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Across the bridge of colors born
Of fire water and air

Dressed in crimson amours

In hand are blood wet spears
Reach the entrance heaven'’s gate
Honored by the brave

See the hall with golden roof

The home All father gave

Great Odin we hail him

Come in, enjoy the glorious afterlife, my friend

Here we fill the ranks of Tyr

Battle is our way

Every morning day and night till the winter fiercest come

Cattle die

All men are mortal

But word-fame never dies
Nor a noble name
Kinsmen die

All men are mortal

But one thing never dies
The glory of the great dead

Enough of tears, enough of wail!

Not to lament in was Valhalla made
The wind as fresh as the air is clear
The greatest of men are here

All einherjer in Odin's court

Fare to fight each day

Select the slain, then leave the battle
Sit after at peace in the hall.

Welcome to the hall of death

Great Odin we hail him

Come in, enjoy the glorious afterlife, my friend

Here we fill the ranks of Tyr

Battle is our way

Every morning day and night till the winter fiercest come

Cattle die

All men are mortal

But word-fame never dies
Nor a noble name
Kinsmen die

All men are mortal

But one thing never dies
The glory of the great dead
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RESUMEN

“EL PAPEL DEL COBRE EN LA AGREGACION Y CITOTOXICIDAD DEL
PEPTIDO BETA AMILOIDE”

Nombre: Q.B.P Juan Antonio Castillo Gonzalez.

Institucién: Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina.

Localizacién: Monterrey, Nuevo Leén.

Fecha de titulacion: Enero 2012.

Paginas en el estudio: 109.

Introduccion: La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo progresivo,
que representa un factor desgastante tanto a nivel socioeconémico como financiero, ya que esta
relacionada con el envejecimiento. Esta afeccion, se caracteriza por la presencia de placas
compuestas de fibras del péptido Beta amiloide (AB) (placas beta amiloides o seniles) en el
hipocampo, una estructura en el cerebro que ayuda a codificar los recuerdos, y en otras areas de
la corteza cerebral necesarias para pensar y para la toma de decisiones. Un hecho relevante en la
patologia de la EA es la capacidad del péptido AR de agregarse desde mondmeros con estructuras
del tipo “espiral aleatorio” a oligdmeros, y finalmente, a fibras amiloides ricas en estructuras del tipo
lamina beta que conforman a las placas amiloides, siendo las primeras citotoxicas tanto in vitro
como in vivo. Durante mucho tiempo, se consideraron a las fibras amiloides como las responsables
de la patologia de la EA, pero actualmente, se ha postulado, que los intermediarios de agregacién
y/o oligébmeros son los efectores de la patologia de la EA. Por lo cual, resulta de gran interés en el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento de la EA el proceso de formacion de oligémeros
del péptido AB, asi como el conocer los factores relevantes para esto. Uno de estos factores es el
dafo oxidativo provocado por el péptido AR que resulta de la oxidacién de la Metionina 35; sobre
todo la formacion del metéxido de Metionina 35 (Met(O) 35) y la reduccién de iones metalicos de
transicion, tales como el ion Cu®, debido a gue ambos poseen la capacidad tanto de favorecer
como de inhibir la agregacion del péptido AB, asi como de la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) citotdxicas.

Objetivo: Determinar si la relaciéon del aminoacido metionina 35 del péptido AR con los iones de
cobre esta involucrada en el proceso de agregacion y elucidar la estructura funcional de algunos
intermediarios.

Material y métodos: Se prepararon los péptidos AR (1-40) silvestre, AB (25-35) y AB (1-
40)(Met35Cys), incubandose en presencia y ausencia del ion Ccu® en periodos de 0,12, 24 ,48y 72
horas para observar la presencia de agregados mediante el uso de microscopia de birrefringencia
de Rojo Congo, Fluorescencia de ThT y Rojo Congo. Se determinaron los pesos moleculares de
los oligébmeros por medio del uso de geles de Tricina-SDS-PAGE y se evaluaron sus efectos
citotoxicos sobre la linea celular C-6 de Glioblastoma de rata.

