y se incubd durante 30 min en hielo. Para la
obtencién de la proteina AS-Ac, las bacterias se co-transformaron adicionado en forma simultanea los
plasmidos PT7-7 y pNatB (0,1 pg/uL) que codifican para AS y la acetiltransferasa NatB, respectivamente.
Posteriormente, se aplicé un shock térmico para incrementar temporariamente la permeabilidad de la
membrana bacteriana, incubando la suspension a 42 °C durante 90 s, seguido de 2 min de incubacién en
hielo. Las células se recuperaron en 1 mL de medio LB o SOC sin antibiético a 37 °C con agitacion durante 45
min. Posteriormente se centrifugd durante 2 min a 5000 x g, se descartaron 900 pL de sobrenadante y se
resuspendieron las bacterias en los 100 uL restantes para ser sembrados en placas de Petri conteniendo
medio sélido LB suplementado con ampicilina 100 pg/mL o ampicilina/cloranfenicol 100 pg/mLy 25 pg/mL,
respectivamente, en el caso de la co-transformante y se incubaron durante 12 h en estufa de cultivo a 37°C.

2.2.2 Expresiony purificacion de las proteinas

Se utilizdé un protocolo de expresion y purificacion similar para la produccién de AS monomérica salvaje
(mAS-WT), la isoforma acetilada (mAS-Ac) y las diferentes variantes Unicas de Cys. La cepa de E. coli BL21
transformada con el plasmido de interés se inoculé en 50 mL de medio liquido LB suplementado con los
antibidticos correspondientes y se dejo crecer hasta saturacién durante toda la noche a 37 °C. Este cultivo
saturado se utilizd para inocular un cultivo de 1 L de LB también suplementado con los antibidticos adecua-
dos para cada expresion y se incubd a 37 °C con agitacion orbital constante hasta alcanzar una densidad
dptica DO®°= 0,6-0,8, cuando se indujo la expresién de las proteinas con la adicién de IPTG a concentracién
final de 0,5 mM IPTG. Luego de 4 h de incubacidn, las células se cosecharon por centrifugacién a 4000 x g
durante 15 min y el precipitado de bacterias se resuspendié en buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y se procedié a lisar las bacterias mediante 5 ciclos de
frio/calor mediante inmersion en N, liquido y en bafio termostatico a 70 °C, y posterior exposicion a ultra-
sonidos (Homogeneizador ultrasénico Cole Parmer). El extracto obtenido se hirvié durante 30 min y se cen-
trifugd a 13000 x g durante 20 min para precipitar proteinas termosensibles y otros componentes celulares.
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Al sobrenadante recuperado se le adiciond sulfato de estreptomicina (10 mg/mL), se incubd con agitacidn
orbital constante durante 15 min a 4 °C y se centrifugd como en el paso previo a fin de precipitar el ADN
gendmico. Posteriormente se adiciond al sobrenadante (NH4),S04 (360 mg/mL), se incubd con agitacién
orbital constante durante 15 min a 4 °Cy se centrifugd para precipitar las proteinas presentes entre las que
se encuentra la proteina de interés. El precipitado se resuspendié en buffer Tris-HCl 25 mM, pH 7,5 y se
sometid a una etapa de cromatografia de intercambio aniénico empleando una columna POROS HQ (Ap-
plied Biosystems) acoplada a un equipo FPLC Akta purifier (GE Healthcare Life Sciences). Debido al caracter
aniénico de AS y sus variantes, las proteinas fueron retenidas en la columna y su elucidn se obtuvo median-
te la aplicacién de un gradiente salino lineal de NaCl en el rango de 0 a 600 mM con el buffer Tris-HCI 25
mM, pH 7,5, 1,5 M NaCl, donde AS se disocia a una concentracidon de NaCl 300 mM. Este paso de purifica-
cion se realizd para separar la proteina de interés de otras proteinas y ADN remanentes de los pasos ante-
riores. Finalmente, las muestras se dializaron durante 12 h en agua Milli-Q o el buffer deseado dependien-
do del tipo de experimento. La pureza de la proteina se verific6 mediante electroforesis en geles de acrila-
mida. En los buffers empleados para la purificacidon y guardado de las variantes conteniendo Cys, se adicio-
né 5 mM de ditiotreitol (DTT) para evitar la formacion de puentes disulfuro. La concentracion de las protei-
nas se determind mediante espectroscopia UV-visible utilizando un coeficiente de absortividad molar de
€2°= 5600 M*cm™.

2.2.3 Marcacion de proteinas y péptidos con sondas fluorescentes

Las variantes proteicas que poseen un Unico residuo Cys se marcaron con sondas reactivas a tioles, acrilo-
dan, pireno o Alexa488 dependiendo del experimento, utilizandose un procedimiento similar en cada caso.
Primeramente, se removido el DTT empleando una columna de desalado PD-10 Sephadex G-25 (GE
Healthcare Life Sciences). En el caso de la marcacidn con pireno o acrilodan se utilizé como buffer de elu-
cién NaH,PO,/ Na,HPO4 25 mM pH 6,5, mientras que para Alexa488 se utiliz6 HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl
150 mM. La sonda N-(1-pireno)-maleimida puede estar sujeta a amindlisis a un pH de 7,5, especialmente en
la presencia de aminas libres, por este motivo se mantuvo un pH de trabajo < 6,5 [108]. Las fracciones que
contenian la proteina se identificaron mediante fluorescencia de Tyr. Posteriormente la sonda correspon-
diente disuelta en el solvente organico CH3;SOCHs (DMSO), se adiciond en una proporcion de 4 veces res-
pecto de la concentracion de la proteina en el caso de acrilodan y pireno y de 2 veces en el de Alexa488. La
concentracion final de DMSO en cada una de las mezclas fue menor al 1 %. Las soluciones se incubaron
durante 12 h a 4 °C en oscuridad y las reacciones se detuvieron con la adiciéon de DTT 10 mM. Las proteinas
marcadas se purificaron utilizando nuevamente una columna de desalado PD-10 Sephadex G-25 empleando
los buffers de elucidn correspondientes y las fracciones conteniendo proteina se identificaron mediante la
deteccion de la fluorescencia de las sondas conjugadas. Las fracciones colectadas se centrifugaron a 14000
x g durante 20 min a 4 °C para remover posibles precipitados y los sobrenadantes recuperados se concen-
traron mediante filtracion utilizando un filtro Amicon Ultra-4 10KDa (Millipore) que retiene moléculas de
masas moleculares mayores a 10 KDa. Posteriormente, la proteina marcada se incubd en presencia de clo-
ruro de guanidinio (GdmCl) 0,1 M durante 12 h a 4 °C para disociar la sonda que pudiera estar unida ines-
pecificamente y se dializé en el buffer determinado para cada experimento. Debido al solapamiento espec-
tral de las bandas de absorcion de las sondas fluorescentes con la de la proteina a 275 nm, se utilizé el mé-
todo de Lowry [109] para la cuantificacién del contenido proteico empleando soluciones de mAS-WT de
concentracién conocida determinada mediante espectroscopia UV-visible para la construccién de la curva
de calibracién. Las concentraciones de las sondas se determinaron mediante absorbancia empleando los
coeficientes de absortividad molar €372= 16400 M™tcm™ [110], €34 = 36000 M cm™ [108] y £€*°= 72000 M
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cm™ [111], para acrilodan, pireno y Alexa488, respectivamente. A partir de ambas valoraciones se determi-
naron las eficiencias de marcado, las cuales fueron tipicamente de entre 70-85 % en el caso de acrilodan y
pireno y 295 % en el caso de Alexa488. Las distintas especies monoméricas marcadas se designardan como
mAS-acri, mAS-pir y mAS-A488 indicando la conjugacion con la sonda acrilodan, pireno o Alexa488, respec-
tivamente.

Para la marcacion del tripéptido glutation (GSH), se incubd una solucidon de GSH 100 uM en presencia de la
sonda a una relacidon de GSH/sonda 100:1, en oscuridad durante 12 h a 4 °C en buffer NaH,PO4/ Na;HPO,
25 mM, pH 6,5. La solucién se centrifugd a 14000 x g para remover posibles particulados vy se liofilizd para
su disolucién en los distintos solventes.

2.2.4 Preparacion de especies agregadas

Las soluciones de la proteina se filtraron empleando un filtro de Amicon Ultra-4 mL de 100 KDa de corte
(Millipore) a fin de eliminar posibles agregados. La produccién de los 0AS se llevé a cabo mediante un pro-
tocolo basado en la liofilizacién de las soluciones concentradas de la proteina monomérica [80], el cual
promueve la formacidn de estas especies por un efecto que puede ser atribuido a un aumento del acceso
de moléculas de proteinas a las interfases solvente/aire y de la interaccién intermolecular durante el proce-
so de vitrificacién. Se utilizaron entre 0,4 y 2,5 mL de soluciones acuosas de la proteina monomérica 300
UM, dependiendo del experimento y la cantidad de oligdmeros necesarios. Para la generacion de los oligé-
meros marcados, se prepararon las soluciones mezclando cantidades adecuadas de mAS-WT y mAS marca-
da con los distintos fluoréforos de manera de obtener distintas proporciones de la proteina marcada inicial
dependiendo del experimento: 5 % en el caso de mAS-acri o mAS-pir para los ensayos de polaridad, entre 5
y 40 % de mAS-pir para los experimentos de proximidad intermolecular y 14 % de mAS-A488 para las de-
terminaciones de espectroscopia de correlacion de fluorescencia. Para los experimentos de proximidades
intermoleculares, que se basan en la determinacién de los excimeros de pireno (Capitulo 3), se incluyd un
paso adicional de pre-incubacién de mAS-pir en presencia de 0,1 M GdmCl a -20 °C a fin de disociar cual-
quier agregado proteico (dimeros u otros oligdmeros n-mer de bajo peso molecular) que pudiera estar pre-
sente en la solucidn de almacenado, pudiendo resultar en interpretaciones erréneas. El buffer conteniendo
GdmCl se intercambid por agua Milli-Q mediante lavados sucesivos empleando filtros Amicon Ultra-0,5 mL
de 10 KDa de corte (Millipore) antes de proseguir con el protocolo de oligomerizacion.

Las muestras se liofilizaron y luego se resuspendieron en el buffer respectivo para cada experimento: Tris-
HCl 25 mM pH 7,5 para oAS salvajes (0AS-WT), NaH,PO./ Na;HPO4 25 mM pH 6,5 para oAS marcados con
acrilodan y pireno (oAS-acri y 0AS-pir, respectivamente) y HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM para oAS
marcados con Alexa488 (0AS-A488). Posteriormente, las soluciones se centrifugaron a 20000 x g durante
30 min a 4 °C para remover agregados amorfos o fibras. Los oligdmeros se purificaron mediante lavados
sucesivos con el buffer correspondiente, empleando filtros Amicon Ultra-0,5 mL de 100 kDa de corte (Milli-
pore) a 4 °C, para disminuir la tendencia de la formacidn de fibras, que en el caso de la proteina marcada
puede estar aumentada debido a interacciones aromaticas entre las sondas fluorescentes [112]. Los pasos
de lavado se continuaron hasta que la sefial de fluorescencia de Tyr para oligdmeros no marcados o de la
sonda fluorescente para aquellos marcados detectada en el eluyente, fuera despreciable comparada con la
intensidad medida en la solucidn retenida por el filtro. La remocidn de la proteina monomérica se confirmo
mediante geles nativos en gradiente mientras que la ausencia de fibras amiloides se verific6 mediante la
fluorescencia de la sonda TioT. En caso de que resultara necesario, se realizd un paso adicional de ultracen-
trifugacion a 50000 x g durante 30 min para remover posibles agregados TioT positivos. Con este procedi-
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miento, se obtuvieron entre 50 a 150 pL de soluciones de oligdmeros de entre 100 a 150 uM, los cuales se
mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

Las fibras amiloides se obtuvieron incubando una solucién de mAS-WT 300 uM a 70 °C bajo agitacién orbi-
tal constante de 800 rpm durante 12 h, condicidn que acelera la formacién de las mismas [113]. Luego se
procedid a su purificacidn, realizando ciclos de centrifugacién a 14000 x g durante 30 min a 4 °C y lavado
con buffer Tris-HCI 25 mM pH 7,5. La concentracion de las fibras se determind en unidades monoméricas
mediante la lectura de la absorbancia de las alicuotas incubadas en GdmCI 6 M a 25 °C durante 24 h.

2.2.5 Preparacién de vesiculas unilamelares

Los lipidos se disolvieron a una concentracién final de 10-20 mg/mL en cloroformo/metanol (2:1 v/v) y se
conservaron a -20 °C. Las alicuotas de los lipidos puros, o de las mezclas correspondientes, se secaron bajo
flujo constante de N, y se deshidrataron por medio del vacio en un desecador durante 12 h. La pelicula
lipidica resultante se rehidraté durante 1 h en el buffer apropiado para cada experimento. Para la prepara-
cion de las vesiculas unilamelares grandes (LUVs, por sus siglas en inglés Large Unilamellar Vesicles), las
soluciones acuosas de lipidos se agitaron durante 5 min y luego se extruyeron 20-25 veces a través de
membranas de policarbonato de 100 nm de didmetro de poro a 25 °C.

Para la preparacién de las vesiculas unilamelares pequefias (SUVs, por sus siglas en inglés Small Unilamellar
Vesicles), los lipidos rehidratados se sometieron a 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento sumergién-
dolos en N; liquido y posteriormente en bafio termostatico a una temperatura mayor a la de transicién de
los lipidos. La solucidn se expuso 3 veces a ultrasonido durante 5 min en un homogeneizador ultrasénico
(Cole Parmer) a un ciclo de trabajo de 50 %. Las SUVs se centrifugaron a 14000 x g durante 30 min para
sedimentar particulas grandes.

La cuantificacion del lipido total se realizé mediante la determinacién de fésforo inorganico utilizando el
método colorimétrico de Fiske-Subbarow [114] que se basa en una primera etapa de conversién de la ma-
teria orgdnica a inorganica para la posterior determinacion de fésforo con una reaccién colorimétrica. En el
caso de la mezcla que contenia un 25 % de colesterol, se calculd la concentracidn lipidica total adicionando-
le un 25 % a la concentracion determinada mediante cuantificacion de fosforo. El tamafio de las vesiculas
obtenidas se determind mediante dispersion dindmica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés Dynamic Light
Scattering) en un equipo Nicomp 380 (Particle Sizing Systems) empleando una distribucién Gaussiana pon-
derada por volumen.

2.2.6 Purificacion vesiculas sinapticas

La purificacion de las SVs se realizo siguiendo el protocolo optimizado descripto por Ahmed y colaboradores
[115]. Brevemente, se obtuvieron los cerebros de dos ratones jovenes (6-8 semanas) y se homogenizaron
en buffer HEPES 4 mM pH 7,4, sacarosa 320 mM a 4 °C suplementado con inhibidor de proteasas. Se centri-
fugd el homogeneizado a 1000 x g durante 10 min para remover los grandes fragmentos celulares y los
nucleos. El sobrenadante se centrifugd a 15000 x g para separar sinaptosomas de SVs en solucidn. Este
sobrenadante se almacend en frio hasta su posterior uso (S1). El precipitado se expuso a una soluciéon hipo-
tonica para liberar las SVs de los sinaptosomas, se centrifugd a 17000 x g durante 15 min para remover
grandes particulas membranosas y se recuperé el sobrenadante (S2). Se combinaron los sobrenadantes
recuperados (S1y S2), los cuales se centrifugaron a 48000 x g durante 25 min. Se depositaron 5 mL del so-
brenadante sobre un colchén de 5 mL de una solucién de sacarosa 0,7 M (por duplicado) y se ultracentrifu-
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gd a 133000 x g durante 1 h a 4 °C para separar las SVs de complejos macromoleculares como ribosomas y
proteosomas. Luego se fracciond en alicuotas de 500 uL y se colectaron aquellas enriquecidas en SVs (gene-
ralmente las fracciones 12- 20). Posteriormente, se realizé una Ultima ultracentrifugacién a 300000 x g du-
rante 2 h a 4 °C recuperandose las SVs en el precipitado. Para la disociacién de las proteinas periféricas se
incubd la suspensién de SVs en una solucién de Na,CO; pH 12 a 4 °C durante 30 min y se realizaron sucesi-
vos lavados con buffer Tris-HCI 100 mM pH 7,6, 100 mM KCl empleando un filtro Amicon Ultra-0,5 mL de
100 KDa de corte (Millipore). La presencia de SVs se constaté mediante dot blot con un anticuerpo anti-
sinaptofisina, proteina integral de membrana de estas vesiculas. Con este procedimiento se logré una pre-
paracién de SVs de ~35 nm (>95 %) determinado mediante DLS. La cuantificacion de los fosfolipidos totales
se realizd mediante la técnica de Fiske-Subbarow [114].

2.3 Técnicas y ensayos de exploracion/caracterizacion

2.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Los geles se prepararon utilizando un equipo para minigeles (Mini Protean Il Dual Slab Cell Electrophoresis
System, Bio Rad Laboratories). Cada gel se armo con dos estratos de composiciones distintas, la region con-
centradora que contenia acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 4 %, tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1 %, Per-
sulfato de amonio (PSA) 0,07 %, Tris-HCl 125 mM pH 6,8, 0,1 % de SDS y la regién separadora con acrilami-
da/bis-acrilamida (29:1) 15 %, TEMED 0,1 %, APS 0,09 %, Tris-HCI 125 mM pH 8,8, 0,1 % de SDS. Las mues-
tras se calentaron a 100 °C durante 5 min en el buffer de siembra Tris-HCI| 62,5 mM pH 6,8, glicerol 0,1 %
v/v, 0,1 % v/v de SDS y 2 % v/v de B-mercaptoetanol y azul de bromofenol 0,01 % p/v. El buffer de corrida
consistid en Tris-HCl 2,5 mM Glicina 0,2 M pH 8,3, 0,1 % de SDS. La electroforesis se desarrollé a tempera-
tura ambiente y a una diferencia de potencial eléctrico de 150 V. Al final de la corrida, los geles se tifieron
durante 1 h en la solucién de fijado consistente en metanol 40 % y acido acético 10 %, conteniendo azul de
coomassie 0,1 %. El destefiido se realizd con sucesivos lavados con la solucién de fijado.

2.3.2 Electroforesis en geles en gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas

Los geles nativos de poliacrilamida se prepararon empleando un gradiente lineal de acrilamida/bis-
acrilamida (29:1) de 4 a 15 % sin uso adicional de SDS. El buffer de siembra se prepard de manera similar al
empleado en SDS-PAGE, sin el agregado de SDS ni de [-mercaptoetanol. Se utilizé el marcador de masa
molecular comercial HMW Native Marker (GE Healthcare Life Sciences) como patrén de referencia. Las
corridas electroforéticas se realizaron en condiciones no-desnaturalizantes (sin SDS) aplicando una diferen-
cia de potencial eléctrico constante de 60 V durante ~4 h en frio. Los geles se tifieron con AgNO; como se
detalla brevemente a continuacion. Se fijaron los geles durante 1 h en solucién de fijado (metanol 50 %:
acido acético 12 %) con formaldehido 0,2 % y se lavaron tres veces durante 20 min con metanol 50 %. Pos-
teriormente se pretrataron con Na,S;03 0,02 % e incubaron durante otros 20 min en una solucién de AgNO3;
0,2 % y formaldehido 0,03 %. El revelado se realizé con una solucidon de Na,CO; 6 %, formaldehido 0,02 % vy
Na»S,05 0,4 %. La reaccién se detuvo con la solucidon de fijado.