Resultados: Analizando los datos obtenidos se observan resultados positivos en lo que respecta a
la presencia de fibras amiloides por parte de los diferentes péptidos AR utilizando las técnicas de
microscopia. En los geles de Tricina-SDS-PAGE, no se observé ningln tipo de agregado por parte
del péptido AB (25-35), mientras que los péptidos AB (1-40) silvestre y mutante en presencia y
ausencia de ion Cu®*", mostraron monémeros con un peso molecular de 4.5kDA; el péptido AB (1-
40) mostré un agregado cuyo peso molecular no se pudo determinar debido a que por su alto peso
molecular no pudo migrar al gel. En cultivo celular, se encontré6 que el AB (1-40) silvestre a 24
horas de incubacion y en presencia del ion Cu” es el gue posee un marcado efecto citotdxico
sobre las células C-6 de Glioblastoma de rata, mientras que su mutante muestra un incremento en
el numero de células.

Conclusion: La presencia de la Metionina 35 asi como la del ion cu®, juegan un papel primordial
en el proceso de agregacion y citotoxicidad del péptido AB.

Dra. Viviana Chantal Zomosa Signoret.
Firma de asesor.
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EL PAPEL DEL COBRE EN LA AGREGACION Y CITOTOXICIDAD DEL PEPTIDO
BETA AMILOIDE.

Capitulo I.

INTRODUCCION.

1.1.- IMPORTANCIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo progresivo
que afecta actualmente a 37 millones de personas alrededor del mundo, con un
costo global de $600 billones de délares (2010) (1-2). Representando un factor
desgastante tanto a nivel socioeconémico como financiero, ya que esta
relacionada con el envejecimiento (1 de cada 3 personas que superan los 80 afios
sufren de la EA) (3).

Un ejemplo de esto, es en los Estados Unidos de Norte América, donde la EA es
la mayor causa de muerte y su tendencia aumenta, mientras que en México existe
un estimado de 600,000 personas que padecen de la enfermedad de Alzheimer
(4-5). Esta enfermedad empieza de manera lenta, sus sintomas iniciales mas
comunes comprenden desde confusion, pérdida de memoria a corto plazo, hasta
cambios de humor gque suelen pasar desapercibidos. Debido al progreso inevitable
de esta enfermedad, los sintomas van empeorando, haciéndose eventualmente

evidente la pérdida total de las funciones ejecutivas (6).

Esta afeccidn, se caracteriza por la presencia de placas compuestas de péptido
Beta amiloide (AB) (placas beta amiloides o seniles) en el hipocampo, la cual es
una zona en el cerebro que ayuda a codificar los recuerdos, y en otras areas de la
corteza cerebral necesarias para pensar y la toma de decisiones. Todavia se
desconoce si las placas beta amiloides causan la enfermedad de Alzheimer o si
son un subproducto del proceso de la enfermedad, es por esta razon que existen
multiples lineas de investigacion acerca de la naturaleza del péptido Beta amiloide
(7,8).




EL PAPEL DEL COBRE EN LA AGREGACION Y CITOTOXICIDAD DEL PEPTIDO
BETA AMILOIDE.
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Figura.l.- Etapas y manifestaciones de la enfermedad de Alzheimer (6 y 7). (Adaptado de Netter
y National Institute of Aging).

1.2.- ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL PEPTIDO AB.

La presencia de ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT) y placas amiloides
extracelulares (placas seniles) en el cerebro de pacientes, son las caracteristicas
post mortem mas comunes de la EA. Los ovillos consisten en proteina Tau hiper-
fosforilada (9), mientras que las placas seniles estan compuestas principalmente
por fibrillas insolubles formadas por agregados del péptido beta amiloide (AB); un

producto proteolitico de la proteina precursora del péptido AB (APP) (10-11).
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Figura 2.- A).- Acumulaciéon y mecanismo patolégico del péptido AR durante la sinapsis. B).-
Mecanismo patoldgico de la proteina Tau. C) Placas amiloides compuestas de fibrillas insolubles
de péptido AB. D) Ovillos neurofibrilares compuestos de proteina Tau hiperfosforilada (14) (Imagen
modificada de Stix, 2010).

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas conservadas de membrana del
tipo 1, expresada extensamente tanto en células neuronales como no neuronales.
La funcion fisiologica de esta proteina aun se mantiene desconocida (12). Se ha
sugerido que esta proteina juega un papel importante en la regulacion de la
sobrevida neuronal, crecimiento de neuronas, plasticidad sinaptica y adhesion

celular (13). La liberacién del péptido AB a partir de la proteina APP requiere la
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accion de 2 aspartil-proteasas llamadas 3 y y secretasas que actian en secuencia,
acorde a los procesos regulados de protedlisis intramembranal. La APP es
recortada en su dominio extracelular por la B secretasa. El fragmento carboxilo
asociado a membrana es procesado por el complejo de la y secretasa y es
entonces cuando el péptido AR es liberado al espacio extracelular (14-18). Por otra
parte, el sitio de corte de la y secretasa es ligeramente variable, dando como
resultado péptidos AB cuyos tamanos difieren, abarcando de 38 a 42 aminoacidos,
siendo las formas mas abundantes los péptidos AR (1-40) y AB (1-42),

respectivamente.

El péptido AB (1-40) predomina en fluidos biolégicos mientras que el péptido AR
(1-42) constituye menos del 10% de las placas seniles (19). Aunque existen
multiples investigaciones que confirman el papel central de los péptidos AB en la
patogénesis de la EA, su mecanismo toxico sigue siendo desconocido. Es
sorprendente el hecho de que los péptidos AR son producidos de manera
constante a lo largo de la vida, y que estos circulen en fluidos extracelulares,
incluyendo liquido cefalorraquideo (LCR) y plasma sanguineo (20-22).

Se ha observado, que diferentes factores como la capacidad de auto-asociacion
del péptido AB juegan un papel relevante en la capacidad toxica de este péptido
(23-25). La formacion de placas que contienen fibrillas amiloides maduras, y la
agregacion del péptido AB son consideradas como las causas mas probables de la
patogénesis de la EA, acorde a la hipétesis de la cascada amiloide (26-27). Se
considera que en los cerebros sanos, el péptido AB esta presente como un

monomero soluble no téxico (20).

Sin embargo, esta hipétesis es incapaz de explicar el hecho de que muchas
personas, principalmente ancianos, quienes no habian demostrado sintomas ante-
mortem de demencia, poseen cantidades sustanciales de placas amiloides en
aéreas limbicas de sus cerebros, dato que ha sido demostrado mediante

examenes post-mortem (28-30). Mientras que en pacientes con la EA existe poca
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correlacion entre la densidad de las placas, y el grado de deterioro de la funcién
cognitiva. También se ha demostrado en modelos animales, que dafos
estructurales, asi como la pérdida de funciones por parte de las neuronas, son los
responsables del deterioro de la memoria y del declive cognitivo precedido por la
formacion de placas extracelulares. Por lo cual, se puede observar una asociacion
de las formas del péptido AB solubles con las membranas neuronales, ésta es

considerada como la mayor ruta de la neurotoxicidad del péptido AB (31).
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Figura 3.- Procesamiento de la proteina precursora del péptido beta amiloide (APP) para dar paso
a la formaciéon de placas amiloides compuestas por fibras del péptido beta amiloide (AB) (32)
(Imagen modificada de Sanders, 2011).
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1.3.- OLIGOMERIZACION DE LOS PEPTIDOS AB Y LA FORMACION DE
ESPECIES TOXICAS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Los amiloides insolubles no son los Unicos productos de la agregacion del péptido
AB. Aparte de las fibrillas, el péptido se convierte facilmente en diversos estados
oligoméricos, siendo estos los candidatos mas confiables para inducir los sintomas
tempranos de la EA, asi como el deterioro de la transmisién neuronal (33-34). Se
ha reportado la presencia en cerebros humanos de oligdmeros del péptido A de
pesos moleculares bajos que son estables ante el efecto del dodecilsulfato sédico
(SDS). Mediante ensayos de Western Blot, se han detectado dimeros y trimeros
de péptido AB; ambos en muestras del nucleo de la placa amiloide y en fracciones

solubles provenientes de la corteza cerebral (35-38).

Se ha demostrado la presencia de dimeros de péptido AB en el liquido
cefalorraquideo humano (39-40); asi como dimeros y trimeros resistentes a SDS,
aislados de cultivos celulares de células de ovario de hamster chino (CHO) que
expresan el gen del APP humano (41-42). Por otra parte, se han detectado por
medio de Western Blot, hexameros, nonameros y dodecameros del péptido AR (1-
42) en extractos extracelulares enriguecidos, provenientes de cerebros de ratones
Tg2676, expresando la proteina APP humana que son solubles y resistentes al
SDS; asi como especies de 56 kDa que coinciden con el desarrollo de los

primeros sintomas de déficit de memoria en estos ratones (43).