2.3.3 Dot Blot

Las muestras se depositaron en forma de punto sobre una membrana de nitrocelulosa y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego se sumergié la membrana en una solucién de leche en
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polvo sin grasa 10 % (p/v) en 0,01 % TBST (10 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 0,01 % Tween 20) por 1 hy
se enjuagd con 0,01% TBST. Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo que reconoce la
proteina sinaptofisina de ratén (anti-Sf) durante 3 h a 25 °C (1:1000). Luego de lavar la membrana 3 veces
con 0,01% TBST, se ensayd con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a la molécula fluores-
cente IRDye800CW (1:15000). Finalmente, tras otra etapa de lavado con 0,01% TBST (3 veces) la sefial fluo-
rescente fue visualizada utilizando un equipo de escaneo infrarrojo Odyssey (Li-Cor Biosciences).

2.3.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los distintos estados de agregacidon de las proteinas se observaron en un microscopio electrénico de
transmisidon JEM-1200 Ex (Jeol) equipado con una cdmara GATAN modelo 785, disponible en el INTA-IFFIVE
de la ciudad de Cérdoba. Para ello, alicuotas de 5 uL se adsorbieron en grillas de carbdn recubiertas con
Formvar (malla de 200), se lavaron con agua Milli-Q y se tifieron con acetato de uranilo 1 % p/v.

2.3.5 Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

Para las determinaciones de los volimenes hidrodindmicos de mAS o mAS-Ac, se empled una columna
cromatografica de exclusion por tamafio Superdex 200 10/300 (GE Healthcare Life Sciences) acoplada a un
sistema FPLC AKTA (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con buffer Tris-HCl 25 mM, pH 7,5. Las protei-
nas se eluyeron a una velocidad de flujo de 0,5 mL/min empleando buffer Tris-HCl 25 mM, pH 7,5 como
fase movil. Se utilizdé albumina sérica bovina (Sigma) a una concentracidon de 8 mg/mL como patrén de refe-
rencia.

2.3.6 Espectroscopia de masa de tiempo de vuelo con ionizacién por electrospray (ESI-TOF-
MS)

Se inyectaron en un espectrometro de masa ESI-Qq-TOF micrOQTOF-II (Bruker) soluciones de la proteina
monomeérica 100 uM suplementadas con acido férmico 0,1% a una velocidad de inyeccién de 10 pL/min.
Los espectros se tomaron en un rango masa/carga (m/z) de 250 a 2250 m/z en el modo de iones positivos,
utilizando un voltaje capilar de -5000 V y una compensacion de la placa final de -500 V. Se utilizé una pre-
sion de nebulizacion de 3,0 bar y como gas de secado un flujo de N> de 7,0 L/m a 180 °C. La calibracién de
las masas se logrd inyectando una solucion de formiato de sodio 40 mM vy seleccionando las mejores 8 se-
fales de acuerdo con el algoritmo de ajuste The High Precision Calibration (HPC). Una inyeccion extra de
calibrarte se realizé después de ensayar cada proteina para incrementar la precisidn. Para el procesamiento
de los datos se utilizd el programa de andlisis de espectros de masa The Software Data Analysis (Bruker). El
total de los cromatogramas de iones se promediaron con una ventana de 2 min. Al espectro promediado se
le restd la linea de base, se suavizo para obtener una resolucién mas alta de datos m/z y el estado de carga
y finalmente se deconvoluciond por la carga. Alternativamente, la deconvolucién de los datos se llevd a
cabo utilizando el algoritmo The Maximum Entropy Algorithm para obtener espectros de masa neutros. En
los dos enfoques, se utilizd una restriccién de masa tedrica de entre 13000 y 15000 Dalton, considerando
en el analisis la formacién de aductos de sodio.

2.3.7 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier por reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR)

Los espectros infrarrojos de AS en sus diferentes estados de agregacion se registraron en un espectrometro
infrarrojo (Nicolet Nexus) y aquellos obtenidos durante los ensayos de agregacion (ver a continuacion) se
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realizaron en un espectrémetro infrarrojo Equinox 55 (Bruker Optics). En ambos casos, las determinaciones
se realizaron en el modo de reflectancia total atenuada (ATR) empleando un accesorio de reflexién Unica
sobre cristal de diamante (Golden Gate, Specac). Los equipos se purgaron con aire seco para reducir las
distorsiones del vapor de agua en los espectros. Alicuotas de muestras de ~5 L se dializaron en agua Mili-Q
durante 30 min para reducir la concentracion de buffer/sal que distorsionan el perfil infrarrojo de la protei-
na. Las muestras se depositaron en el cristal, se secaron con un flujo constante de N, y se rehidrataron utili-
zando N; saturado con D,0 para obtener los espectros de la proteina deuterada. Para cada determinacion
se promediaron 256 espectros registrados a 21 °C, utilizando una resoluciéon nominal de 2 cm™. El procesa-
miento y andlisis de los espectros se realizé utilizando el programa Kinetics, desarrollado en el grupo del Dr.
Erik Goormaghtigh del Centro de Biologia Estructural y Bioinformatica, Universidad Libre de Bruselas, Bélgi-
ca. Primero se realizd la sustraccidn de la contribucion del vapor de agua y de las cadenas laterales de los
aminodcidos de la proteina, se corrigid la linea de base y se normalizé el drea en la region amida I’ com-
prendida entre 1600 y 1700 cm™. La identificacién de las bandas superpuestas, es decir, el nimero de picos
gue componen la banda amida I’, se realizd6 mediante el andlisis de autodeconvolucion por trasformada de
Fourier (FSD) y segunda derivada (SD). La FSD del espectro infrarrojo se realizé antes de la sustraccion de la
linea de base empleando una funcién Lorentziana con una anchura a media altura (FWHM, por sus siglas en
inglés Full Width at Half Maximum) de 30 cm™ y apodizacidn con una funcién Gaussiana (FWHM= 16,7 cm™)
dando como resultado un factor de aumento de resolucién de linea K= 1,8. La posicion y el nimero de los
componentes detectados se utilizaron como parametros iniciales para el ajuste iterativo por minimos cua-
drados del espectro infrarrojo original (K= 1), empleando bandas con forma Gaussiana-Lorentziana. Una
banda adicional en el extremo de la regidn amida I’ de bajo nimero de onda se introdujo para mejorar el
ajuste. La posicién y el valor FWHM de cada componente individual se restringieron a rangos fisicamente
plausibles esperados para cada tipo de estructura secundaria segin datos experimentales reportados en la
literatura [116-120]. Las restricciones de posicion asignadas fueron: de 1696-1686 cm™ y 1628-1620 cm
para los componentes de alto y bajo nimero de onda de hojas-B, respectivamente, 1660-1640 cm™ para
estructura a-hélice/desordenada y 1680-1668 cm™ para giros. Los valores iniciales de FWHM en cm™ fue-
ron de 9 (variando entre 8 y 11) para el componente de alto nimero de onda de hojas-, 17 (variando entre
14 y 19) para el componente de bajo nimero de onda de hojas-B, 43 (variando entre 30 y 56) para a-
hélice/desordenada y 20 (variando de 5 a 30) para giros.

2.3.8 Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emisidn de fluorescencia se adquirieron con un espectrofluorimetro Cary Eclipse (Agilent
Technologies) equipado con un soporte multi-cubetas termostatizado, excepto para las determinaciones de
la cinética de agregacion donde se utilizéd un espectrofluorimetro LS55 (PerkinElmer Instruments). Se pro-
mediaron 10 espectros registrados a 25 °C. Las longitudes de onda de excitacidn (Ae), ancho de bandas y
paso optico de las cubetas utilizadas se indican en la Tabla 2.1.

En los ensayos realizados con el 1,8-ANS, los espectros de emisidn se obtuvieron luego de incubar una solu-
cion de la proteina 5 uM y 100 uM de la sonda en buffer Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 durante 30 min a tempera-
tura ambiente. Las mediciones de la TioT se realizaron a una concentracién final de 0,5 uM de proteinay 5
KM de sonda en buffer glicina 50 mM, pH 8,2.
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Tabla 2.1: Sondas fluorescentes utilizadas y parametros de medicién para cada caso.

Sonda Aex (nm) Ancho de banda Paso optico de la cubeta
excitacion/emisién (nm)

acrilodan 380 5/5 0,3 mm
pireno 343 5/2,5 0,3 mm
1,8-ANS 370 10/10 0,3 mm
TioT 446 10/10 10 mm
CF 492 5/5 0,3 mm

2.3.9 Estabilidad conformacional de los oligdmeros

Se realizaron experimentos de desnaturalizaciéon quimica de los oligdmeros inducida por el GdmCI. Para
ello, las soluciones de oAS-WT y oAS-acri se equilibraron en presencia de concentraciones crecientes del
desnaturalizante durante 30 min. La concentracion de las soluciones stock de los oligdmeros se determiné
mediante el método de Lowry y tipicamente fue 100-150 puM. La transiciéon de desplegamiento global se
evalué mediante geles nativos en gradiente de poliacrilamida, mientras que las transiciones locales se mo-
nitorearon a partir del comportamiento solvatocrdmico de acrilodan. Los ensayos se realizaron al menos
por duplicado y se analizaron independientemente.

2.3.10 Cinética de agregacion de mAS y mAS-Ac

Se incubaron las soluciones de la proteina 100 uM en buffer Tris-HCl 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, 0,01 %
de azida sédica a 37 °C con agitacion constante (350 rpm). Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos du-
rante la agregacion y se determind la formacion de amiloides (mediante el ensayo de fluorescencia de TioT)
y las transiciones estructurales (mediante ATR-FTIR). La cinética de formacidn amiloide se analizé6 emplean-
do la siguiente ecuacion:

1 .y
Ecuacion 1

Yy =
[1+e7kar (=022 )]
donde kg, es la constante de velocidad aparente para la incorporacion de los monémeros a las regiones de

crecimiento y t;/, es el tiempo medio aparente de la conversion amiloide. El tiempo de latencia esta defi-

. 2 . . . .
nido como t;, — P [121]. Los ensayos se realizaron por lo menos en triplicado y se analizaron indepen-
ap

dientemente.

2.3.11 Ensayo de permeacion de biomembranas

Se prepararon LUVs en buffer HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM conteniendo la sonda fluo-
rescente CF 50 mM. La sonda no encapsulada se separé empleando una columna de desalado PD-10 Sep-
hadex G-25 (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con el mismo buffer. Se incubd una solucion de LUVs
(20 uM) en presencia de las distintas especies proteicas (1 uM) durante 30 min a temperatura ambiente y
se evalud la liberacién de la sonda mediante determinaciones de fluorescencia. El plateau de maximo de
sefial se obtuvo tras los primeros ~5 min de incubacién. Luego de la sustraccion del blanco (liberacién basal
de CF de vesiculas en ausencia de proteina), el porcentaje de liberacién del contenido se expreso en rela-
Cidn a la sefial maxima alcanzada luego de la adicion del detergente Triton X-100 al 0,1% (p/v).
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2.3.12 Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS)

Las medidas se realizaron en un microscopio confocal de barrido Olympus FV1200 equipado con un objeti-
vo de inmersién en silicona 60 x 1.3 y un laser en estado sélido de 473 nm. Los ensayos se realizaron en
vidrios cubreobjeto pasivados con una solucidn de albimina al 1 % para prevenir la adsorcién de las mues-
tras a la superficie del vidrio. El foco del ldser se posiciond en la solucidn ~15 um por encima de la superficie
superior del cubre objeto. Cada medida de fluorescencia se adquirié durante 91 s y la imagen se analizd con
el programa Global- simFCS 4 (desarrollado en el grupo del Dr. Enrico Gratton, Laboratorio de Dindmica de
Fluorescencia, Universidad de California, Irvine, EE. UU.) obteniendo 33 curvas de autocorrelacién que se
promediaron entre ellas. El factor de estructura s, es decir, la relacién entre la dimensidn radial y la axial
del volumen focal (s = %), se determind empleando nanoparticulas fluorescentes TetraSpeck (Invitrogen)

de tamafio conocido fijadas en un porta objeto, arrojando un valor de 0,25. En forma complementaria, este
factor se determiné como un parametro de ajuste a partir de las curvas de autocorrelacién de la sonda
fluoresceina la cual tiene un coeficiente de difusidn conocido (D= 430 um?3s™?), obteniéndose valores simila-
res al determinado previamente. El valor de s se mantuvo fijo en los ajustes posteriores de las curvas de
autocorrelacion.

Los estudios de interaccién lipido-proteina se realizaron en buffer HEPES 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM em-
pleando una concentracidén constante de AS (100 nM para mAS-A488 y 1 mM para 0AS-A488) y variando la
concentracion de los lipidos. Las mismas poblaciones de SUVs y LUVs se emplearon para analizar la interac-
cién de mAS-A488 y 0AS-A488 con las vesiculas. Las muestras a las distintas relaciones lipido/proteina se
incubaron durante 30 min antes de la medicién para permitir alcanzar el equilibrio y se midieron a 23 °C.
Los experimentos se realizaron al menos por duplicado y se analizaron independientemente. Las curvas de
autocorrelacion se ajustaron con la funcion de autocorrelacion G ;) que describe la difusion de dos especies

a través de un volumen tridimensional con forma Gaussiana [122]:

L
1 1 1 2 1 1 ’
— u u .z
G(T) = ﬁ (1 - FAS)l-}-_T 27 + FASH_"-' 27 Ecuaciéon 2
TAS % 1+ u
l TAS AS TAS J

donde N es el nimero de particulas fluorescentes, 1 — F;5 es la fraccion de AS libre en solucién, Fi5 la
fraccion de AS unida a las vesiculas, T45 y T4 los tiempos de difusion de AS libre y unida, respectivamente.
El subindice AS se refiere tanto a mAS-A488 como a 0AS-A488. Los valores de T,s Yy T4 se obtuvieron inde-
pendientemente a partir de mediciones realizadas con la proteina sola o en presencia de un exceso de lipi-
do, donde se espera que ~100 % de la proteina se encuentre unida a los liposomas. En estas dos condicio-
nes, las curvas se ajustaron con la funcién de autocorrelacion para un solo componente:

N |

1] 1 1 s
—|—| —= Ecuacion 3
N |1+ 5%t

tas TAS

G(1) =

Los valores de Fj5 extraidos del ajuste de las curvas de autocorrelacién con la Ecuacidn 2 se graficaron en
funcién de la concentracién de los lipidos accesibles ([L],.). Las curvas de titulacion se analizaron conside-
rando un equilibrio de particién entre dos fases fluidas inmiscibles, la fase acuosa y la lipidica. De esta ma-
nera, suponiendo que la interaccién es no-cooperativa, la fraccion molar de la proteina unida a las vesiculas
a través de interacciones hidrofdbicas y electrostaticas es [123]:
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KylLlac

Fis =
457 [H,0] + Kp[Llac

Ecuacion 4

donde K, es el coeficiente de particién en términos de la fraccién molar y [H,0] = 55,3 M es la concentra-
cién molar de agua. Esta constate define la energia libre de particiéon AGy = —RTInK,,.

Alternativamente, debido a su amplio uso en la literatura, las curvas de titulacion se analizaron consideran-
do un equilibrio quimico de asociacién donde Fj5 queda definida como:

u [L]ac

= — Ecuacion 5
S GLE A

para obtener la constante de disociacion aparente (Kgp).
Para calcular [L],. se considerd la fraccion de lipido en la hemicapa externa de la membrana (x,.) la cual
corresponde al cociente entre el area de la hemicapa externa de las vesiculas y el area total, es decir la su-
ma de las areas de las hemicapas interna y externa segun:

Xac = (47”62”) = rezxt Ecuacion 6
ac — -
(471(1‘51 + rezxt)) ((ext — d)? + Text?))

donde 1y, Y Text SON los radios de las hemicapas interna y externa, respectivamente y la diferencia entre
ambos es el espesor de la bicapa, d. Finalmente, para una dada concentracion de lipido total [L];,; , la con-
centracion de lipido accesible serd [L] ;. = Xgc[L]tot-

Los valores de 1,,; para las distintas poblaciones de vesiculas se obtuvieron experimentalmente mediante
DLS y [L];o¢ se determiné mediante la técnica de Fiske-Subbarow [114]. Los valores de d para vesiculas
compuestas por lipidos puros se obtuvieron de la literatura: POPG 4,45 nm, POPS 4,45 nm, POPC 4,05 nm
[124]. En los experimentos donde se utilizd una mezcla de lipidos, se aproximé el espesor de la bicapa con
el valor de d correspondiente al lipido mayoritario en la mezcla.

2.3.13 Herramientas bioinformaticas

Los perfiles que describen la propension de formar hojas-p y agregados amiloides se calcularon utilizando
los algoritmos basados en secuencia TANGO [125], WALTZ (filtro de alta sensibilidad) [126] y Zyggregator
[127]. El indice de hidropatia promedio se calculdé de acuerdo con la escala Kyte-Doolittle utilizando una
ventana de 7 aminodcidos [128]. La propension de la formacién de hélices enrolladas (coiled-coil) se calculd
con el algoritmo COILS [129].
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Capitulo 3 Organizacion supramolecular de
los 0AS

A pesar de su relevancia bioldgica se conoce poco acerca de la estructura y organizacién molecu-
lar de los intermediarios oligoméricos de AS. Su estudio y caracterizacién ha sido obstaculizado por la natu-
raleza transitoria, polidispersidad y la baja proporcion en la que usualmente pueden generarse. A pesar de
estas limitaciones, se logré establecer que los mismos contienen un importante componente de estructura
hoja-B [98], en un arreglo antiparalelo en contraposicién al arreglo paralelo presente en las fibras amiloides
[100]. En este capitulo se presentan los resultados obtenidos empleando fluorescencia sitio-especifica con
el objetivo de identificar unidades de plegamiento cooperativo y proximidades intermoleculares dentro del
agregado y asi poder obtener informacion mas detallada sobre la organizacién supramolecular de oAS.

3.1 Seleccion de las sondas fluorescentes

Dentro de la miriada de sondas fluorescentes disponibles para estudiar la organizacién molecular de pro-
teinas, se eligieron dos que por sus caracteristicas espectrales resultaron Utiles para responder el objetivo
propuesto: acrilodan y pireno (Figura 3.1A).

El acrilodan presenta una emisién de fluorescencia sensible a la polaridad del microambiente que circunda
la sonda. Cuando se localiza en un ambiente de baja constante dieléctrica, como el interior de una proteina
globular, su espectro de emision de fluorescencia se encuentra desplazado hacia el azul y tiene un mayor
rendimiento cudntico en comparacion a cuando se encuentra en un medio de mayor polaridad (Figura
3.1B). Es por ello que el andlisis de los cambios espectrales de acrilodan permite estudiar los dominios hi-
drofdbicos, los cambios conformacionales y los procesos de relajacién dipolar en las proteinas.