Es por esta razon, que se ha buscado determinar la capacidad de las diferentes
formas del péptido AB para inducir los diferentes sintomas de la EA, mediante el
estudio de su capacidad de inhibir la potenciacion a largo plazo (LTP). La LTP es
un proceso basado en una intensificacion duradera en la transmision de sefiales
entre dos neuronas, que resulta de la estimulacion sincronica de ambas, y es
considerada como uno de los principales mecanismos celulares en que subyace al

aprendizaje y la memoria, ya que a nivel celular, estimula la transmisién sinaptica
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(44). La inhibicién de este proceso neuronal por parte del péptido es una de las

manifestaciones tempranas de esta enfermedad (45-46).

Para lograrlo, se han realizado experimentos, basados en el uso de micro-
inyecciones de fracciones del péptido AB en ventriculos laterales de cerebros de
ratas. Observandose la inhibicién de la LTP bajo los efectos de oligdmeros del
péptido, a diferencia de mondémeros o fibrillas que son incapaces de llevar a cabo
dicha inhibicion. Simultineamente, se han observado los mismos efectos en
cultivos de neuronas crecidas en presencia de cantidades subnanomolares de

oligdbmeros naturales de péptido AB.

Aparentemente, el responsable del efecto inhibitorio sobre la LTP es un trimero del
péptido AB obtenido por medio del uso de cromatografia de exclusion molecular.
Se han reportado también otros tipos de oligbmeros del péptido AB, tales como
esferoides, péptidos AB unidos por puentes disulfuro, oligdmeros pequefios
resistentes a SDS obtenidos de cultivos celulares, y dimeros del péptido AB
estables a SDS aislados del cerebro. Lo cual sugiere, que los oligbmeros son la

causa principal de la accion neurotoxica del AR en la EA (47-51).

Siendo sus actividades bioldgicas y caracteristicas fisicas reportadas en la Tabla
1.
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BETA AMILOIDE.

Nombre

Caracteristicas fisicas

Actividad biolégica.

Protofibrillas.

Ricas en laminas beta,
estructuras curvilineas de 5 a
200nm de longitud. Bajo
ciertas circunstancias pueden
formar estructuras anulares.

Alteran la capacidad
neuronal, bloquean in vitro
la LTP, causan pérdida de

memoria y fomentan la
fosforilacion de Tau.

ADDL.

(Ligandos difusibles
derivados del péptido AB).

Mezcla heterogénea de
mondmeros de alto peso
molecular, los cuales tienden a
parecerse a pequefias proto-
fibrillas.

Bloquean in vitro la LTP,
pérdida de la sinapsis y
alta tasa de muerte
neuronal.

Globulémeros.

Formados en presencia de
SDS o &cidos grasos, ricos en
laminas beta. Por medio de
AFM aparecen como esferas
de 1-5 nmy al ser eluidas por
SEC presentan un peso
molecular de una proteina
globular ( 100 kDa)

Se unen a las neuronas
del hipocampo, inhiben la
LTP in vitro y bloquean los

flujos de P/Q Ca*".

Esferoides.

Estructuras esféricas de 3-20
nm de didmetro que co-migran
en gradientes de glicerol con
tiro globulina (669 kDa).
Estructuras similares han sido
aisladas de cerebro humano
por métodos inmunoldgicos.

Inducen activacion de
GSK-3B y muerte celular
en cultivos celulares de
neuronas.

Péptidos AB unidos por
puentes disulfuro.

Dimeros del péptido AB unidos
por cisteina que carecen de
estructura secundaria
significativa y que presentan
un comportamiento como
verdadero dimero en SECy
ultra centrifugacion analitica.

Bloquean la LTP in vitro e
in vivo, causan pérdida de
memoria en
comportamientos
aprendidos.

Oligébmeros pequeios
resistentes a SDS
derivados de células.

Presentes en medio de células
CHO que expresan APP
humano y los cuales migran en
SDS-PAGE y SEC con pesos
moleculares propios de
dimeros y trimeros.

Similar al anterior.
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AB56* ( Dodecameros). Especie inmunorreactiva de Causa pérdida de la
péptido AB aislado de cerebros memoria espacial.
de ratones transgénicos que
expresan APP en la presencia
de 0.01% de NP-40

Dimeros de AB estables | Aislados de cerebros humanos | Bloquea la LTP in vitro e in

a SDS aislados del por medio del uso de la Vivo y causa pérdida de la
cerebro. centrifugacion de alta memoria de
velocidad y el uso de buffers. comportamientos
Especies que migran en SDS- aprendidos.

PAGE como dimeros, pero al
ser eluidos en SEC se
presentan como verdaderos
dimeros y especies de alto
peso molecular.

Tabla 1.- Ensamblados del péptido AB no fibrilares solubles en agua (51).

_ P

Fibrillas
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Depdsitos en
placas

Protofibrillas
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Monémero de 1
péptido AB no \

plegado
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Dimeroso Hexdmeros 4o cimeros )
trimeros AB* x o i
(AB*S6) (Ligandos difusibles Deterlor(_:ade Toxicidad y
derivados del péptido AB) memoria. muerte
(>56kDA) neuronal
APF Glubolomero
(Protofibrillas
Anulares)

Enfermedad de Alzheimer

Figura 4.- Los oligémeros del péptido AR son la clave neurotdxica de la enfermedad de Alzheimer
(52). (Imagen modificada de Rushworth et al, 2011).
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1.4.- VIAS DE SENALIZACION EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Se ha observado, que en cultivos primarios de neuronas, oligdmeros de péptido
AB y ligandos difusibles derivados del péptido AR (ADDL) (véase Tablal) se unen
a las membranas celulares e inducen la muerte celular por medio de la activacion
de las vias de la apoptosis por medio de caspasas y calpainas (53-54). Siendo la
caspasa 7 y 8 las que se encuentran en altos niveles en pacientes con la EA,
existiendo una estrecha relacion entre estas caspasas y el péptido AR (1-42)
durante la EA (54-58). Aparte, la activacion de la caspasa 6 esta asociada con las

placas amiloides, las NFT y el deterioro cognitivo leve (MCI) (59).

Por el contrario, las fibras del péptido AB inducen aparentemente una forma de
distrofia crénica neuronal asi como la muerte neuronal. También se ha asociado la
toxicidad del péptido AB a efectos pro-oxidantes, que pueden ser mediados en
parte gracias al receptor de productos avanzados de glucosilacion (RAGE) (60-
61). Asi mismo, se han sugerido otros mecanismos moleculares afectados por el

péptido AB que resultan en la induccion de la muerte neuronal tales como:

1. La sefalizacion de la insulina / Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-

1) asi como la homeostasis del calcio (62-63).

2. La activacion aberrante del reinicio del ciclo celular de las neuronas,
observado tanto en cultivos neuronales tratados con el péptido AB y en la
EA (64-65).

3. La union del péptido AR al receptor limpiador (scavenger) CD36, que inicia
su via de sefalizacion a través de la activaciéon de Lyn, Fynn y p44/42 MAP
cinasa (miembros de la familia Src cinasas), llevando a cabo la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta via al ser alterada, evita la
formacion de ROS, asi como la liberacién de citocinas inflamatorias. (66-
68).

10
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4. La respuesta inflamatoria de la microglia; ya que existe una relacion
estrecha entre el péptido AB con la activacion de la microglia en la EA 'y en
ratones transgénicos APP. Debido a que las fibras del péptido AR se unen a
los receptores limpiadores (scavenger) A y B en la microglia, activando una
respuesta inflamatoria que se caracteriza por la liberacion de ROS y de
citocinas (66-68).

5. Siendo la activacion de la microglia uno de los mecanismos responsables
de la eliminacion del péptido AB. Sin embargo, se ha observado que la
inhibicion de sefiales provenientes de la microglia a causa del bloqueo de
receptores de diversas citocinas, es uno de los posibles mecanismos
responsables de la acumulacion anormal del péptido AB, provocando con
esto la muerte de ratones transgénicos APP. Permitiendo que exista una
controversia sobre el mecanismo exacto de la eliminacion del péptido Ap
por parte de la microglia asi como su papel en la produccion de ROS, y la

acumulacion del péptido AB (68-71).

11
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1.5.- IMPORTANCIA DE IONES METALICOS EN ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS.