El pireno es una de las sondas mas utilizadas para estudiar biomoléculas. Su espectro de emisién esta ca-
racterizado por 5 bandas vibridnicas denominadas bandas monomeéricas |, Il, I, IV, V posicionadas a ~375,
379, 385, 395 y 410 nm, respectivamente. Especialmente, el pico a 385 nm (correspondiente a la banda lll,
Figura 3.1B) tiene una particular sensibilidad a la polaridad del microambiente donde se encuentra la son-
da. Comparada con la banda | a 375 nm, la intensidad de la banda Il aumenta significativamente en am-
bientes hidrofébicos, mientras que en ambientes polares es menos intensa. La relacién entre las intensida-
des de ambas bandas (I/I1l) define la escala Py, la cual puede ser usada para sensar la polaridad del ambien-
te proteico donde se encuentra la sonda. Otra caracteristica de la emision de fluorescencia de esta sonda es
la aparicién de una banda ancha a mayores longitudes de onda (desde 425 a 550 nm, centrada a 460 nm)
cuando dos moléculas de pireno se encuentran ~4-10 A de distancia. El tiempo de vida de ~100 ns de esta
sonda permite la interaccidn entre una molécula de pireno en estado basal y otra en estado excitado antes
de la emisidn, dando lugar a la banda de excimero a ~460 nm (Figura 3.1B) [130]. La comparacion de la
intensidad de fluorescencia de la banda | (375 nm) y la banda de excimero (460 nm), es indicativo del grado
de formacion del excimero y, por lo tanto, de la proximidad espacial entre dos moléculas de pireno. Estas
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caracteristicas hacen que el pireno sea una sonda extremadamente Util para el analisis conformacional y de
proximidades en las proteinas.

Tanto el acrilodan como el derivado maleimida del pireno reaccionan selectivamente con los grupos tioles,
permitiendo de esta manera la marcacién sitio-especifica de los residuos Cys en las proteinas.
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Figura 3.1 Sondas fluorescentes seleccionadas. A, estructura quimica de acrilodan y pireno. B, respuesta
solvatocrémica de las sondas. Paneles superiores: espectros representativos de GSH marcado con acrilo-
dan (izquierda) o pireno (derecha) en dos solventes de distinta constante dieléctrica. Se sefialan los picos |
y lll de pireno utilizados para obtener el valor Py. Paneles inferiores: AS monomérica (mAS) y oligomérica
(oAS) marcada con acrilodan (izquierda) o pireno (derecha) en la posicion Ala’. Se utilizé la respuesta
solvatocrémica de acrilodan y pireno para obtener informacidén conformacional de los diferentes segmen-
tos de AS, mientras que la banda de excimero de pireno se utilizé para reportar sobre proximidades in-
termoleculares en los 0AS.
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3.2  Produccion de los oligdbmeros marcados

En el Capitulo 2 se detallaron los procedimientos experimentales para la produccién de los oligdmeros mar-
cados con las sondas fluorescentes a partir de la proteina monomérica conjugada a la sonda en posiciones
especificas. AS no posee residuos Cys en su secuencia, de manera que se disefiaron racionalmente varian-
tes conteniendo un Unico residuo Cys en posiciones seleccionadas de la secuencia para su posterior marca-
je sitio-selectivo con acrilodan o pireno. Estas posiciones se escogieron de manera de mapear los tres do-
minios funcionales de AS (Figura 3.2): el dominio anfipatico N-terminal, la regién central mds amiloidogéni-
ca y el dominio acidico C-Terminal. Una vez obtenida la proteina marcada se produjeron oligdmeros marca-
dos en condiciones sub-estequiométricas, es decir, conteniendo una proporcidon de 5-25 % de la proteina
marcada. Se espera que, debido a la naturaleza estocastica de la agregacién, los monémeros marcados se
incorporen aleatoriamente en los oligdmeros [91, 92]. El protocolo para la produccidn de los oligdmeros
estd basado en la liofilizacidn de soluciones concentradas de la proteina monomérica [80, 100] obteniéndo-
se una variedad de especies en la solucidn, entre ellas oligdmeros estables de alto peso molecular que pue-
den ser purificados por filtracion.
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Figura 3.2 Posiciones seleccionadas para la marcacion fluorescente. Se muestran los
dominios funcionales de AS donde se destaca la regidn central de hoja-B amiloide (resi-
duos Leu38-Val®®) y los aminoécidos que fueron cambiados por Cys en las diferentes
variantes para el marcaje sitio-especifico con sondas fluorescentes reactivas a tioles.

3.3 Comparacién entre los 0AS marcados y los 0AS de tipo salvaje

A fin de validar que la incorporacidn de la proteina marcada no alterara las propiedades generales de las
especies oligoméricas, primeramente, se realizd una caracterizacidon detallada de estos oligdmeros y se
compard con los 0AS-WT. En la Figura 3.3 se muestra un ejemplo representativo donde se comparan los
resultados obtenidos para la proteina WT y la marcada con acrilodan en la posiciéon Ala’®, empleando un 5%
de la proteina marcada inicial para la produccién de los oAS-acri. Tanto los oAS-acri como los 0AS-WT
muestran la tipica banda esparcida en un gel PAGE nativo en gradiente que migra a altas masas molecula-
res concomitante con la proteina ferritina de 440 KDa utilizada como marcador molecular (Figura 3.3A). La
incorporacién de la proteina marcada no altera la morfologia de los oligdmeros como se pudo observar por
TEM, en donde ambas especies aparecen como agregados esferoidales y polidispersos (Figura 3.3B). Se
constato que los 0AS-WT y los oAS-acri no inducen un incremento en la fluorescencia de la sonda sensible a
amiloide TioT indicando que ambas especies oligoméricas carecen de la estructura candnica cross- carac-
teristica de las fibras amiloides (Figura 3.3C). Finalmente, se constaté mediante espectroscopia infrarroja
gue los oAS-acri contienen estructura hoja-B antiparalela, caracteristica distintiva de estas especies [100],
como puede inferirse por la presencia concomitante de la bandas centradas a 1625 cm™y 1695 cm™ (Figura
3.3D). En forma comparativa, se incluyen también los espectros de las proteinas monoméricas, cuyos es-
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pectros IR estan centrados a 1645 cm™ como se espera para las conformaciones mayoritariamente desor-
denadas y de las fibras amiloides que muestran un maximo prominente a 1627 cm, tipico de estructura
hoja-B paralela (Figura 3.3D). Los mismos ensayos se realizaron para cada poblacién de los 0AS producidos
empleando diferentes porcentajes iniciales de proteina marcada en las distintas posiciones, tanto con el
acrilodan como con el pireno, obteniéndose resultados similares.

Por lo tanto, considerando estos resultados en conjunto, concluimos que los 0AS marcados recapitulan las
propiedades morfoldgicas, de polidispersidad, de tincidn y de estructura secundaria de los 0AS-WT.
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Figura 3.3 Validacién de las propiedades generales de los 0AS marcados, ejemplificados con la variante Ala’®

marcada con acrilodan. A, electroforesis en gel nativo en gradiente de poliacrilamida (4-15 %). B, imagen de
microscopia electrdnica de transmisidn tefiida con acetato de uranilo de los 0AS-WT y los oAS-acri. C, espec-
tro de emision de fluorescencia de TioT en presencia de 0AS-WT (panel superior) y oAS-acri (panel inferior),
junto con las sefales correspondientes para mondmeros (mAS) y fibras (fAS) de AS. D, espectro FTIR norma-
lizado en la region amida | de mAS, oAS y fAS WT (panel superior) y marcados (panel inferior). Las flechas
sefialan las bandas de IR a 1625 cm™ y 1695 cm™ caracteristicas de la estructura hoja-B antiparalela.
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3.4 Polaridad del microambiente con resolucidn sitio-especifica

Posteriormente, se utilizaron las sondas fluorescentes seleccionadas para indagar sobre las propiedades del
ambiente proteico en los 0AS marcados con resolucidn sitio-especifica. Todas las posiciones ensayadas con
la sonda acrilodan mostraron un corrimiento hipsocromico del espectro de emisién (Amax 476-491 nm) en
0AS-acri en comparacion con mAS-acri (Amax 515-528 nm), indicando que estas posiciones se encuentran
escondidas del solvente acuoso en el agregado (Figura 3.4A). Considerando un modelo de medio dieléctrico
continuo, la respuesta solvatocromica del acrilodan abarca un rango de polaridad definido por una constan-
te dieléctrica () de ~5-40, estimado de la curva de referencia construida a partir de los espectros de fluo-
rescencia del tripéptido GSH marcado con acrilodan expuesto a solventes puros (Figura 3.4A). El GSH se
empled para brindar un contexto peptidico minimo en la evaluacién del comportamiento solvatocrémico
de la sonda en los solventes de referencia. Por lo tanto, basados en las caracteristicas espectrales de esta
sonda, todas las posiciones marcadas en los 0AS-acri experimentan microambientes de baja polaridad con €
aparentes ~10-20. Estos valores estan en el mismo rango que los estimados (10-30) a partir del analisis
espectral de los residuos Trp posicionados selectivamente en distintas regiones de la proteina [104]. Estas
son sustancialmente mas bajas que aquellas encontradas para las mismas posiciones en la forma monomé-
rica (€ 2 50).

En forma complementaria, se empled la escala Py de polaridad basada en la respuesta solvatocrémica de
pireno. Como se ejemplifica con la curva de referencia obtenida con GSH marcado con pireno disuelto en
solventes prdticos, cuanto mayor es la polaridad del medio, mayor es el valor de Py (Figura 3.4B) [131]. Los
0AS-pir presentaron menores valores de Py en comparacion a los mAS-pir, indicando un incremento en la
hidrofobicidad local que rodea la sonda para todas las posiciones ensayadas, excepto en la posicién Ala*
(Figura 3.4B). Comparando estos resultados con la curva de referencia, las posiciones marcadas en las re-
giones del N-terminal y central de la proteina, tienen valores de € aparentes ~40 en mAS-pir y ~30 en los
0AS-pir. En ambos casos, las tres posiciones marcadas que se encuentran mas hacia el extremo C-terminal
exhibieron valores de Py que se encuentran en el rango de polaridad donde la curva de referencia se apro-
xima a una meseta, detectando una polaridad del microambiente circundante mucho mayor con valores de
€ aparentes 260. Estos valores elevados de Py correlacionan con la alta carga neta (-16) y la fuerte hidrofili-
cidad predicha para esta regiéon (los indices promedios de hidropatia calculados segun la escala de Kyte-
Doolitle son 0,14 para el dominio N-terminal, 0,80 para la regién central y 1,48 para el extremo C-terminal).
Los perfiles de polaridad obtenidos para los 0AS-pir se asemejan a los reportados para las variantes Trp de
AS [104]. Pareciera que los complejos ciclos fotofisicos responsables de la fluorescencia de Trp y pireno
estan influenciados por la naturaleza quimica especifica de esta regidén de la proteina, ya que la misma ten-
dencia se observd para las especies monoméricas y oligoméricas. Si bien no se informaron valores de €
aparentes en el caso de las variantes de Trp, se pueden estimar valores ~50-65 para dos posiciones marca-
das en el dominio C-terminal en los oligdmeros, en concordancia con nuestros resultados [104].

Las discrepancias en los valores absolutos de € aparentes estimados a partir de la respuesta espectral de las
diferentes sondas solvatocromicas (acrilodan y pireno en este trabajo y Trp en Ref. [104]) podrian surgir de
parametros adicionales como hidratacién, viscosidad e interacciones especificas, que influencian la relaja-
cion del microambiente del estado excitado de la sonda [131]. Estos parametros son dificiles de predecir en
el ambiente altamente anisotrdpico de una proteina, de manera que es dificultoso establecer una correla-
cién inequivoca entre la respuesta en estado estacionario del fluoréforo y la polaridad del medio en térmi-
nos de valores de € macroscépicos. Debido a estas limitaciones experimentales, consideramos los cambios
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relativos observados entre la forma monomérica y oligomérica de la proteina mds informativos que los
valores absolutos per se. Por lo tanto, los resultados obtenidos con las diferentes sondas indican que todas
las posiciones ensayadas se encuentran en entornos de baja polaridad luego del proceso de oligomeriza-

cion.
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Figura 3.4 Polaridad del microambiente residuo-especifica en los 0AS. Caracteristicas espectrales de mAS
(M) y oAS (®) marcados con acrilodan (panel superior) y pireno (panel inferior). La longitud de onda de la
banda de emision de acrilodan y la escala Py de pireno, definida como la relacidn de intensidades de la
primer (375 nm) y tercer (385 nm) banda de emision, se grafican en funcidn de la posicion marcada con la
sonda fluorescente. La proporcion inicial de proteina marcada fue de 5 % en ambos casos. Como referencia
se muestra la variacion espectral de las sondas conjugadas a GSH en solventes de constantes dieléctricas
crecientes (A). En el caso de acrilodan se utilizaron los siguientes solventes: ClzsCH, ClzCH:etanol (12,5 %),
n-butanol, etanol, mezclas de H20:dioxano (50, 45, 35, 25, 15y 5 %) y H20, mientras que para pireno se
utilizaron los solventes préticos n-butanol, n-propanol, etanol, etilenglicol, glicerina, acido férmico y H20.
La concentracién de sonda fue ~1 uM.
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3.5 Estabilidad conformacional de los 0AS con resolucion sitio-especifica

Se realizaron experimentos de desnaturalizacién quimica inducida por GdmCI en los oAS-acri para reportar
sobre la estabilidad conformacional de diferentes segmentos de la proteina en el agregado. Para ello,
muestras de los 0AS marcados con acrilodan se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente en pre-
sencia de concentraciones crecientes del desnaturalizante previamente a la adquisicién de los espectros de
fluorescencia. Este tiempo fue suficiente para alcanzar el equilibrio ya que la misma respuesta espectral se
obtuvo luego de equilibrar las muestras durante 17 h (Anexo Figura A.1A). En la Figura 3.5A se muestran los
espectros de emisién de cada poblacidon de los oAS-acri a concentraciones crecientes de GdmCI. Para una
mejor comparacién entre las diferentes variantes, los espectros se escalaron en relacién a la intensidad
absoluta de los espectros obtenidos a 4 M GdmCI (Anexo Figura A.1B), incluyendo asi informacién sobre los
rendimientos relativos entre las diferentes variantes.

Los espectros de emision de las diversas variantes de los oAS-acri decrecieron en intensidad y se desplaza-
ron hacia el rojo (de 477-485 a 530 nm) con el incremento de la concentracion de desnaturalizante (Figura
3.5A). Esto es consistente con la remocidn de la sonda de un medio de baja polaridad y su exposicién al
ambiente acuoso. Dado que la intensidad de fluorescencia esta directamente relacionada a la fraccién mo-
lar de los estados conformacionales en equilibrio [132], se utilizaron los cambios en intensidad de fluores-
cencia a 480 nm como un parametro para evaluar la transicion conformacional (Figura 3.5B, panel supe-
rior). La eleccidn de esta longitud de onda se debe a la mayor sensibilidad de esta region del espectro, pero
la misma tendencia se observd analizando los cambios a 510 nm. A modo de comparacion se incluyen tam-
bién los valores de Amax denotando los desplazamientos batocromicos durante la desnaturalizacién (Figura
3.5B, panel inferior).

124 140

En ausencia de desnaturalizante, las posiciones localizadas hacia el dominio C-terminal, Ala*** y Ala**, exhi-
bieron mayor rendimiento de fluorescencia que las otras posiciones, lo cual podria reflejar la falta de inter-
acciones que favorezcan el apagamiento de la sonda en esta regién (Figura 3.5A). La ausencia de puntos
isosbésticos claros en los espectros de emisidn de fluorescencia sugiere que el equilibrio de desplegamien-
to quimico de los 0oAS-acri es mas complejo que un simple mecanismo de dos estados. Las transiciones co-
mienzan a la concentracién de GdmCl mas baja utilizada (0,25 M) y culminan a 1,75 M con puntos medios

140 exhibid una estabilidad menor, con un

aparentes de 0,65 M (Figura 3.5B, panel superior). La posicion Ala
punto medio de desnaturalizacién de 0,35 M, mientras que la de la posicidn Ala*’ fue mayor, con un punto
medio de 1,1 M GdmClI (Figura 3.5B, panel superior). Los corrimientos en Amax N0 correlacionaron con los
cambios en intensidad, probablemente debido a la naturaleza compleja de la transicion de desplegamiento
(Figura 3.5B, panel inferior). De todas maneras, se debe tener en cuenta que la posicion de la banda de
emision no es, a priori, proporcional a la poblacidn de los estados y puede conducir a una asignacidn sesga-
da hacia el estado con el mayor rendimiento cudntico [132] como en nuestro caso los oAS-acri en ausencia

de desnaturalizante.

A modo comparativo, se estimé la transicién global de desplegamiento mediante electroforesis en condi-
ciones nativas empleando geles en gradiente para discriminar los mAS, los 0AS y cualquier intermediario de
disociacion que pudiera poblarse a las distintas concentraciones de desnaturalizante (Figura 3.5C). La tran-
sicion global para los 0AS-WT vy los oAS-acri fue de ~1 M GdmCl indicando que la marcacién no altera signi-
ficativamente la estabilidad de los oligdmeros. Por otro lado, teniendo en cuenta que no se detectaron
especies oligoméricas intermedias en el gel y que la estabilidad global estimada es cercana a la observada
para la variante Ala?’ (Figura 3.5B, panel superior), podemos inferir que el complejo comportamiento de

46



Capitulo 3 — Organizacién supramolecular de los 0AS

desnaturalizacidon quimica observado por fluorescencia podria deberse a cambios locales en el microam-
biente de la sonda previos al desplegamiento global.
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Figura 3.5 Estabilidad conformacional de los oAS-acri. A, Espectros de fluorescencia de oligdmeros marcados con
acrilodan a diferentes posiciones a lo largo de la secuencia de la proteina a concentracién crecientes de GAmCI.
B, Perfiles de desnaturalizacion quimica de los oAS-acri inducidos por concentraciones crecientes de GdmCl
monitoreados por el cambio fraccional en la intensidad de fluorescencia a 480 nm (panel superior) y la longitud
de onda del maximo de emision (panel inferior) de la sonda. Se muestran a modo de comparacién los cambios
espectrales del mondmero marcado en la posicién Ala’ (®). C, geles nativos en gradiente de poliacrilamida (4-
15 %) de los 0AS-WT (panel superior) y los oAS-acri (panel inferior) preincubados en concentraciones crecientes
de GdmCI. Los geles se sobre-tifieron para revelar la presencia, en caso de que hubiera, de especies intermedia-
rias parcialmente disociadas pobladas en poca cantidad.
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3.6 Mapeo de contactos intermoleculares en los 0AS

Utilizamos la capacidad que tiene el pireno de formar excimeros (Amax 460 nm) dependientes de la distancia
con el objetivo de mapear proximidades intermoleculares entre mondmeros vecinos en el ensamble oligo-
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Figura 3.6 Proximidades intermoleculares en los 0AS-pir marcados en posiciones Unicas. A, espectros de emisién de
fluorescencia de los 0As marcados con pireno en diferentes posiciones a lo largo de la secuencia de la proteina. Se
incluye para comparacién el monémero marcado en la posicién Ala’®. Para una mejor visualizacion, los espectros se
normalizaron respecto a la intensidad del pico | (375 nm). En el inserto se muestra la relacién de excimero de 0AS-
pir marcados en la posicién Ala’® o Ala'*? a diferentes proporciones de proteina monomérica marcada inicial. B,
analisis de proximidad evaluado por fluorescencia de excimero en los 0AS-pir marcados en posiciones individuales
(panel superior) junto con la propension a agregar predicha por el algoritmo Zyaggregator (=) y WALTZ (=) y la
propensién a formar hoja-p (=) predicha por TANGO (panel inferior). Las hojas-p definidas dentro del corazén cross-
B fibrilar segun el modelo propuesto por Tuttle y col. (ref. [88], cddigo PDB 2NOA) estan representadas por flechas
negras y numeradas de 1a 5.
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mérico. Los espectros de fluorescencia de los 0AS-pir marcados en un Unico sitio se muestran en la Figura
3.6A mientras que la relacién de excimero, definido como la relacién de intensidades de las bandas a 460 y
375 nm, se incluyen en la Figura 3.6B.

La sefial de excimero en los 0AS-pir marcados en posiciones Unicas (25 % mAS-pir, 75 % mAS-WT) mostra-
ron bandas de fluorescencia de excimero dependiente de la posicidon de la conjugacién de la sonda (Figura
3.6A). El hecho que se observaran sefiales de excimeros débiles en algunas de las posiciones indica que las
moléculas de pireno no inducen interacciones intermoleculares artificialmente, sino mas bien que informan
sobre la disposicidn espacial de los monémeros de AS en el oligdmero. Para una confirmacién posterior, se
realizaron experimentos adicionales con los 0AS-pir marcados en la posicién Ala’, la variante que exhibié la
mayor relacidon de excimero, variando la proporcién inicial de los mAS-pir. La disminucién en la sefial de
excimero con el incremento en la proporcidn de los mAS-WT (recuadro en Figura 3.6A) demostrd que las
moléculas de pireno no muestran una asociacion/proximidad preferencial entre si cuando se forma el agre-
gado y que se obtienen intensidades de excimero bajas cuando se reduce la probabilidad de que dos molé-
culas de pireno estén espacialmente cerca.

El perfil de las relaciones de excimero en funcién del nimero de residuo (Figura 3.6B) reveld valores altos
para residuos localizados en el extremo N-terminal y la regién central de la proteina (desde el extremo N-
terminal hasta el residuo Ala’®, denominados sitios de la cabeza), siendo la posicidn Ala’® la de mayor inten-
sidad de sefial. Estos resultados indican que cada una de las posiciones ensayadas se encuentran cercanas
(<10 A) a la misma posicidon en los monémeros vecinos en los 0AS. Por el contrario, las baja intensidades de
excimero en la porcidn C-terminal de la proteina (desde residuo Ala*®® hasta el extremo C-terminal denomi-
nados sitios de la cola) sugieren que los residuos marcados no estarian préximos entre ellos (>10 A). Estos
resultados revelan la importancia de la regidon N-terminal en el auto-ensamblado amiloide.

Finalmente, se realizaron mezclas de una serie de mondmeros de AS marcados con pireno en diferentes
posiciones seleccionadas en todas las combinaciones binarias equimolares posibles para identificar poten-
ciales interacciones intermoleculares que involucren residuos localizados en distintas regiones de la protei-
na. Los resultados se muestran en la Figura 3.7. En este caso, la cantidad de cada una de las proteinas mar-
cadas se redujo a la mitad (12,5 % cada proteina marcada, 75 % mAS- WT) para disminuir sefiales de exci-
mero esperadas por interacciones entre las mismas posiciones. En las variantes que exhibieron alta fluores-
cencia de excimero (sitios de la cabeza en la Figura 3.7), una disminucidn a la mitad de la cantidad de pro-
teina marcada inicial resulté en una reduccién del 50 % de la seial de excimero, equivalente a la tendencia
mostrada previamente para la variante Ala’® (recuadro, Figura 3.6A). De esta manera, una nueva interac-
cion se evidenciara si la sefial de excimero obtenida a partir de las mezclas binarias es superior a la espera-
da de una combinacion de dos soluciones de los 0AS-pir marcados en un Unico sitio. En forma similar a lo
observado para los 0AS-pir de posiciones Unicas, los 0AS-pir obtenidos de las mezclas binarias en la regién
de la cola produjeron una muy baja sefial de excimero (Figura 3.7), sugiriendo que estas posiciones no con-
tribuyen a contactos intermoleculares por si mismas. Las sefiales mds intensas surgieron en los 0AS-pir de
los sitios de la cabeza, mientras que se obtuvieron valores intermedios en las combinaciones cabeza-cola.
Asi, las sefales de excimero no revelaron nuevas contribuciones en sitios de la cabeza, excepto posible-
mente para la combinacién Ser-Ala® donde la sefial fue superior a la esperada si se mezclaran las dos po-
blaciones de los 0AS-pir marcadas en un Unico sitio, y tampoco las interacciones cabeza-cola entre los sitios
ensayados (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Proximidades intermoleculares en los 0AS-pir en mezclas binarias. Fluorescencia de exci-
mero de los 0AS-pir producidos a partir de mezclas 1:1 de dos variantes de AS marcadas con pireno.
Se indican los valores medios de duplicados independientes con sus respectivos errores estandares.
Los sitios de la cabeza y de la cola estan indicados con lineas.

3.7 Discusion

En este capitulo se abordd uno de los objetivos principales de esta tesis, el de obtener informacion sobre el
arreglo supramolecular de las especies oligoméricas prefibrilares de AS. Como se describié en el Capitulo 1,
estudios previos demostraron que los 0AS contienen una substancial cantidad de estructura hoja-p diferen-
tes a las de las fibras [98, 133] estando organizadas en un arreglo antiparalelo [100]. Ademas, dentro del
nucleo oligomérico que abarca la regidon comprendida entre los residuos Phe*-Ala®® [104], los segmentos
discretos Phe?-AlaY’, Tyr®-Thr>* y Val’%-Ala®® exhiben estructuras persistentes estabilizadas por puentes
hidrégenos o estructuras protegidas del solvente [105]. En la aproximacion presentada en este capitulo, se
posicionaron racionalmente etiquetas fluorescentes a lo largo de la secuencia proteica para obtener una
representacién mas detallada de la arquitectura interna de los 0AS.

La sensibilidad solvatocromica de acrilodan y pireno informé de manera sitio-especifica sobre cambios del
microamiente de la sonda luego de la oligomerizacién. Todas las posiciones ensayadas se encuentran es-
condidas del solvente en el oligdmero en comparacidn con el estado monomérico (Figura 3.4). Estos resul-
tados indican una diferencia significativa en el arreglo estructural de las unidades monoméricas en oligé-
meros comparados con las fibras amiloides ya que en este Ultimo caso los dos extremos terminales estan
excluidos del nucleo fibrilar [82]. La transicién de desplegamiento global de los 0AS inducida quimicamente,
reflejando la estabilidad conformacional de estas especies, se estimé en ~1 M GdmCI, (Figura 3.6). Este
valor es similar al punto medio de transicidn aparente estimado a partir del comportamiento espectral del
acrilodan de la variante Ala?’ mientras que es superior al de las otras variantes (Figura 3.6). Estos datos
sugieren que las inestabilidades locales en las inmediaciones del fluoréforo dan lugar a intermediarios que
preceden el desplegamiento global/disociacién de los agregados.

Posteriormente se utilizé la fluorescencia de pireno para determinar proximidades intermoleculares en los
0AS. A diferencia de los pares de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en
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inglés Forster Resonance Energy Transfer) cominmente utilizados, que permiten la estimacion de distancias
entre 20 y 80 A, la fluorescencia de excimero de pireno reporta en un rango mas corto de distancia tipica-
mente de 4-10 A. Esta propiedad se empled con éxito para obtener detalles estructurales de las fibras ami-
loides formadas por un prién de levadura [134] y en los oligdmeros amiloides tdxicos de una proteina no
relacionada a ninguna patologia [135], como asi también para monitorear la formacién de los amiloides de
AS [112]. En este trabajo se utilizaron las sefiales de excimero de los 0AS-pir para obtener informacién so-
bre las proximidades intermoleculares entre los mondmeros dentro del agregado. Si consideramos los
segmentos de los que forman las hojas-B en el ensamblado fibrilar de AS propuesto por Tuttle y colabora-
dores [88] (Figura 1.6C), las posiciones Val*, Val*>y Ala’® exhibieron las mayores relaciones de excimero en
los 0AS que poseian pirenos en sitios Unicos (Figura 3.7). Esto infiere sobre cercania entre el residuo mar-
cado y el mismo residuo marcado en una o mas moléculas vecinas. Notablemente, estos residuos pertene-
cen a las hojas Bl y B3 que se forman en las fibras [88]. Incluso, estas regiones contienen puntos de anclaje
criticos (Tyr®®) de inhibidores amiloides [136], una mutacidn (A53T) relacionada al inicio temprano de la EP
y a tasas mds rapidas de oligomerizacidn y fibrilacidn in vitro [137, 138] y el tramo hidrofébico (Val’*-Val®?)
critico para la formaciéon de las fibras [21]. Por lo tanto, debido a la importancia de estas regiones en la
formacidn amiloide y a las altas relaciones de excimero encontradas, postulamos que contactos mediados
por las regiones B1-B1 y B3-B3 podrian estar involucrados en interacciones oligoméricas tempranas, proba-
blemente formando estructuras hoja-B antiparalelas [100]. A pesar de que no se puede excluir que la sefial
de excimero podria deberse a hoja-B apiladas, dicha interpretacién correlaciona con la alta propension de
estos segmentos de formar estructuras amiloides (Figura 3.7B). Por otro lado, basado en la extrema baja
intensidad de excimero de la variante Ala®, si la hebra B5 estad formada en los 0AS, no estaria involucrada
en contactos B5-B5 en una manera que favorezca la formacién de excimero.

Se determinaron altas sefiales de excimero para los oAS-pir marcados en sitios de la cabeza que no estan
involucrados en contactos hoja-B fibrilares [82, 85] (Figura 3.7). Estas evidencias sugieren fuertemente un
alto empaquetamiento al menos para la regiéon que abarca los residuos Ser®-Ala’® y que probablemente
reflejan la adopcion de una estructura definida. Estos resultados correlacionan con estudios previos que
delimitan el nuicleo de los 0AS entre los residuos Phe*-Ala® [104], donde segmentos especificos de la cade-
na peptidica presentan una dinamica conformacional reducida [105]. Ademas, los resultados evidencian el
importante rol del extremo N-terminal de la proteina en las interacciones oligoméricas tempranas. En este
aspecto, resulta interesante mencionar que un gran nimero de pequefias moléculas anti-amiloides se unen
preferencialmente a las regiones comprendidas entre los residuos Val>-Lys® y/o Leu3!-Gly*! [136, 139].

Como se discutio previamente, el perfil de excimero sugiere que las regiones B5 no se encuentran préximas
en los 0AS (Figura 3.7). Teniendo en cuenta que la posicion Ala®® experimenta ambientes de baja polaridad
en los oAS (Figura 3.4) y tiene una alta propension amiloide (Figura 3.7B), se espera que la regién que posee
la posicién Ala*® esté estructurada y estableciendo interacciones inter-cadena. A pesar de que no se encon-
traron indicaciones de proximidades espaciales entre Ala®® y los otros sitios de la cabeza y la cola (Figura
3.8), esta podria estar interaccionando con otros residuos en la proteina que no fueron explorados en nues-
tro estudio. Esta hipétesis correlaciona con el hecho que la regidn B5 establece contactos terciarios de lar-
go alcance en la proteina monomérica [28] y que la posicidn Ala® estd escondida del solvente en los oligd-
meros formados por las variantes Trp [104].

Un comportamiento similar se observd para otros residuos localizados en la regidn de la cola, es decir que
parecen estar espacialmente separados entre ellos (Figura 3.8) y de otros residuos en la region de la cabeza
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(Figura 3.8), pero experimentan un ambiente mas hidrofébico si se comparan con la proteina monomérica
(Figura 3.4). Basados en estos resultados y teniendo en consideraciéon la habilidad del extremo C-terminal
para establecer interacciones terciarias intra- [27, 28, 140, 141] e inter-cadena [142] con los extremos N-/C-
terminales asi como la sensibilidad de la respuesta de diversos fluoréforos posicionados en ambos extre-
mos de la proteina a estadios tempranos de formacién amiloide [112, 143-145], esperamos que los sitios de
la cola estén empaquetados con otras regiones de la proteina y probablemente, participando en interac-
ciones y estructuras regulares.

Como se menciond anteriormente, la formacién amiloide de AS demanda una reorganizacién estructural
significativa durante el proceso de amiloidogéneis. Una variedad de contactos terciarios transitorios estan
presentes en la proteina monomérica soluble que pueden conducir a la formacién de especies tempranas
propensas a la agregacion [28]. Posteriormente, se formarian intermediarios oligoméricos ricos en estruc-
tura hoja-B [100], probablemente involucrando interacciones intermoleculares B1-f1 y B3-B3 (este traba-
jo). El remodelado de la red de estas interacciones hoja-p tempranas conduce a la formacion de fibras ami-
loides con una estructura de hojas-p paralelas en registro donde cada mondémero esta plegado formando
una estructura con forma de llave griega [88] (Figura 3.8). Esta interpretacién requiere demostrar que in-
termediarios conteniendo estructura hoja-B antiparalela efectivamente se forman en los estadios tempra-
nos de la agregacion amiloide, lo cual serd abordado en el Capitulo 4.

O

"

mAS 0AS

Agregacién amiloide

Figura 3.8 Representacion esquematica de la reorganizacién de los segmentos que participan en
interacciones hoja-f3 durante el proceso de amiloidogénesis.

El enfoque basado en fluorescencia sitio-especifica presentado en este capitulo en conjuncién con estudios
estructurales [100, 133], patrones de dindmica conformacional [105] y numeros de agregacion [91, 92]
indican que los 0AS son ensambles de agregados ordenados con distintos tamafos. Los datos reportados
proveen restricciones moleculares para el desarrollo de modelos moleculares de los 0AS que son cruciales
para mejorar el entendimiento de las bases estructurales de la toxicidad inducida por los oligdmeros y para
el disefo racional de drogas antiamiloidogénicas dirigidas a prevenir las interacciones que favorecen la
oligomerizacién y/o reorganizacidn de las mismas que lleven a la formacion de fibras amiloides.

Parte de los resultados presentados en este capitulo se publicaron en Gallea, J.I. and M.S. Celej, Structural
insights into amyloid oligomers of the Parkinson disease-related protein a-synuclein. J Biol Chem, 2014.
289(39): p. 26733-42.
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Capitulo 4 Remodelado estructural de AS y
AS-Ac durante amiloidogénesis

En el capitulo precedente, demostramos que las especies oligoméricas de AS son agregados orde-
nados con un patrén definido de contactos intermoleculares. Los mismos estan organizados en un arreglo
hoja-B antiparalelo distinto al arreglo paralelo de las fibras, indicando que el proceso de conversion de oli-
gdémeros a fibras demanda un extenso re-arreglo estructural. Estudios recientes demuestran que este pro-
ceso de trasformacién en si mismo tiene un rol crucial en la toxicidad celular y neurodegeneracién [76-78].
En este capitulo, utilizamos ATR-FTIR para obtener informacion sobre la trasformacién estructural durante
el proceso de amiloidogénesis de AS y, en forma complementaria, de la forma fisiolégica de la proteina AS-
Ac.

4.1 Obtencion y caracterizacion de los mAS-Ac

Como se mencioné en el Capitulo 1, AS in vivo se encuentra acetilada en el extremo N-terminal tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas [19]. Sin embargo, la gran mayoria de los estudios bioquimicos y
biofisicos realizados in vitro hasta el momento, se llevaron a cabo empleando la proteina obtenida en for-
ma recombinante en bacterias las cuales carecen de un equivalente al complejo N®-acetiltransferasa (Nat)
de las células eucariotas y por lo tanto no pueden realizar dicha modificacién co-traduccional. A fin de con-
validar las caracteristicas distintivas de los distintos ensambles conformacionales y de estudiar la remodela-
cion estructural en la forma fisioldgicamente relevante de la proteina, implementamos un sistema recom-
binante de co-expresion para la obtencidén de los mAS-Ac. Para ello, nos basamos en la reciente publicacion
del grupo del Dr. Mulvihill [146], en la cual reportaron un método de co-expresion en E. coli del complejo
NatB de la levadura Schizosaccharomyces pombe y proteinas blanco para la acetilacién N-terminal de las
proteinas eucariotas.

El pldsmido para la expresion del complejo NatB fue cedido gentilmente por el Dr. Mulvihill. Las bacterias
co-transformadas con ambos plasmidos se seleccionaron empleando un medio de cultivo suplementado
con los antibiéticos ampicilina y cloranfenicol. La expresién y purificacion se realizé de manera similar a AS,
como se detalla en el Capitulo 2. Para verificar la modificacién co-trasduccional, se procedié a analizar las
proteinas mediante ESI-TOF-MS (Figura 4.1). Luego de realizar una deconvolucién por cargas, la masa mole-
cular obtenida para los mAS fue de 14460 Da, en coincidencia con la masa esperada de 14460 Da, mientras
que para los mAS-Ac se obtuvo una masa molecular de 14502 Da (masa esperada de 14502,1 Da) consisten-
te con la adicidn de un solo grupo acetilo (Figura 4.1A).
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Figura 4.1 Identificacion de la acetilacion de AS in vitro. A, Caracterizacién de mAS-Ac (=) y mAS (=) re-
combinante mediante ESI-TOF-MS. Los picos estdn marcados con el estado de carga [M + xH + xNaJ]*,
donde M es la masa molecular de la proteina. B, espectro de masa neutro de las mezclas de mAS a con-
centraciones crecientes de mAS-Ac obtenidos por deconvolucion de los datos utilizando el Algoritmo de
Maéxima Entropia. El rectangulo gris indica la posicion del pico de los mAS. Los aductos de sodio se indican
en los picos correspondientes. El cédigo de color de las lineas es el mismo que el del panel A. La gradua-
cion de colores indica las distintas proporciones empleadas en las mezclas. C, Cromatograma de filtra-
cion molecular. Se utilizé albumina sérica bovina (ASB, — —) como referencia.

55



Capitulo 4 — Remodelado estructural de AS y AS-Ac durante amiloidogénesis

Para determinar la eficiencia de acetilaciéon, se realizaron mezclas de la proteina obtenida del sistema de
co-expresion con distintas proporciones de mAS y se analizaron mediante ESI-TOF-MS. Los espectros de
masa neutros se incluyen en la Figura 4.1B. A medida que se redujo la proporcién de mAS en la mezcla, la
intensidad del pico correspondiente a dicha proteina decrecid, mientras que el de mAS-Ac aumenté. El pico
de los mAS fue incluso detectable en la mezcla que contenia solo un 10 % de mAS, mientras que no fue
resuelto en el espectro de la proteina obtenida de la co-expresién. De estos datos se puede concluir que la
eficiencia de acetilacién es mayor al 90 %.

Finalmente, se evaludé el comportamiento hidrodindamico mediante cromatografia de exclusién molecular,
donde ambas proteinas eluyeron como un unico pico a 13,5 mL, un volumen de elucién comparable al de
albumina sérica bovina, una proteina globular de ~66 KDa (Figura 4.1C). Este comportamiento se debe a la
naturaleza desordenada del ensamble monomérico nativo [32, 147].

4.2 Propiedades generales de los distintos ensambles conformacionales de AS
y AS-Ac

Una vez confirmada la eficiencia del método de acetilacidn y caracterizados los mAS y mAS-Ac, se indujo la
formacidn de oligdmeros y fibras a partir de los mAS (0AS y fAS) y los mAS-Ac (0AS-Ac y fAS-Ac) empleando
los protocolos descriptos en Capitulo 2. Los tres ensambles conformacionales, es decir mondmeros, oligé-
meros y fibras, se caracterizaron mediante técnicas biofisicas complementarias.