Actualmente, se cuenta con evidencia de que los iones de hierro, cobre y zinc
presentes en el cerebro estan involucrados en interacciones con los componentes
proteicos de diferentes enfermedades neurodegenerativas. Dicho hallazgo, no es
solamente debido a la exposicion de altas concentraciones (efectos toxicos) sino a
una falla en los mecanismos de la homeostasis de estos metales (73). Participan
en multiples funciones biologicas, por lo que sus deficiencias pueden resultar
fatales. En general, estos iones se unen a ligandos, y se encuentran mas unidos a

este tipo de moléculas que en su forma libre la mayoria del tiempo (74-75).

1.6.- COBRE.

Posee la caracteristica de ser un metal redox activo que es predominantemente
usado por organismos que se encuentran en medios ricos en oxigeno, estando
presente tanto en su forma oxidada Cu?* o reducida Cu* (76). A causa de estos
cambios en su estado redox, es capaz de coordinarse con un amplio rango de
ligandos que incluyen el oxigeno del grupo carboxilato, nitrégeno del grupo
imidazol, al grupo tiolato de la cisteina, grupos tioéster de la metionina y participar
en interacciones de cationes (77-78).

Simultaneamente, este metal es capaz de unirse a grupos amidas de estructuras
proteicas (ej. priones) (79), y cadenas laterales de diferentes proteinas (80). Por
otra parte, muchas enzimas aprovechan los cambios de los estados de oxidacion
del cobre (como en el caso en que esta presente el oxigeno) para llevar a cabo
reacciones redox que son necesarias para un amplio rango de transformaciones
de importancia biologica. Debido a que la forma libre del cobre resulta
potencialmente dafina, su absorcion, distribucion y excrecion es controlada por
una variedad de proteinas (81). El transporte de este metal a través de las

membranas bioldgicas es llevado a cabo predominantemente por transportadores
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de cobre como Ctr 1 para la importacion de cobre y ATP7a (Menkes) o ATP7b
(Wilson) para su exportacion. Una vez dentro de la célula, proteinas chaperonas
citosolicas lo llevan a moléculas especificas (ej. chaperonas de la superdxido
dismutasa 1, CSS-1, responsable del transporte del cobre hacia la enzima
superoxido dismutasa 1, SOD 1) (81).

1.7.-COBRE Y SU PAPEL DURANTE LA SINAPSIS.

Recientemente, se ha reportado la presencia de especies idnicas de este metal en
la sinapsis a concentraciones micromolares. Bajo este microambiente, neuritas
post-sinapticas tipo acido-N-metil-D-aspartico (NMDA) liberan este ion una vez
activados sus receptores que se encuentran en las neuronas del hipocampo
resultando en el trafico de ATP7a y un flujo de cobre libre a una concentracion de
aproximadamente 15 uM en la hendidura sinaptica (Figura 6.A). Actualmente, es
el Uunico microambiente conocido en donde el cobre se encuentra en un estado
libre. Al mismo tiempo, cantidades cataliticas de cobre pueden cumplir un papel de
aceptores de electrones, con lo cual promueven reacciones del 6xido nitrico con

grupos tioles (73).

La potencial liberacion de este metal puede funcionar como un interruptor
molecular para controlar la S-nitrosilacion extracelular de los receptores NMDA, lo
cual comprende un mecanismo post-traduccional crucial para la modulacion de las
funciones de estos receptores (82). Este ion cumple la funcién de proteger a las
neuronas primarias del hipocampo de la muerte por excitotoxicidad (dafio celular
producido por la actividad prolongada de los receptores glutamatérgicos) mediada
por NMDA, siendo este efecto dependiente de la produccion endégena del 6xido

nitrico en neuronas del hipocampo (83).

Observandose, que la expresion de la proteina ATP7b aumenta durante la
sinaptogénesis, facilitando el transporte del ion cobre hacia dentro del cerebro

mediante el uso de células endoteliales que conforman a la barrera
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hematoencefalica (84-86). Mientras que la proteina Ctrl encargada en su
absorcion, se localiza en las neuronas, aun se desconoce el mecanismo exacto de
la reabsorcién del ion cobre liberado durante la sinapsis, por lo que se ha
propuesto que es a través del uso de un mecanismo dependiente de energia
mitocondrial (87). Este hecho es relevante a causa de que en pacientes ancianos
con la EA, se ha observado que la falta de energia proveniente de este organulo,

favorece el aumento de ion cobre libre (73).