Primeramente, se analizd la dispersién y morfologia de los tres ensambles mediante electroforesis en con-
diciones nativas y microscopia electrénica. Consistente con la cromatografia por exclusiéon por tamafio (Fi-
gura 4.1C), mAS y mAS-Ac migraron en un gel nativo en gradiente a una masa molecular aparente ligera-
mente superior a 66 KDa (Figura 4.2A) y mostraron micrografias desprovistas de agregados de tamano na-
noscopico (Figura 4.2B). Similar a lo mostrado en el capitulo anterior, tanto los 0AS como los 0AS-Ac migra-
ron como una banda esparcida en un gel PAGE nativo en gradiente a masas moleculares comparables con
la proteina ferritina de 440 kDa utilizada como marcador molecular, indicando que ambos ensambles con-
sisten en agregados de distintos tamafios, pero no monémeros. Estos oligdmeros se observaron como es-
pecies esféricas polidispersas en las imagenes de TEM con didmetros de entre 20 y 60 nm sin diferencias
aparentes entre la proteina modificada y la no-modificada (Figura 4.2B). Por otro lado, las fAS y las fAS-Ac
no se detectaron en el gel ya que por su gran tamafo no pueden ingresar a la matriz polimérica. Ambas
especies se observaron como estructuras fibrilares no ramificadas, de varios micrdmetros de largo y con
diametros de 9 - 14 nm (Figura 4.2B).

Posteriormente, se realizaron caracterizaciones estructurales de los tres ensambles conformacionales con
la ayuda de sondas fluorescentes con distintas propiedades. A concentraciones equivalentes, las fAS y las
fAS-Ac mostraron una intensidad de fluorescencia de TioT de mas de diez veces en comparacion a los mo-
nomeros y oligdmeros correspondientes (Figura 4.2C). Estos datos sugieren que la naturaleza de la estruc-
tura hoja-p en los 0AS-Ac es diferente a las de las fibras, como se mencioné anteriormente para los 0AS
(Capitulo 3y ref. [93, 94, 100, 133]).
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Figura 4.2 Propiedades generales de los ensambles conformacionales de AS-Ac y AS. A, gel PAGE nativo con un
gradiente de poliacrilamida de 4 a 15 % tefiido con AgNOs. B, Imdgenes de microscopia electrénica de transmision
de muestras tenidas con acetato de uranilo. C, Espectros de emisién de fluorescencia normalizados de TioT. D,
Espectros de emision de fluorescencia normalizados de ANS. E, Liberacion de CF de LUVs compuestas de POPG. F,
Espectros de absorbancia de FTIR normalizados por el drea en la region amida I’ de las distintas especies de AS-Ac
0 AS. En E se muestran los valores medios + la desviacidn estandar (o) de tres experimentos independientes. En F,
los espectros se ajustaron utilizando cinco componentes espectrales (= ¢ =) y las resultantes (= =) se superpo-
nen con los espectros originales. Se incluyen también los espectros auto-deconvolucionados de Fourier (¢ ¢ )
con un factor de aumento de la resolucién K= 1,8, desplazados para una mejor visualizacién.

En forma complementaria, se utilizé la sonda solvatocrémica 1,8-ANS para evaluar el grado de accesibilidad

a parches hidrofébicos en cada especie. La emisidn en estado estacionario de la sonda en la presencia de
mAS y mAS-Ac fue baja con un mdaximo centrado a ~515 nm, similar a la fluorescencia observada en buffer
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(Figura 4.2D). Este resultado indica que la sonda interacciona poco con los monémeros o que se une en un
modo expuesto al solvente [113]. En forma similar a otros derivados del ANS, la débil sefial del 1,8-ANS en
presencia de la forma nativa de la proteina puede deberse a interacciones electrostdticas entre la forma
anionica de la sonda y los residuos cargados positivamente de la proteina y/o interacciones hidrofébicas
entre el grupo naftaleno de la sonda con las superficies hidrofdbicas expuestas al solvente que se forman
transitoriamente en el ensamble desordenado de la proteina [113]. Sin embargo, en presencia de las espe-
cies agregadas, se observod un incremento de la intensidad de la fluorescencia para AS-Ac de ~2 veces en las
fibras y ~4 veces en los oligdmeros y para AS de ~3 veces en las fibras y los oligédmeros, siendo ligeramente
mas intenso para los oligdmeros (Figura 4.2D). Estos aumentos de intensidad de fluorescencia fueron
acompafiados con un corrimiento hacia el azul de ~35 nm (Figura 4.2D), de acuerdo con los resultados pre-
vios reportados para AS [93]. Estos resultados indican que la sonda experimenta microambientes hidrofébi-
cos en las especies agregadas, siendo ligeramente mayor en los oligémeros.

Posteriormente, se ensayd la capacidad de las distintas especies proteicas de alterar la integridad de las
bicapas lipidicas. Para este propdsito, se encapsuld una solucién 50 mM de la sonda fluorescente CF dentro
de LUVs de POPG, concentracion a la cual la sonda se encuentra auto-atenuada. De esta manera, las altera-
ciones en la membrana que promuevan la liberacién de la sonda de la vesicula se evidencian por un au-
mento en la intensidad de la fluorescencia. El grado de liberacion de la sonda de los liposomas fue clara-
mente dependiente del estado de agregacion de la proteina. A concentraciones de masa equivalente, los
oligdmeros de ambas proteinas fueron las especies mas efectivas en perturbar la permeabilidad de la
membrana en comparacion con los monémeros y las fibras (Figura 4.2E).

Finalmente, se obtuvieron detalles mas finos acerca de la estructura secundaria de los diferentes estados
conformacionales de AS mediante ATR-FTIR. Para poder resolver las sefiales de los distintos elementos es-
tructurales que se solapan dentro de la region amida I’, los espectros pueden ser tratados con distintos
métodos matematicos como la derivacidon y la deconvolucion. La resolucidn de la region amida I’ se realizo
utilizando la segunda derivada y la FSD (K= 1,8) seguido por un ajuste de las curvas de los espectros IR no
deconvolucionados (K= 1). Se incluyeron algunas restricciones de los parametros de ajuste dentro de ran-
gos fisicamente plausibles (referirse al Capitulo 2). A pesar de que la precisién de la determinacién de la
composicion de la estructura secundaria estd sujeta a cierta incertidumbre debida a las rutinas de ajuste,
este analisis provee informacidn valiosa acerca de los cambios relativos. Los espectros de absorcién, FSD y
las bandas resueltas de muestras representativas para AS-Ac y AS se muestran en la Figura 4.2F. El analisis
del ajuste y las asignaciones se detallan en Tabla 4.1. La banda amida I’ de las proteinas monoméricas se
centraron a ~1643 cm, como se espera para proteinas sustancialmente desordenadas (Figura 4.2F). Este
resultado coincide con resultados previos que demuestran que la N®-acetilacidon de AS no altera significan-
temente la conformacion desordenada del estado nativo de la proteina, incluso cuando dicha modificacién
incrementa la propension a formar a-hélices en los primeros ~10 residuos [32, 147, 148]. La banda posicio-
nada a 1642 cm™ en mAS-Ac y a 1645 cm™ en mAS representa ~65-68 % del total de la absorcién de la ban-
da amida I’ y fue asignada a la estructura desordenada (Figura 4.2F y Tabla 4.1). Sin embargo, esta banda
ancha podria contener alguna contribucion de la estructura a-hélice (absorbancias observadas en condicio-
nes de deuteracion entre 1640 y 1660 cm™* dependiendo de la geometria, simetria o interacciones [119]),
que no pudo resolverse inequivocamente en la banda de absorcién de la proteina. La banda a ~1622 cm™
(~14 % de la absorcidn, Figura 4.2F y Tabla 4.1), tradicionalmente se asigna a la estructura hoja-f aunque
puede también contener contribuciones de conformacién poliprolina Il (PPIl) [149, 150]. La presencia de la
estructura secundaria PPIl en AS fue previamente sugerida por otras técnicas dpticas [151, 152]. Mas re-
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cientemente, los métodos basados en RMN en solucidn demostraron que las conformaciones PPIl se pue-
blan transitoriamente en el ensamble conformacional de la proteina monomérica [24-26]. Por otro lado, los
espectros IR de los oligdmeros mostraron un aumento en la estructura hoja-B a juzgar por la banda mas
resuelta a ~1620 cm™ para las dos proteinas (Figura 4.2F y Tabla 4.1). Esta banda aparece concomitante-
mente con una banda de menor intensidad a 1694 cm™, que se puede apreciar mejor en el espectro FSD
mostrado como lineas punteadas en Figura 4.2G. La aparicién concomitante de estas dos bandas sugiere
una orientacién antiparalela de las hojas-f [116, 118, 120], la estructura caracteristica de las especies oli-
goméricas que nuestro grupo sugirié previamente para los 0AS [100]. Los perfiles FTIR indicaron también
una contribucidn significativa de la estructura a-hélice/desordenada (Figura 4.2F), ligeramente superior en
los ensambles oligoméricos en comparacion con los monoméricos (Tabla 4.1). Estudios de dicroismo circu-
lar (DC) del UV-lejano en especies oligoméricas preparadas por métodos comparables mostraron consisten-
temente que estas estructuras contienen estructura hoja-p [93, 94, 101], probablemente en combinacién
con conformaciones desordenadas como se puede inferir por la ausencia de los caracteristicos dobles mi-
nimos de las conformaciones a-hélice en un espectro DC. En concordancia con esta interpretacién, se des-
cribieron oligdmeros ricos en estructura hoja-f con un borde exterior de proteinas flexibles [94] o con una
estructura cilindrica hueca con un alto grado de desorden [93]. En comparacidn a las proteinas monoméri-
cas, se observo un corrimiento del componente a-hélice/desordenado hacia nimeros de onda mas altos
qgue pueden reflejar un incremento en las contribuciones a-hélice que no fueron resueltas espectroscopi-
camente (Figura 4.2F y Tabla 4.1). Finalmente, el perfil IR de las fibras mostraron un maximo prominente a
~1625 cm™ (Figura 4.2G), una regién espectral caracteristica de las hebras-B en las fibras amiloides. La au-
sencia de la banda a alto nimero de onda indica un arreglo paralelo de las hojas-B [116, 118, 120], como
fue reportado para el plegado amiloide para la proteina no acetilada [85, 88].

Tabla 4.1 Analisis de la estructura secundaria de los ensambles conformacionales de AS-Ac y AS determinado por
FTIR?. Se indican la asignacion de las bandas, la posicion (v in cm™) y la proporcidn de area relativa (%) de cada com-
ponente espectral.

mAS-Ac 0AS-Ac fAS-Ac
Asignacion bandas viem?) % viem?) % viem?) %
Hoja-p 1689 0,8 1694 1,7 - -
1622 154 1621 20,4 1626 30,3
1613 1,8 1608 1,4 1614 28
a-hé“ce/desordenada 1642 65,1 1647 72,3 1641 60
Giros 1670 16,9 1679 4,2 1668 6.9
mAS 0AS fAS
Asignacion bandas v(em?) % v(em?) % v(em?) %
Hoja-B 1689 0,8 1694 18 1688 0,2
1623 12,8 1621 20,6 1623 32,4
1611 21 1608 1,7 1613 3,1
a-hélice/desordenada 1645 68,6 1648 71,3 1640 59,3
Giros 1673 15,7 1679 4,6 1669 5,0

2Valores promedio de tres experimentos independientes. 6 v 1 cm-1; drea +0.1-2.0%.
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Analizando estos resultados en conjunto, concluimos que los distintos ensambles conformacionales de AS-
Ac son similares, en términos de las propiedades hidrodindmicas, morfoldgicas, de tincidn, estructurales y
de ruptura de membrana a aquellos formados por AS. AUn mas importante, se establecié que en forma
similar a los 0AS, las especies oligoméricas formadas por la proteina acetilada con capacidad de permeabili-
zar membranas, poseen una estructura distintiva rica en hebras-B antiparalelas en combinacién con estruc-
turas a-hélices/desordenadas y exhiben un alto grado de superficies hidrofébicas accesibles.

4.3 Evolucion de la estructura secundaria de AS y AS-Ac durante amiloidogé-
nesis

Luego de establecer que los 0AS-Ac purificados poseen la estructura hoja-B antiparalela distintiva, se quiso
determinar si esta caracteristica estructural estd presente en los intermediarios pre-fibrilares poblados
transitoriamente durante el proceso de amiloidogénesis. Para estudiar la evolucién estructural a lo largo de
la via de agregacion proteica, se empled espectroscopia ATR-FTIR para monitorear las transiciones estruc-
turales y la fluorescencia de la sonda TioT para determinar la cinética de formacién amiloide.

La Figura 4.3 muestra los perfiles FSD-IR en la regidon amida I’ a diferentes tiempos, representando cualitati-
vamente la evolucién estructural que tiene lugar a lo largo de la agregacion. En las primeras 9 h de la agre-
gacién de AS-Ac y 12 h de AS, los espectros infrarrojos mostraron la aparicion concomitante de las bandas
de alta y baja frecuencia caracteristicos de las hojas-p antiparalelas (Figura 4.3). Interesantemente para AS-
Ac, a las 12 h estas dos bandas decrecen drasticamente y la banda amida se vuelve llana en la region 1650-
1620 cm™® con un maximo a ~1645 cm?, indicativo de una mayoria de estructuras a-hélices/desordenadas.
Este comportamiento no se pudo observar para AS ya que no se tomaron muestras entre las 12 hy 24 h,
probablemente la ventana temporal donde podrian observarse estos cambios. A mayores tiempos de agre-
gacion, se observd una banda pronunciada localizada a ~1627 cm™ en ambas proteinas lo cual, en ausencia
de un segundo pico a alta frecuencia (~1695 cm™), se atribuye a la conformacién hoja-B paralela de protofi-
lamentos y fibras maduras (Figura 4.3).

A partir de los espectros FSD se calculé el “indice de organizacién de hojas-B (indice-B)”, definido como la
relacién entre los componentes de alta y baja frecuencia de las hojas-B, para monitorear la reorganizacion
de hojas-B en el tiempo [153]. El perfil de indice-B junto con la curva de la cinética de agregacién medida
por TioT estan presentados en la Figura 4.4, paneles superiores. Las agregaciones de AS-Ac y AS exhibieron
el clasico perfil de agregacidn sigmoideo esperado para un mecanismo de nucleacién-polimerizaciéon. El
analisis de las curvas cinéticas de TioT (Ecuacién 1- Capitulo 2) indicaron que AS-Ac y AS forman fibras con
una fase de latencia de 12 hy 19 h, un tiempo de agregacion medio t;/, de ~23 h'y ~34 h y una constante
aparente de crecimiento kg, ~0,17 hty ~0,13h", respectivamente. A pesar de que la agregacion de AS fue
ligeramente mas lenta en nuestras condiciones experimentales, no se observaron diferencias drdsticas en
relacién a AS-Ac y estos valores estan dentro de los reportados para la proteina acetilada [148]. Esta transi-
cién de mondmero a fibras fue acompafiada por un incremento inicial del indice-p durante la fase de laten-
cia y una posterior disminucién a tiempos mas largos evidenciando la formacién y subsecuente desapari-
cion de las especies hoja-B antiparalelas. En un estudio previo donde se empled FTIR para estudiar la agre-
gacion de una variante marcada fluorescentemente de AS, se reporté la formacién de oligémeros transito-
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rios ricos en estructura hoja-pf durante la fase de latencia [143], aunque en dicho trabajo no hubo identifi-
cacidén de la disposicidn espacial de las hebras-p.
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Figura 4.3 Cinética de agregacion de A, AS-Ac y B, AS. Espectros FTIR con auto-
deconvolucién de Fourier (K= 1,8) en la region amida I’ a diferentes tiempos
durante amiloidogénesis

Finalmente, se realizé un analisis cuantitativo de la banda amida I’ a lo largo del proceso de auto-
agregacion para obtener mas informacion de la reorganizaciéon estructural durante el proceso de amiloido-
génesis. Los resultados obtenidos del ajuste de las curvas estan incluidos en la Figura 4.4, paneles inferio-
res. Al comienzo de la agregacion, el contenido total de hoja-B aumentd (Figura 4.4, paneles inferiores) con
una notable contribucién del componente de hoja-B de alta frecuencia denotando la formacidon de especies
ricas en la estructura hoja-B antiparalela en los estadios tempranos de la agregaciéon amiloide. En el caso de
AS-Ac, se observd al comienzo de la fase de elongacidn una disminucién del contenido total de hoja-B asi
como de la contribucidn del componente hoja-B de alta frecuencia, con el aumento concomitante de la
contribucion de la estructura a-hélice/desordenada (Figura 4.4A). Recientemente, se demostré la aparicidn
de intermediarios ricos en la estructura a-hélice desde el comienzo y hasta la mitad de la fase de elonga-
cion en las distintas variantes de AS [154] en concordancia con esta observacion.
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Figura 4.4 Remodelado de hoja-B y cambios estructurales durante el proceso de amiloidogenesis de A, AS-
Ac y B, AS. En los paneles superiores se muestran las cinéticas de formaciéon amiloide monitoreado por
fluorescencia de la sonda TioT (A) junto con la progresién del indice-p (O) y el porcentaje del area de la
banda correspondiente a hoja-p de alto nimero de onda o HW (®). En los paneles inferiores se grafica la
evolucion del contenido de las estructuras hoja-B (%), a-hélice/desordenada (O) y giros-p (H). Los compo-
nentes espectrales fueron resueltos luego del ajuste de curvas del espectro FTIR K= 1. Cada punto represen-

ta la media o de tres experimentos independientes.
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En el caso de AS no pudo constatarse el mismo comportamiento, debido probablemente a la falta de datos
durante esa ventana temporal. En el punto medio de la agregacién, la contribucién de hoja-B fue superior
en los dos casos (~25 % para AS-Acy ~22 % para AS) que al inicio de la fase de crecimiento (~9 % para AS-Ac
y ~14 % para AS) y aumenté a mas del 25 % al final de la fase estacionaria (Figura 4.4, paneles inferiores).
Esta contribucidn se debe principalmente al componente hoja-f de baja frecuencia correspondiente a las
hebras-f acomodadas en una conformacion paralela, mostrando directamente el remodelado de las hojas-
B (Figura 4.4). Este aumento de hoja-p paralela acompafa los cambios en la fluorescencia de la TioT moni-
toreando la estructura cross-B de las fibras. El aumento en el contenido de la estructura hoja-p fue acom-
pafiado por un decaimiento concomitante de la contribucidn de la estructura a-hélice/desordenada, de ~70
% a ~55 % en ambas proteinas, mientras que el contenido de giros fue ~15 % durante todo el proceso (Figu-
ra 4.4, paneles inferiores).

A partir de estos resultados, se demostrd que la transicion de mondmeros a fibras involucra una sustancial
reorganizacion estructural demandando una reorientacién espacial de las hebras-p a nivel de intermedia-
rios pre-fibrilares formados en los estadios tempranos de la agregacion.

4.4 Discusion

Como se demostré anteriormente, los 0AS poseen una cantidad sustancial de estructura hoja-B antiparalela
con un patrén definido de interacciones intermoleculares (Capitulo 3 y ref. [100]). En particular, se postuld
que contactos similares a los fibrilares B1-B1 y B3-B3 (segmentos Leu-Val*® y Val’°-Ala’8, respectivamente)
podrian estar involucrados en las interacciones tempranas oligoméricas formando justamente estas hojas-8
antiparalelas (Capitulo 3). Estas observaciones, junto a numerosos estudios que reportan sobre las propie-
dades conformacionales de los ensambles monoméricos [23, 27, 28, 32, 147, 148], oligoméricos (Capitulo 3
y ref. [93, 94, 100, 133]) y fibrilares [82, 84, 85, 88], sugieren que se requiere un re-arreglo de los contactos
hojas-B para la formacién de las fibras amiloides de AS. Este capitulo se centrd en el estudio de los cambios
conformacionales que ocurren a lo largo de la via de fibrilacion de AS y su forma fisiolégicamente relevante
AS-Ac, con especial atencion en las especies pre-fibrilares que se pueblan durante este proceso con el fin de
poder revelar el remodelado de las hojas-B.

Recientemente se demostré que AS in vivo esta sujeta a N%-acetilacién [19]. A pesar de ser la modificacion
mas abundante en las proteinas eucariotas, su funcién bioldgica no es clara. Una posibilidad es que esta
modificacion esté vinculada con la “Regla de la N” que relaciona la regulacién del tiempo de vida medio de
las proteinas con la identidad del residuo N-terminal en donde la N*-acetilacidn constituye una marca de
direccionamiento para la degradacidn dependiente de ubiquitina [155]. A pesar del consenso general en
relacién a que la adicién del grupo acetilo incrementa ligeramente la helicidad de la regién N-terminal de la
proteina monomeérica [32, 147, 148], existe mucha controversia sobre el rol de esta modificacién en la loca-
lizacién subcelular/membrana de la proteina [32, 156], su unidn a vesiculas [32, 147] y la propensién a la
agregacion [32, 148, 157]. En este capitulo demostramos, por primera vez, que la N*-acetilacién no tiene un
efecto prominente en las propiedades biofisicas de los distintos ensambles conformacionales de la proteina
(Figura 4.2). La consecuencia practica inmediata de estos resultados es la posibilidad de extrapolar el cono-
cimiento adquirido, a lo largo de los afos, sobre las propiedades biofisicas de AS a un sistema que mas se
asemeja al estado natural de la proteina in vivo.

Se demostré que los 0AS-Ac al igual que los 0AS exhiben las caracteristicas espectrales en FTIR atribuidas a
la estructura hoja-B antiparalela, ademas de poseer un alto contenido de la estructura helicoi-
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dal/desordenada y superficies hidrofébicas accesibles (Figura 4.2F y Tabla 4.1). Estas observaciones con-
cuerdan con las caracteristicas generales reportadas para una variedad de subgrupos de los 0AS generados
a partir de protocolos experimentales comparables. Estas poblaciones, a pesar de exhibir diferentes morfo-
logias, poseen caracteristicas estructurales comunes como ser el caracter hidrofébico de las superficies
accesibles y estructura hoja-B antiparalela en combinacidon con una gran proporcion de estructuras desor-
denadas (Capitulo 3 y ref. [93, 94, 100]). Ademas, estos ensambles oligoméricos producidos a partir de so-
luciones de la proteina liofilizada se asemejan a los intermediarios denominados “fuzzy balls” reportados
por Jovin y colaboradores, nanoesferas detectadas en estadios tempranos de la agregacidén de AS con alta
tendencia para reclutar material en sus periferias [90].

En comparacidn con las proteinas monoméricas, los resultados de FTIR sugieren un incremento de la con-
tribucion helicoidal relativa a la estructura desordenada en los 0AS-Ac y los 0AS (Tabla 4.1). La regién N-
terminal de la proteina (residuos Met!-Lys®®) contiene repeticiones degeneradas de segmentos de 11 resi-
duos tipicos de los dominios de interaccidn con lipidos de las a-hélices anfipdticas de las apolipoproteinas
[20] y tras interaccionar con vesiculas acidicas, esta regién adopta una conformacién a-hélice extendida
con un giro similar al de las hélices enrolladas (coiled-coil) dextrégiras [36]. A partir de los estudios realiza-
dos en los 0AS empleando la fluorescencia intrinseca de variantes Trp, se determiné que el nuicleo oligomé-
rico abarca los residuos Phe*-Ala® [104]. Posteriormente, se determiné mediante mediciones de cinética de
intercambio H/D monitoreado por espectrometria de masa, que los segmentos especificos discretos dentro
de dicha regién poseen una dinamica conformacional restringida denotando la presencia de estructuras
persistentes estabilizadas por puentes hidrogeno [105]. Llamativamente, el segmento comprendido entre
los residuos Phe*-Alal’ estd protegido del intercambio isotépico indicando una estructuracion de la region
distal N-terminal [105]. En concordancia con estos resultados, en el Capitulo 3 se mostré que los 0AS-pir
exhiben intensas sefiales de excimero en las posiciones ensayadas del extremo N-terminal (Figura 3.6 y 3.7)
mostrando un alto grado de empaquetamiento de esta region y la existencia de una red especifica de con-
tactos intermoleculares. Estos resultados hablan a favor de la adquisicién de estructuras regulares en la
region N-terminal (Capitulo 3). En base a estos antecedentes calculamos, mediante herramientas bioinfor-
maticas (Capitulo 2), la propensidn de la proteina de adoptar una conformacion de tipo coiled-coil. El calcu-
lo arrojo una probabilidad de ~2 % de formar este tipo de motivo estructural para los primeros 21 residuos
de la proteina. Por lo tanto, postulamos que la contribucién helicoidal en 0AS-Ac y 0AS podria estar media-
da por la estructuracién de la porcidon N-terminal en un arreglo de tipo coiled-coil. Si bien esta hipdtesis
debe ser probada experimentalmente, estos antecedentes destacan la importancia de esta regién en el
establecimiento de las interacciones oligoméricas tempranas.

mAS OAS fAS

Agregacion amiloide

Figura 4.5 Representacion esquematica de la reorganizacién de los segmentos que participan en las interac-
ciones hoja-f durante el proceso de amiloidogénesis.
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A lo largo de la agregacion de las dos proteinas, las sefiales espectroscépicas que reportan sobre la estruc-
tura hoja-p antiparalela (indice-B y componente de hoja-p de alta frecuencia) crecieron, alcanzaron un ma-
ximo y luego disminuyeron antes de la méxima respuesta de TioT, revelando la formacién y la posterior
consumicion de los intermediarios tempranos en los cuales las moléculas de la proteina adoptan una geo-
metria hoja-B distinta de aquella obtenida en el producto fibrilar (Figura 4.4, panel superior). Interesante-
mente, estas diferencias en la organizacidn de las hojas-B, desde una geometria antiparalela en especies
intermediarias a una organizacién paralela en la forma fibrilar, fueron reportadas previamente para otras
proteinas amiloidogénicas como el péptido AP [158, 159], un péptido pridnico [160], B2-microglobulina
[161], lisozima [162] y el dominio Josephin de ataxina-3 [163]. A partir de estas observaciones se sugirio
gue esta organizacion de las hojas-f podria representar un motivo estructural comdn en los oligdmeros
amiloides subyacente a sus propiedades patogénicas de ruptura de biomembranas [100, 158, 159]. El re-
modelado de las hojas-B en AS-Ac ocurre a través de las especies ricas en estructuras helicoida-
les/desordenadas (Figuras 4.3, 4.4 y 4.5). Si bien no se pudo observar para AS debido a los tiempos de
muestreo, postulamos que esto también ocurriria en la proteina no modificada. Estos descubrimientos
correlacionan con trabajos previos describiendo intermediarios ricos en la estructura a-hélice durante la
agregacion de AS bajo algunas condiciones [154, 164]. Interesantemente, la regién N-terminal mostré ser
especialmente sensible a la formacién de estos intermediarios [154] apoyando nuestra propuesta sobre el
rol clave de esta porcién de la proteina en el auto ensamblado amiloide. En concordancia con estas obser-
vaciones experimentales, un estudio realizado in silico sobre los estadios tempranos de la oligomerizacién
de la regién amiloidogénica de AS mostré que los dimeros y los trimeros contienen regiones con ambos
tipos de estructuras, a-hélice y hojas-, donde las hojas-p si bien se forman por una diversidad de contac-
tos, adquieren exclusivamente una orientacién antiparalela [165]. Es importante notar que los intermedia-
rios ricos en la estructura a-hélice se describieron en la via de agregacion de otras proteinas amiloidogéni-
cas, como en la del péptido AP caracteristico de las placas amiloides de la enfermedad de Alzheimer y la
amilina de la diabetes de tipo Il, conduciendo a la hipdtesis que los intermediarios helicoidales mediarian la
oligomerizacion temprana de los polipéptidos nativamente desestructurados [166]. Es importante resaltar
que las caracteristicas estructurales principales de los intermediarios transitorios detectadas por ATR-FTIR,
es decir la estructura hoja-B antiparalela combinada con las estructuras helicoidales/desordenadas, son
similares a aquellas encontradas para diversas poblaciones de oAS atrapados cinéticamente [93, 94, 100] y
se asemejan a los 0AS compactos, estructurados y altamente téxicos identificados por medio de la técnica
de FRET a nivel de molécula unica [76].

Recientemente se propuso un mecanismo estructural para el ensamblado del péptido amiloide AB(1-40) en
el cual, una rotacién concertada de 90° en los oligémeros poblados transitoriamente formados por el apila-
do hidrofébico de las horquillas-B, formarian una semilla fibrilar con las hojas-B paralelas en registro [167].
Basados en las evidencias discutidas en los parrafos anteriores, la fibrilogénesis de AS-Ac y AS no se podria
explicar solamente por una reorientacion de 90° de las hojas-B debido a que algunas de las interacciones
hojas-B tempranas necesitan adoptar otra clase de estructura secundaria (hélice/desordenada) previamen-
te a la elongacion de las fibras. Teniendo en cuenta que, segun las predicciones informaticas la regién B3
tiene una alta propension de formar hoja-p y agregar, que esta involucrada en contactos intermoleculares
oligoméricos (Capitulo 3) y se encuentra hacia el centro del nucleo fibrilar (Figura 1.6, [88]), postulamos que
esta regidn permaneceria estructurada como hoja-f durante la agregacion. Asi, una rotacién alrededor del
eje longitudinal de B3 junto a una restructuracién de las regiones B localizadas hacia la porcién N-terminal
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podria permitir el remodelado de la red de interacciones de las hojas-B para desencadenar la elongacién de
fibras (Figura 4.6).

Hojas-f antiparalelas

0AS

Hojas-p paralelas

fAS

Figura 4.6 Representacién de la conversidn de hojas-f antiparalelas a paralelas propuesta para la re-
gion B3 de AS en agregados amiloides. Una rotacidn concertada de 90° en oAS de las hojas-} de la
region B3 darian lugar a una semilla con la estructura caracteristicas de fAS que luego desencadenaria
la formacidn de las fibras.

Como se menciond en el Capitulo 1, la formacidon amiloide es un proceso complejo que involucra distintos
intermediarios que varian en tamafo, estructura y morfologia. La complejidad de este proceso puede ra-
cionalizarse en el contexto de la teoria de paisaje energético del plegamiento/agregacion proteica (Figura
1.1). En analogia con el plegamiento proteico, donde las interacciones intramoleculares conducen a la mul-
titud de conférmeros hacia el ensamble nativo, los contactos intermoleculares conducen a la cadena poli-
peptidica a estados auto-ensamblados culminando en la formacidn de agregados supramoleculares amiloi-
des altamente estables [6]. El estado nativo de AS es un ensamble de conférmeros altamente dinamicos
gue pueblan transitoriamente todas las regiones favorables del grafico de Ramachandran, incluyendo las
regiones alfa, beta y PPIl [24-26]. Estas estructuras secundarias dinamicas, junto con las interacciones ter-
ciarias de largo alcance que involucran las regiones que residen afuera del nucleo de las fibras [27, 28],
modulan la cinética de fibrilacién. Las conformaciones favorecidas propensas a agregar direccionan el en-
samble desordenado hacia el minimo del embudo energético de agregacidn. La rugosidad de este embudo
y la multiplicidad de las vias de agregacién conducen a la posibilidad que los oligdmeros metaestables dis-
tinguibles puedan ser atrapados cinéticamente en minimos energéticos locales. Esto tiene un impacto bio-
l6gico inmediato ya que el mal plegamiento y la agregacion de la proteina en la célula podria generar mul-
tiples especies que varian en tamafo, estructura secundaria, terciaria y cuaternaria y, mas importante,
diferentes roles patoldgicos. De esta manera, los intermediarios desordenados que exponen superficies
hidrofdbicas flexibles podrian participar en interacciones aberrantes con proteinas, oligdmeros ricos en la
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estructura hoja-B antiparalela podrian actuar como toxinas alterando la homeostasis de los iones, los in-
termediarios helicoidales podrian promover la formacién de fibras mediante el incremento de la concen-
tracién local de secuencias amiloidogénicas, etc. Ademas, ya que la forma exacta del embudo de agrega-
cion depende de las condiciones ambientales, el balance entre los distintos estados conformacionales po-
dria cambiar dindmicamente dependiendo de los distintos escenarios fisioldgicos/patoldgicos. En este capi-
tulo presentamos evidencias sobre una de estas vias de agregacién, la cual involucra la reorientacidn espa-
cial de las hebras-B a nivel de los intermediarios pre-fibrilares, brindando informacién estructural valiosa
sobre los complejos cambios conformacionales que ocurren en el transcurso de la formacidon amiloide in
vivo de AS y su forma fisioldgica AS-Ac.

Parte de los resultados presentados en este capitulo se publicaron en Gallea, J.l., et al., Structural
remodeling during amyloidogenesis of physiological N*-acetylated a-synuclein. Biochim Biophys Acta, 2016.
1864(5): p. 501-10.
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Capitulo 5 Efecto de la oligomerizacion en la
interaccion de AS con biomem-
branas

El rol fisioldgico de AS estaria relacionado al trafico de las vesiculas sindpticas y a la neurotransmi-
sién de la dopamina [61, 168]. Diversos trabajos indican que la interacciéon de los mAS con membranas es
crucial para su funcién [168] y se ha mostrado que la proteina tiene mayor afinidad por membranas aniéni-
cas de alta curvatura como es el caso de las vesiculas sinapticas [20]. La oligomerizacion amiloide de AS esta
involucrada en la muerte de las neuronas dopaminérgicas y en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson.
Diferentes mecanismos de toxicidad se vinculan a los 0AS, entre los que se encuentra el dafio a diferentes
tipos de membranas celulares [61]. En este capitulo, se evalud el impacto que tiene la oligomerizacién de
AS en su capacidad de interaccidn con biomembranas, con especial interés en su sensibilidad a curvatura.
Para llevar a cabo este objetivo se utilizd la técnica de FCS, estudiando cuantitativamente la interaccion de
los mMAS y los 0AS con biomembranas de distintas composicion y curvatura.

5.1 Medidas de interaccion lipido-proteina mediante FCS

La técnica de FCS ha sido ampliamente utilizada para estudiar las interacciones entre biomoléculas tanto in
vitro como en células [169, 170] y ha demostrado ser una herramienta muy poderosa para determinar las
propiedades de union de polipéptidos, incluida AS, a biomembranas [37, 38, 171]. Como parte de esta tesis,
nos propusimos implementar esta técnica por primera vez en nuestro laboratorio para evaluar el impacto
de la oligomerizacidn en las propiedades de interaccidon de AS con membranas lipidicas.

El principio de FCS se resume brevemente en el Anexo A.2. El analisis temporal de las fluctuaciones de la
intensidad de la fluorescencia de moléculas individuales difundiendo a través de un pequefio volumen de
observacién permite obtener curvas de autocorrelacion que contienen informacion sobre el tiempo de
difusion caracteristico de las especies. En estudios de interacciones entre moléculas cuando solo una de las
especies es fluorescente, la unién podrd evidenciarse si se produce un cambio en el tamafio molecular apa-
rente de la especie fluorescente que pueda ser detectado como un incremento en el tiempo de difusion. En
nuestro caso, las especies distinguibles seran sélo dos: la proteina marcada fluorescentemente libre en
solucidon y unida a las vesiculas. Para ello se utilizé AS marcada en el residuo 140 con la sonda fluorescente
Alexa488 (mAS-A488). Esta posicidn se seleccioné para prevenir cualquier efecto que pudiera causar la
sonda hidrofébica en la unién de AS a las membranas ya que dicha interaccion esta mediada principalmen-
te por el extremo N-terminal de la proteina ya sea en la forma monomérica [20] como oligomérica [104]. En
el contexto de este capitulo los términos interaccidon y unidn deben interpretarse como una particion de la
proteina entre dos fases fluidas inmiscibles: la solucidn acuosa y la bicapa [123].
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En la Figura 5.1 se muestran las curvas de autocorrelacidn representativas de los mAS-A488 y los 0AS-A488
en ausencia y presencia de un exceso de SUVs. El tiempo de difusidon caracteristico de los mAS-A488 fue
~150 us, mientras que para los 0AS-A488 fue de ~570 ps, consistente con el mayor tamafio de estas espe-
cies en comparacién al mondmero (Tabla A.1y Figura A.4). En presencia de lipidos, ambas curvas se despla-
zan hacia mayores tiempos de decaimiento (Figura 5.1). La condicion de saturacién se evidencia por la su-
perposiciéon de las curvas de autocorrelacién con el agregado de concentraciones mayores de lipidos. Las
diferencias en los tiempos de difusion en ambas condiciones permiten cuantificar Fj5 a distintas concen-
traciones de lipidos segun la Ecuacidn 2 (Capitulo 2) y construir las curvas de unién. Finalmente, estas se
ajustan con la Ecuacion 4 (Capitulo 2) para obtener los pardmetros termodinamicos de particion K, y AG;,)
o, alternativamente, con la Ecuacidn 5 (Capitulo 2) para obtener K(‘;p. Cabe recordar que estos parametros
representan el acoplamiento de los equilibrios de particidn y plegamiento, conteniendo tanto contribucio-
nes electrostaticas como hidrofébicas [123].
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Figura 5.1 Curvas de autocorrelacion normalizadas de mAS-A488 y
0AS-A488 en solucidn (==) y unidas a SUVSs de POPG (= =),

5.2 Sistemas modelo de biomembranas

Para evaluar el impacto de la oligomerizacién en las propiedades de interaccién de la proteina con bio-
membranas se utilizaron sistemas modelos simples que permitieran inferir sobre la respuesta a ciertos pa-
rametros fisicos de la membrana.

Para analizar la sensibilidad a la curvatura se emplearon vesiculas unilamelares obtenidas por sonicacion o
extruidas a través de una membrana de 100 nm de poro. En ambos casos, el tamafio de los liposomas se
determiné mediante DLS obteniéndose diametros de entre 16-35 nm para las SUVs y 74-84 para las LUVs,
dependiendo de la composicidn. La curvatura promedio de estas bicapas (1/r) cambia por un factor de ~3
entre estas vesiculas. El tamafio promedio de las SUVs las convierte en un buen modelo de vesiculas sindp-
ticas cuyo didametro es de ~40 nm [172].

Para la composicion de las vesiculas se seleccionaron lipidos con cadenas hidrocarbonadas palmitoil-oleoil
(PO) para emular la asimetria y monoinsaturacion de lipidos fisiologicos. POPC se seleccioné por ser uno de
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los fosfolipidos zwitteridnicos mds abundantes de las membranas in vivo [173]. Considerando que los mAS
interaccionan preferencialmente con las membranas cargadas negativamente [37, 38], se emplearon los
fosfolipidos aniénicos POPG y POPS, este ultimo de mayor relevancia fisioldgica ya que es el lipido anidnico
mayoritario en las membranas celulares eucariotas [173]. Dado que las membranas bioldgicas no contienen
grandes proporciones de lipidos anidnicos [173], se moduld el contenido de

carga de la interfase con la mezcla binaria POPC:POPS 70:30. Finalmente, se empled una mezcla compleja
(denominada SV-m) de POPC:POPS:POPE:Col 40:10:25:25 la cual puede equipararse tanto en composicion
como en contenido anidnico (~15 %) a las vesiculas sindpticas [172].

5.3 Interaccion de los mAS con biomembranas modelo

Para obtener los pardmetros de interaccién de los mAS-A488 con liposomas de diferente tamafio y compo-
sicién, se realizaron titulaciones de una solucidn de proteina 100 nM con concentraciones crecientes de
lipidos en un rango de [L],. entre 0 y 400 uM. A mayores concentraciones de lipido las curvas de autoco-
rrelacién presentaron anomalias debido probablemente a un efecto de dispersion [174].

En primer lugar, se analizd la interaccion de los mAS-A488 con las SUVs formadas por los lipidos puros
POPG, POPS y POPC. En los 3 casos, las curvas se desplazaron a mayores tiempos de decaimiento con el
agregado de concentraciones crecientes de los lipidos indicando interaccién con las vesiculas (Figura 5.2).
Los tiempos de difusion caracteristicos de los mAS-A488 fueron 145 ~150 ps mientras que en condiciones de
saturacion fue 45 ~400-600 us (Tabla A.1y Figura A.4). La forma hiperbdlica de las curvas de unidn (Figura
5.3) es consistente con una interaccidon no-cooperativa. Por otro lado, los experimentos control realizados
adicionando la proteina no marcada a una suspensién de SUVs indicaron que los mAS-A488 no causan
agregacion entre las vesiculas o alguna otra alteracidon que modifique su difusién (Figura A.5). Las curvas de
titulacién indican una mayor afinidad de los mAS-A488 por las vesiculas cargadas negativamente que por
las membranas zwitterionicas (Figura 5.3) con constantes de particion K, ~2x108 para POPG, POPS y ~2x10°
para POPC (Figura 5.4 y Tabla 5.1). En correlacién con esos resultados, una reduccién del contenido de lipi-
do cargado a un 30 % en la mezcla binaria POPC:POPS redundé en una drastica disminucion de la afinidad
evidenciandose por un decrecimiento de K;, ~100 veces en comparacién a POPS pura (Figura 5.4 y Tabla
5.1). En el caso de SV-m (10 % de lipido cargado), la afinidad se vio aun mas reducida con un valor de K,
~7x10°.

En forma analoga, se evalud la interaccién de los mAS-A488 con las LUVs (Figura 5.2). En este caso los valo-
res de T4 fueron entre 1,22 y 2,05 ms (Tabla Al). Al igual que para las SUVs, la tendencia de afinidad siguid
el orden POPG~POPS>POPC (K,, ~3x107, 1,5x10” y 9x10°, respectivamente) y disminuyé ~100 veces en la
mezcla POPC:POPS en comparacion con POPS pura (Figura 5.4 y Tabla 5.1). Llamativamente, si bien se pudo
detectar una interaccién entre los mAS-A488 y las SV-m en las curvas de autocorrelacién (Figura 5.2) no fue
posible estimar un valor de K}, debido a que no se llegd a definir una condicién de saturacion en el rango de

concentracion lipidica accesible por esta técnica.
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Figura 5.2 Curvas de autocorrelaciéon normalizadas de mAS-A488 y 0AS-A488 a concentraciones crecientes de
lipido accesible (uM) para las distintas composiciones. Los experimentos se realizaron con vesiculas puras de
POPG, POPS y POPC y de las mezclas POPC:POPS 70:30 y SV-m (POPC:POPS:POPE:Col 40:10:25:25).

En conjunto, estos resultados indican que independientemente de la curvatura de las membranas, la pre-
sencia de lipidos anidnicos favorece la interaccién con las vesiculas [37, 38] y que, en nuestras condiciones
experimentales, los mAS-A488 no tienen especificidad por las cabezas polares de POPS o POPG [38]. Por
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otro lado, los valores significativos de AG2, determinados para POPC (~-8 Kcal/mol, Tabla 5.1), indican que
ademas de la contribucién electrostatica, otros factores influencian la interaccion de la proteina con mem-
branas.

mAS 0AS

5d0d

Sd0d

Fraccion AS unida
2d0d

Sd0d-2d0d

W-AS

1 o o O
0 100 200 300 0 100 200 300 400
[Lipido accesible] (uM)

Figura 5.3 Curvas de union de mAS-A488 y 0AS-A488 a SUVs (M) y LUVs (@) de distinta compo-
sicién derivadas del andlisis de las curvas de FCS utilizando la Ecuacién 2 (Capitulo 2). El ajuste
(==) se realizé con la Ecuacion 4 (Capitulo 2). Los simbolos abiertos (O,[]) indican valores de
F5 asumiendo un valor tedrico de T (ver texto para mayores detalles) y se muestran solo a
fines comparativos.

Comparando los resultados en relacién al cambio de curvatura, los valores de K, de los mAS-A488 por las
SUVs fueron mayores a los determinados para las LUVs (Figura 5.4 y Tabla 5.1) en coincidencia con los nu-
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merosos trabajos que reportan la mayor afinidad de la proteina por las membranas de alta curvatura [20,
35, 38, 175-178]. Esta sensibilidad a curvatura fue dependiente de la composicién de las vesiculas ya que
disminuyé ~3 veces en la mezcla POPC:POPS y ~7 veces en vesiculas de POPC en comparacién a POPS pura
(Tabla 5.1). Estos resultados sugeririan que una reduccion de la contribucion electrostatica en la interaccion
proteina-membrana amortigua la dependencia con la curvatura, en contraposicion con los resultados re-
portados anteriormente [40, 179]. Interesantemente, la afinidad de los mAS-A488 por las SUVs de la com-
posicién que simula la de las vesiculas sinapticas fue mayor a la de vesiculas de baja curvatura.

14109 mAS 0AS
] [ SUVs
= LUVs
1x108 4 |
a
1x107 § 3
1x106 3 E

POPG POPS POPC POPC: SV-m POPG POPS POPC POPC: SV-m

POPS POPS

Figura 5.4 Constante de particion de mAS-A488 y 0AS-A488 a SUVs (M) y LUVs (M) de distinta
composicion. En algunos casos no fue posible determinar los valores de Kp(*) o los de T4 (**).

5.4 Interaccion de los 0AS con biomembranas modelo

En forma paralela, se evalud la interaccidon de los 0AS-A488 con las vesiculas de igual tamafio y composicion
a las empleadas en los experimentos detallados en la seccién anterior. El hecho de usar las mismas pobla-
ciones en ambos casos evita introducir diferencias originadas por las pequeias heterogeneidades entre
diferentes preparaciones.

Los ensayos de titulacidn se realizaron a una concentracidn fija de oligdmeros (1000 nM determinado en
unidades de proteina monomeérica, 140 nM de proteina marcada inicial) y concentraciones crecientes de
lipidos.

Con el agregado de las SUVs o las LUVs de POPG o POPS, las curvas de autocorrelacidon se desplazaron a
mayores tiempos de decaimiento alcanzando valores de 745 ~0,8-2,9 ms (Tabla A.1). Los valores de K, cal-
culados para las membranas cargadas negativamente fueron similares en el orden ~3x10° (Figura 5.4 y Ta-
bla 5.1), indicando que los 0AS-A488 tampoco muestran especificidad por el grupo polar de estos dos lipi-
dos anidnicos, y mas importante, que no son sensibles en estos casos a los cambios de curvatura. La afini-
dad de esta interaccion se redujo drdsticamente cuando se disminuyd el contenido de lipido cargado nega-
tivamente en las mezclas POPC:POPS o SV-m, observandose solo una débil interaccidn con las SV-m de baja
curvatura aunque no pudo determinarse el valor de K, (Figura 5.2). Sorprendentemente, la adicién de las
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SUVs de POPC no produjo corrimientos en las curvas de autocorrelacion (Figura 5.2) mientras que se de-
termind una K, de ~2x10° para las LUVs (Figura 5.4 y Tabla 5.1), en contraposicién a lo observado para la
proteina monomérica.

Estos resultados demuestran que la oligomerizacidon impacta profundamente en las propiedades de unidn
de AS a las biomembranas, perdiéndose en algunos casos la capacidad de interacciéon y cambiando drasti-
camente la sensibilidad a curvatura. Mientras que disminuye la interaccién preferencial hacia las vesiculas
de alta curvatura con alto contenido de cargas, incrementa la afinidad por las membranas zwitteriénicas de
baja curvatura, en claro contraste al comportamiento exhibido por los mAS-A488.

Tabla 5.1 Constante de disociacién aparente (K;p), coeficiente de particién molar (K,) y energia libre de particion
(AGy) de mAS-A488 y 0AS-A488 a vesiculas de distinta composicién y curvatura.

mAS
Lipidos SUVs LUVs
Kz? (um) K, AGy Kg? (um) K, AGy
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
POPG 02+0,1 (2 £ 2)x10® -11,4+0,5 1,9+0,6 (2,9+0,9)x107 -10,1+0,2
POPS 0,3+0,1 (1,9+0,6)x10® -11,2+0,2 4,0+0,7 (1,4 0,2)x107 -9,7+0,1
POPC 28+3 (1,9 +0,2)x10° -8,5%0,1 6314 (9+2)x10° -8,1%0,1
POPC:POPS 9+2 (6 £ 1)x10° -9,2%0,1 44+8 (1,3+0,2)x10° -8,3+0.1
SV-m 84+19 (7+1)x10° -7,8+0,2 *x *x *x
0AS
Lipidos SUVs LUVs
Kg? (um) K, AGY Kg? (um) K, AGp
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
POPG 9+3 (6+ 2)x10° 9,2+0,2 17+2 (3,2 0,3)x10° -8,8+0,1
POPS 18+8 (3+1)x10° 9,004 162 (3,4+0,4)x10° -8,910,1
POPC * * * 29+6 (1,9 0,4)x10° -8,5+0,1
POPC:POPS * * * * * *
SV'm * * * % %k * %k % %k

*No determinado
**No fue posible determinar el valor de T}

Resultd llamativo que los valores de T4 obtenidos a partir del andlisis de las curvas de autocorrelacion de
los 0AS-A488 en presencia de un exceso de las LUVs de POPG y POPS fueran inferiores a los determinados
para los mAS-A488 en las mismas condiciones (Figura 5.2 y Tabla A.1). Una explicacion plausible seria la
presencia de una fraccién de oligémeros que contribuyen a la sefial medida como una especie difusible que
no participa del equilibrio de particién resultando asi en menores tiempos de correlacion. Se ha reportado
gue la agregacion de AS en membranas involucra la extraccion de lipidos de la bicapa y el agrupamiento de
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los mismos entorno a agregados proteicos [180-182]. Dado que las especies prefibrilares reconocidas por el
anticuerpo A1l1l se identificaron en los agregados formados sobre membranas soportadas, Reynolds y cola-
boradores sugirieron que la adicién de oligémeros preformados a membranas podria resultar en la extrac-
cion de una pequeiia cantidad de lipidos [180]. Teniendo en cuenta estos antecedentes y considerando que
los 0AS induce permeacién de vesiculas de POPG (Figura 4.2E) postulamos que se formarian especies oli-
goméricas conteniendo lipidos que no pueden reasociarse a las vesiculas. Aproximando a las dos especies
interactuantes, oligdmeros y vesiculas, como esferas rigidas en un complejo 1:1, su tiempo de correlacién
corresponderia a la sumatoria de los tiempos de correlacién de los 0AS-A488 libre y los mAS-A488 en con-
dicién de saturacidn. Considerando esta aproximacion, se recalcularon las curvas de titulacion de POPG y
POPS alcanzandose en ambos casos un plateau el cual, considerandolo como el 100 % de saturacion, permi-
tié estimar valores de K, que fueron similares a los obtenidos anteriormente.

5.5 Interaccion de los mAS y los 0AS con vesiculas sinapticas

Si bien numerosos trabajos sefialan a AS como una proteina presindptica asociada a SVs [41-44] a la fecha
no existen reportes cuantitativos sobre dicha interaccidn. Es por ello que empleamos FCS para evaluar la
interaccion de mAS-A488 y 0AS-A488 con SVs y los resultados obtenidos se incluyen en la Figura 5.5.

A
anti-Sf
Buffer SVs ASB
B 1.04 e MAS
| e 1+ 5Vs (250 UM FL,()
0.8 — 1 SV5 (400 M FL, )
0.6

w— OAS
e+ 5Vs (250 uM FLy)
e+ 55 (400 M FLoo)

G(t), normalizado
o
o

0.4 -
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Figura 5.5 A, Identificacion de SVs mediante la técnica de dot blot empleando el anticuerpo anti-sinaptofisina
(anti-Sf) como marcador especifico. Se utilizaron como controles negativos el mismo buffer utilizado para sus-
pender las SVs y una solucidon de albumina sérica bovina (ASB). B, Curvas de autocorrelacion normalizadas de
mMAS-A488 y 0AS-A488 en presencia de SVs a dos concentraciones de fosfolipidos accesibles (FLac).
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Se empleé el protocolo descripto recientemente por Ahmed y colaboradores [115] que permite el aisla-
miento de las SVs con un alto grado de pureza y rendimiento. Se considerd la posibilidad de que las vesicu-
las obtenidas se encontraran saturadas con AS enddgena ya que no contamos con un modelo de ratén
knock-out para la proteina. Por ello, se realizé un tratamiento con una solucién alcalina (Capitulo 2) a fin de
disociar las proteinas periféricas. Las vesiculas de ~ 34 nm de didmetro fueron inmunorreactivas para la
glicoproteina integral de membrana sinaptofisina confirmando que la poblacién purificada corresponde a
SVs (Figura 5.5A). La adicion de SVs a los mAS-A488 o los 0AS-A488 no indujo cambios en las curvas de au-
tocorrelacién (Figura 5.5B) en el rango de concentracion lipidica accesible utilizado. Estos resultados sugie-
ren una baja afinidad de AS por las SVs.

5.6 Discusion

El estudio de la interaccién de AS con membranas ha atraido considerable atencién ya que parece ocupar
un rol central tanto en la fisiologia como en la patologia vinculada a esta proteina. Si bien la funcion biolo-
gica de AS aun no se establecié fehacientemente, existe un consenso en que estaria involucrada en la man-
tencién del reservorio distal de las SVs y en la regulacién de la fusion de estas vesiculas [61, 168]. En este
sentido, muchas evidencias sustentan que AS es una proteina sensora de curvatura que interacciona prefe-
rencialmente con vesiculas anidnicas de tamanos similares a las SVs [20, 40]. Por otro lado, se conoce que
el dafio a diferentes membranas celulares es uno de los mecanismos de toxicidad asociado a la agregacion
amiloide de AS [61, 168], aunque la naturaleza de la especie patogénica es materia de debate. La ausencia
de una correlacidn directa entre el desarrollo de la enfermedad de Parkinson con la cantidad de inclusiones
de AS o cuerpos de Lewy [183] llevd a postular que los oligdmeros prefibrilares serian las especies mas neu-
rotdxicas. Es por ello que un gran niumero de grupos de investigacién se enfocaron en dilucidar las bases
fisicoquimicas de la asociacion de los mAS a membranas, asi como los mecanismos de dafio a membranas
inducidos por los 0AS. Con la hipdtesis de que la oligomerizacién podria acarrear una pérdida de funcién en
adicion a la ya documentada ganancia de toxicidad de los 0AS, en este capitulo abordamos el estudio de la
interaccion de los 0AS con biomembranas, con especial interés en la sensibilidad a curvatura.

Estudios recientes mostraron que la acetilacion N-terminal de AS tiene un muy bajo impacto en las propie-
dades de unién a biomembranas [184]. Por este motivo y a fines comparativos con trabajos ya publicados,
se utilizé AS no acetilada. Por otro lado, si bien la comparacion exacta de los parametros termodindamicos
de interaccion determinados en este trabajo con los publicados por los distintos grupos no es posible debi-
do a las diferentes condiciones experimentales empleadas (composicién, tamafo de vesiculas, fuerza idni-
ca, etc.), los resultados se discutiran referidos a cambios relativos en cada caso.

Se determind que los mAS-A488 se une a las SUVs y LUVs compuestas de POPG o POPS con afinidades simi-
lares (Figura 5.4 y Tabla 5.1) indicando que la proteina no tiene una especificidad particular por las cabezas
polares de estos lipidos, en concordancia con datos reportados anteriormente [38, 185]. Asimismo, se
comprobd que la interaccidn es favorecida por el aumento de la densidad de carga negativa y de la curvatu-
ra de las membranas en correlacion con estudios previos [20, 37, 38, 40]. La sensibilidad dual de AS hacia
los lipidos cargados y curvatura fue racionalizada en términos de las caracteristicas quimicas particulares de
la hélice anfipatica extendida que se forma en el extremo N-terminal de la proteina (residuos Met!-Ala®)
[36] al interaccionar con membranas [39, 40]. La hélice anfipatica de AS se encuentra desbalanceada ya que

su cara hidrofébica es poco desarrollada por estar formada mayoritariamente por residuos poco volumino-
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sos como Val, Ala y Thr y su cara hidrofilica posee una distribucién equitativa de residuos Lys en sus dos
extremos (Figura 1.4B). Pranke y colaboradores propusieron que la curvatura de la membrana facilitaria la
insercién de la hélice anfipatica en la region interfacial y la minima contribucién de la cara hidrofébica a la
interaccion seria compensada por las interacciones electrostaticas [40]. Sin embargo, los valores derivados
de AGp (Tabla 5.1), los cuales incluyen tanto la contribucién electrostatica como la hidrofébica, indican que
esta ultima no debe ser subestimada. Asumiendo que la contribucién hidrofébica es similar en las vesiculas
formadas por POPG, POPS, POPC y POPC:POPS, los valores de AG,‘,’ (Tabla 5.1) sugieren que la insercion de
los residuos hidrofébicos e incluso de las cadenas laterales hidrocarbonadas de los residuos Lys [186] en la
bicapa contribuyen significativamente a la interaccidn. Notablemente, esta contribucidn es mayor en vesi-
culas de alta curvatura a juzgar por los valores de AG, determinados para las SUVs y LUVs de dichas com-
posiciones (Tabla 5.1). En base a estos resultados, proponemos que la contribucién hidrofébica proporciona
la fuerza termodinamica impulsora para la asociacion de AS a las membranas, posiblemente para compen-
sar defectos de empaquetamiento especialmente exacerbados en las vesiculas pequefas [39, 176].

Existen reportes contradictorios en relacidn a la interaccién de AS con membranas zwitteridnicas. Mientras
algunos autores sefialan que AS es incapaz de unirse a membranas de POPC [20] o de PC:POPE:colesterol
excepto a las de muy alta curvatura [40], otros han reportado unidn a vesiculas de POPC con diferentes
afinidades (este trabajo y ref. [37, 38, 184, 187]). Estas diferencias podrian provenir de las distintas condi-
ciones experimentales, diferencias en los tamafios de los liposomas empleados o la composicién de los
mismos. En este sentido, en un estudio reciente se demostré que el agregado de colesterol a las membra-
nas de POPC abole completamente la unién de AS [184], lo cual podria explicarse por el ordenamiento de
los lipidos promovido por el colesterol y la reducida afinidad de AS por la fase liquido ordenada [188, 189].
Este efecto podria conciliar lo encontrado en el caso de la mezcla PC:POPE:colesterol [40]. Es interesante
notar que AS fue capaz de unirse a vesiculas conteniendo 25 % de colesterol y solo un 10 % de lipidos anié-
nicos en la mezcla lipidica que asemeja la composicion y curvatura de las vesiculas sindpticas (Figura 5.4 y
Tabla 5.1), consistente con su funcidn fisioldgica propuesta [61, 168]. Por otro lado, los resultados obteni-
dos en presencia de SVs (Figura 5.5) sugieren una Kgp en el orden mM, en correlacién con estudios de loca-
lizacion subcelular de AS en los que se sugiere que la asociacién con las SVs es débil y que la mayor parte de
la proteina se encontraria soluble en el terminal presinaptico [190, 191].

Los diferentes estados agregados de AS son capaces de asociarse a membranas lipidicas [98, 102, 192]. Se
ha mostrado que ensambles de los 0AS obtenidos a partir de protocolos experimentales similares a los
empleados en esta tesis, comparten algunas de las propiedades de unién de los mAS teniendo mayor selec-
tividad por membranas anidnicas en fase desordenada [101]. Ademds, esta interaccidon también esta me-
diada por el extremo N-terminal de la proteina al menos hasta la posicién Ala*®® [104]. En esta tesis mostra-
mos cuantitativamente que, al igual que la proteina monomérica, los 0AS no presentan selectividad por las
cabezas polares de POPG o POPS (Figura 5.4 y Tabla 5.1).

Sin embargo, nuestros resultados muestran que la oligomerizacién afecta marcadamente la interaccidn de
AS con membranas (Figura 5.4 y Tabla 5.1). Por un lado, la afinidad disminuye al punto que en algunos ca-
sos la asociacién es abolida completamente. Resulta de especial interés destacar que en la mezcla que mas
se asemeja en composicion a la de la membrana blanco de AS in vivo, no se observé unidn de los 0AS a
vesiculas de alta curvatura y solo una débil interaccion con las de baja curvatura (Figura 5.2). Ademas, los
oligémeros fueron insensibles a curvatura en las membranas compuestas 100% de lipidos anidnicos e in-
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Capitulo 5 — Efecto de la oligomerizacién en la interaccidon de AS con biomembranas

teraccionaron con LUVS de POPC. Estos cambios drdsticos en la sensibilidad a curvatura podrian resultar de
restricciones conformacionales impuestas a la proteina en el agregado oligomérico.

Como se menciond anteriormente, el extremo N-terminal de la proteina esta involucrado en la unién de los
0AS a membranas [104]. Estudios realizados mediante DC, indican que no hay cambios conformacionales
significativos en los 0AS tras interaccionar con membranas anidnicas [98, 102], lo cual podria indicar una
falta de estructuracion de la hélice anfipatica N-terminal. Por otro lado, en el Capitulo 3 sugerimos que la
region N-terminal de la proteina en los 0AS estaria formando estructuras regulares y en el Capitulo 4 postu-
lamos que las mismas podrian corresponder a conformaciones de tipo coiled-coil. De esta manera, al me-
nos una proporcidn de los residuos hidrofébicos de la regidon N-terminal estarian ocultos en el interior de la
hélice enrollada, mientras que los cargados, particularmente las Lys, estarian hacia el exterior. En este es-
cenario, parches basicos en la superficie de los 0AS podrian mediar la interaccién con vesiculas de lipidos
anidnicos puros, aunque serian insensibles a los cambios de curvatura. Por otro lado, en el Capitulo 4 mos-
tramos que los oAS tendrian superficies hidrofébicas expuestas, las cuales podrian ser determinantes en la
asociacién a membranas zwitteridnicas de baja curvatura, e incluso a membranas planas [133, 193].

En neuronas sanas, interacciones de AS con las SVs asistirian en la estabilizacién de estas vesiculas relajan-
do tensiones de curvatura evitando asi eventos de fusién prematuros y manteniéndolas en un reservorio
alejado del sitio de la sinapsis [168]. La pérdida de AS originaria una deplecién de este reservorio ya que
estas vesiculas serian degradadas o se fusionarian muy eficientemente con sus membranas blanco [168].
Los resultados expuestos en este capitulo presentan evidencias que la oligomerizaciéon amiloide de AS po-
dria resultar en detrimento de la viabilidad celular por un mecanismo de pérdida de funcidn, no solo por
disminuir la cantidad de proteina soluble funcional sino también por no reconocer a su membrana blanco.
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Conclusiones

Dada la importancia y el rol crucial en la EP y en otras enfermedades neurodegenerativas, el presente tra-

bajo de tesis doctoral se centré en el estudio de las especies oligoméricas amiloides de AS. En términos

generales, se caracterizé la organizacidon supramolecular de estas especies, definiendo regiones préximas

espacialmente dentro de los agregados. Ademas, se evidencid el rearreglo conformacional involucrado en

la amiloidogénesis. A su vez se evaluaron las propiedades de unidén de estos oligdmeros a vesiculas lipidicas

de distinta composicion y curvatura. Del analisis minucioso de los resultados presentados en los distintos

capitulos surgen las conclusiones que se detallan a continuacién:

O

Las posiciones especificas que incluyen las regiones NAC, N- y C-terminal de AS se encuentran es-
condidas del solvente en el ensamble oligomérico. Esto contrasta con la conformacién fibrilar don-
de los dos terminales estan expuestos al solvente.

Las posiciones Val*, Val*®>y Ala’® que se localizan en regiones que en el arreglo fibrilar forman las
hojas B1 y B3 estan proximas en las moléculas vecinas en el agregado oligomérico. Proponemos
que estas regiones estarian involucradas en las interacciones [ tempranas en estos agregados.

Los sitios de la regidn N-terminal de la proteina que no estan involucrados en contactos hoja-p fi-
brilares se encuentran préximos en los oAS sugiriendo un alto empaquetamiento y la adopcién de
una estructura definida.

Los sitios especificos de la region C-terminal se encuentran espacialmente separados entre ellos y
también de los residuos testeados en la regién N-terminal. Probablemente estos sitios se encuen-
tren estructurados y participando de interacciones con otros residuos no testeados.

La N*-acetilacidon de AS no tiene un efecto prominente en diversas propiedades biofisicas (propie-
dades hidrodinamicas, morfolégicas, de tincion, estructurales y de ruptura de membrana) de los
distintos ensambles conformacionales, monémero, oligdmero y fibras, de la proteina.

Comparados con el mondmero, los 0AS y los 0AS-Ac muestran un incremento de la contribucién
helicoidal relativa a la estructura desordenada. Postulamos que ésta podria provenir de la estructu-
racion de la porcidn N-terminal en un arreglo de tipo coiled-coil.

El proceso de amiloidogénesis de los mAS y los mAS-Ac demanda un fuerte re-arreglo conformacio-
nal de la proteina. En éste, la red de interacciones hoja-f tempranas antiparalelas se modifica para
adoptar la conformacion paralela del estado amiloide. Proponemos que la region B3 permaneceria
estructurada como hoja-p a lo largo de esta conversién estructural y que el re-arreglo ocurre a tra-
vés de especies ricas en estructuras helicoidales/desordenadas.
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Conclusiones

Los mAS no tienen especificidad particular por las cabezas polares de los lipidos POPG o POPS en
condiciones fisioldgicas. La unidn de los mAS a las membranas es favorecida por el aumento de la
densidad de carga negativa y de la curvatura de las mismas.

Los 0AS tampoco presentan selectividad por las cabezas polares de POPG o POPS.

La oligomerizacién de AS afecta marcadamente la interaccién de la proteina con las membranas,
disminuyendo la afinidad y llegando, incluso, a abolir completamente la asociacién como en el caso
de la mezcla lipidica que mas se asemeja a la composicién de las SVs.

La oligomerizacidn de AS afecta marcadamente la sensibilidad a la curvatura. Los 0AS son insensi-
bles a curvatura en membranas 100% anidnicas e interaccionan preferencialmente con membranas

neutras de baja curvatura.

La asociacidon de AS a su membrana blanco natural (SVs) seria de baja afinidad, posiblemente del
orden mM.
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Anexo

A.1 Estabilidad conformacional de los 0AS

En el Capitulo 3 se presentan los resultados de experimentos de desnaturalizacion de los 0AS inducida qui-
micamente. A fin de asegurar una condicién de equilibrio se comparé la respuesta espectral de muestras
incubadas en presencia del desnaturalizante a diferentes tiempos. En la Figura A.1A se incluye un ejemplo
representativo para los oAS-acri marcados en la posicion Ala’® donde se observa esencialmente el mismo
corrimiento desde los 20 min hasta las 17 h de incubacidn indicando que se alcanzé el equilibrio conforma-
cional.

Por otro lado, soluciones de mAS-acri a igual concentracidn incubadas en 4 M GdmCl exhibieron la misma
intensidad de fluorescencia independientemente de la posicién de la sonda, como se muestra en la Figura

A.1B para las variantes Ser®, Ala’® y Ala??

como casos representativos para proteinas marcadas en la region
N-terminal, central y C-terminal, respectivamente. De esta manera, luego de la sustraccion de la curva
blanco respectiva, los espectros mostrados en la Figura 3.5 se escalaron en relacién a la intensidad absoluta
medida a 4 M GdmCl para incluir informacidn sobre los rendimientos relativos entre las diferentes varian-

tes.

A B
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1 240 min 4001 21724
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300 2001
200 1
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Figura A.1 A, Espectros de acrilodan de oAS-acri marcados en la posicion Ala’® incubadas durante
diferentes tiempos en distintas concentraciones de GdmCI. B, Espectros de acrilodan de mAS-acri
marcadas en distintas posiciones en soluciones de GdmCl 4 M.

A.2 Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia

La técnica [169, 170] se basa en el analisis de la correlacidn temporal de las fluctuaciones de la intensidad
de la fluorescencia (Figura A.1B) de un pequeio nimero de moléculas difundiendo a través del volumen
focal definido por un laser de excitacidn, tipicamente de 1fL (Figura A.1A). El andlisis de auto-similaridad de
la sefial a diferentes intervalos de tiempos se realiza segun la funcion de autocorrelacion G.:
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Anexo

(OF 1) * OF (¢41)) >
Gy = Fo)? Ecuacion A1

donde (F(;)) es la intensidad de fluorescencia promedio, 0F ) y 8F ;47 las variaciones del promedio al
tiempo t y al tiempo posterior t + 7, respectivamente (Figura A.1B). El cdlculo se realiza sobre muchos valo-
res de T obteniéndose la curva de autocorrelacién (Figura A.1C) la cual se analiza posteriormente con una
funcién matematica apropiada dependiendo de las caracteristicas del sistema en estudio.

Volumen focal

4  Senal defluorescencia

o Curvade autocorrelacién
G
) A
o
©
el
2
g s o
Particula fluorescente =
> » >
Tiempo log(t)

Figura A.2 Esquema que representa los principios de la técnica de FCS. Las moléculas fluorescentes que di-
funden a través de un volumen focal determinado por el limite de difracciéon resulta en una sefial de fluores-
cencia fluctuante. El analisis de estas fluctuaciones genera las curvas de autocorrelacion a partir de las cuales
se puede obtener el coeficiente de difusién de las moléculas que es inversamente proporcional al ancho de la
curva y el nimero de particulas que es la reciproca de la amplitud.

En el caso mas simple donde las fluctuaciones se originan por una Unica especie fluorescente difundiendo a
través de un volumen de excitacion tridimensional de forma Gaussiana, la expresion para G(;) toma la
forma de la Ecuacién 3 presentada en el Capitulo 2:

N | R

1 1

T

1
G(o) = N 1+ 1457

Ecuacion A2

El tiempo de difusion caracteristico de la especie fluorescente 7y, se relaciona con el coeficiente de difusidon
D segun:

w2

=75 Ecuacion A3

donde w es el radio axial del volumen de observacion. De esta manera, T provee informacién sobre el
tamarfio de la molécula a través de la ecuacién de Stokes-Einstein-Sutherland:
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kT
D = Ecuacion A4
é6énmnr

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, n la viscosidad del medio y r el radio de
Stokes de la particula.

Ademas, G() se relaciona inversamente con la concentracion absoluta de particulas ya que:

1 .z
Goy =+ Ecuacion A5
N
Por lo tanto, este método permite obtener informacidn sobre el tamafio de la especie fluorescente (tp

1/D) Yy, si las dimensiones del volumen confocal es conocido, la concentracién de la misma (G(O) o« 1/N).

Como prueba de concepto, en la Figura A.3 se muestran las curvas de autocorrelacién obtenidas para vesi-
culas unilamelares de diferentes tamanos, donde se observa un desplazamiento hacia mayores tiempos de
correlacién a medida que incrementa el didmetro de las vesiculas (Ecuaciones A3 y A4). Este comporta-
miento es facilmente entendible considerando que, al difundir mds lentamente, las particulas residen mas
tiempo en el volumen focal y por consiguiente la sefial esta mds correlacionada. Los valores de T, obteni-
dos a partir del ajuste de las curvas con la Ecuacién A2 varian linealmente con los diametros de vesiculas
lipidicas determinados independientemente mediante DLS (inserto en Figura A.3). La conversion de los
valores de 7p a didmetros, utilizando nanoparticulas fluorescentes TetraSpeck de tamafio conocido para la
determinacién del volumen focal, correlacionaron con los obtenidos por DLS indicando que la técnica pro-
vee medidas precisas de difusion.
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Figura A.3 Determinacidn de tj, a partir de medidas de FCS. Curvas de autocorrelacién de vesicu-
las de POPG de ~32 nm (@), ~61 nm (@), ~91 nm (@), ~148 nm (®) de diametro. Las curvas se
ajustaron con la Ecuacién A2 (Anexo) para determinar 7j (lineas continuas con el mismo cdédigo de
color). Los valores de 7, se graficaron en funcién del didametro de las vesiculas determinado por
DLS (recuadro), dando una relacién lineal. Las vesiculas contienen 0,005% de Rodamina-PE de
huevo para su observacion.
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Para los experimentos de titulacion se determinaron los tiempos de difusidon caracteristicos de las especies
monomeéricas y oligoméricas libres (t,5) y unidas a las vesiculas (t4s) los cuales se indican en la Tabla A.1y
en forma grafica en la Figura A.4.

Tabla A.1 Tiempos de correlacién caracteristicos para mAS-A488 y 0AS-A488 libres en solucién (t,s) y en condicién de
saturacion (t45s)

mAS 0AS
Lipidos SUVs LUVs SUVs LUVs
Tys (ms) Tys (ms) Tys (ms) Ty (ms) Tys (ms) Tys (ms) Tys (ms) Tys (ms)

POPG 0,16 0,48 0,15 1,66 0,59 1,12 0,63 1,34

POPS 0,16 0,59 0,16 2,03 0,55 0,81 0,51 1,49

POPC 0,16 0,39 0,15 2,05 0,42 * 0,62 2,93
POPC:POPS 0,14 0,36 0,16 1,22 0,59 * 0,54 *

SV-m 0,17 0,46 0,15 *k 0,57 * 0,50 ok

*No determinado
**No fue posible determinar el valor de 745

3.0

2.5

2.0

1.54

Tp(MS)

1.0+

0.5

0.0

mAS +SUVs +LUVs 0AS +SUVs +LUVs

Figura A.4 Tiempos de correlacion caracteristicos de mAS-A488 (M) y
0AS-A488 (M) libres en solucion y en condicion de saturacidn con SUVs y
LUVs.

Para evaluar la estabilidad de las vesiculas en presencia de la proteina se incubd una suspensién de SUVs de
POPG (marcadas con 0,005% de Rodamina-PE de huevo) con mAS 100 nM sin marcar durante 24 h. No se
observaron cambios en la curva de autocorrelacién que pudieran indicar agregacion u otra alteracion en la
difusion de la vesicula (Figura A.5).
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Figura A.5 Curvas de autocorrelacién de SUVs de POPG marcadas con Rodamina-PE
de huevo en ausencia (=) y presencia (O) de mAS a una relacién molar [L],./[P] ~
6000. La curva correspondiente a mAS-A488(==) se muestra en forma comparativa.
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Comunicacioén de la ciencia

Entendiendo la importancia de la comunicacidn cientifica como una de las herramientas indiscutibles para
alcanzar la democratizacion de la ciencia. Aqui se exhibe una infografia de caracter divulgativo con algunos
de los resultados mas relevantes de este trabajo de tesis.
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Molecolare. Universita degli Studi di Milano- Italia. Periodo: 2009-2010.
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CURSOS DE DOCTORADO

o Universidad, Ciencia y Sociedad. Curso de doctorado de formaciéon general. Director: Dra. Susana Gen-
ti- Raimondi Ao 2016 Cérdoba- Argentina. Aprobado.

o New trends in advanced fluorescence techniques. Director: Dra. Susana Sanchez Donoso. Afio 2016
Concepcién —Chile. Aprobado.

o VIl Curso Internacional POSLATAM- LAFeBS. Membrane lipids, transporters, channels...and all that
crosstalk. Director: R. Daniel Peluffo. Afo 2015 Salto- Uruguay. Aprobado.

o Neurobiologia Celular y Molecular: Patologias Asociadas. Curso de doctorado de formacidn especifica.
Directora: Dra. Marta E. Hallak. Afio 2015 Cdrdoba -Argentina. Aprobado con calificacion: 10 (diez)

o VI Curso Internacional POSLATAM- LAFeBS. Biophysical approaches to study systems of biological inter-
est. Curso de doctorado de formacion especifica. Director: Dr. G. Fidelio. Afo: 2013 Cérdoba -
Argentina. Aprobado con calificacién: 10 (diez)

o Estructura y dindmica de proteinas. Curso de doctorado de formacién especifica. Director: Dr. Guiller-
mo Montich. Afio: 2013 Cérdoba -Argentina. Aprobado con calificacién: 8 (ocho)

FORMACION COMPLEMENTARIA

o Curso de Adobe Photoshop CC orientado a la preparacién de figuras cientificas para publicacién. Facul-
tad de Odontologia, Universidad Nacional de Cérdoba. Afio 2015. Aprobado.

o Biofisico-Quimica. Materia Vocacional. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdo-
ba. Afio 2012. Aprobada con calificacién: 9 (nueve)

o Quimica Bioldgica Especial. Materia Vocacional. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional
de Cérdoba. Afio 2011. Aprobada con calificacion: 8 (ocho)

EXTENSION UNIVERSITARIA

O Programa radial de divulgacidn cientifica “Ciencia Turuleca”. Radio Revés FM 88.7- Facultad de Cien-
cias de la Comunicacion, UNC. Producciény conduccién. Periodo 01/2015-12/2016.

IDIOMAS

o Espafiol: Lengua materna.

o Inglés: Nivel Upper- Intermediate (B2), Nivel Intermidiate (B1+) con diploma de estudio aprobado. EC
School. Ciudad del Cabo -Sud Africa. Residiendo 6 meses en Sud Africa.

o ltaliano: Nivel Avanzado (C2).

o Francés: Nivel Inicial, Facultad de Lenguas, UNC, Cérdoba- Argentina.

109