1.8.- CAMBIOS EN LA HOMEOSTASIS Y METALOBIOLOGIA DEL ION COBRE
EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Se ha observado, que alteraciones en la homeostasis de los niveles del ion cobre
en el cerebro juegan un papel importante en la patogénesis de diferentes
desérdenes neurodegenerativos, entre los que se incluyen la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, y las encefalopatias espongiformes
(priones) (88-90). Ejemplo de esto, son los altos niveles del ion cobre tanto en
liguido cefalorraquideo, como en el suero de pacientes con la EA, a comparacion
de pacientes controles de la misma edad (91-92a). Este incremento de los niveles
de cobre sérico, se ha correlacionado con altos niveles de peréxidos lipidicos en el
suero de pacientes con la EA (92 b), gracias a la capacidad del ion cobre de
oxidar lipoproteinas de baja densidad (LDL) por medio del uso de la homocisteina

(93); lo cual es un factor de riesgo para desarrollar la EA (94).

Ya en el cerebro, se ha podido asociar al ion cobre a las placas seniles, quienes
incrementan de manera abrumadora la concentracién usual de cobre de 79 uM en
un neuropilo (region comprendida entre varios cuerpos celulares o somas de
neuronas de la sustancia gris del encéfalo y la médula espinal), a 390 uM dentro
de estas placas (95). Debido a este incremento anormal de ion cobre en las placas
seniles, éstas acumulan todo el ion cobre disponible, dejando a los tejidos
neuronales con carencias de este metal. Esta distribucion anormal del ion cobre

puede tener involucrado un componente lipidico, ya que experimentos con conejos
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con dietas altas de cobre y colesterol, mostraron un alza en la formacion de placas
seniles mediada por la agregacion del péptido AR y promovieron eventos
oxidativos en el cerebro (96). Este hecho es avalado por las observaciones en
donde el ion cobre, en combinacion de dietas ricas en grasas, aumenta el riesgo
de sufrir la EA (97).

Por otra parte, existe una clara relacion entre la actividad redox del ion cobre y
ROS, como el OH y el OH' los cuales son las especies de ROS mas comunes en
la naturaleza y son generadas por reacciones del tipo Fenton-Heiss entre un metal
de transicién reducido y H,0O,. Siendo la produccién de ROS, bajo condiciones de
estrés oxidativo, un evento de suma importancia en la EA (98). Para este proceso,
se requiere la transferencia sincronizada de dos electrones de los iones metélicos
unidos al péptido, en donde dicha reaccibn no es favorecida por el estado

monomerico del péptido.

Existe evidencia reciente en donde se sugiere que los iones cobre se mantienen
unidos al péptido, incluso en fibras amiloides maduras, y que la falta de actividad
de agregados de orden superior es debida posiblemente a que los iones metalicos
son removidos de manera estérica de cualquier molécula disponible de O, (99). Lo
que ha hecho que se sugieran dos modelos de interaccién del ion clprico tanto en
la sinapsis glutamatérgica normal como en la sinapsis glutamatérgica durante la
EA (Figura 6.B). En el primero, el péptido AB es liberado de manera constitutiva
en la hendidura sinaptica llevando a cabo su actividad neuronal, para
posteriormente ser degradado por proteasas extracelulares tales como la
neprilisina y la enzima degradadora de insulina (IDE). A pesar del incremento de la
concentracion del ion durante la estimulacion neuronal, su concentracion es
controlada por una variedad de vias, entre las cuales, se incluyen mecanismos de
recaptura dependientes de energia, asi como por metalotioneinas (ej. MT3)
provenientes de astrocitos cercanos. Mientras el segundo modelo, muestra que
gracias al descenso de la energia mitocondrial, se provoca que los niveles de

iones metalicos vayan en incremento con respecto al tiempo, permitiendo que el
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ion cuprico reaccione con el péptido AB liberado en la hendidura sinaptica para
formar oligdbmeros solubles y que precipiten como amiloides. Durante esta
patologia, la actividad de MT3 se ve reducida drasticamente, permitiendo que las
interacciones entre el péptido AB- metal realicen acciones que promuevan la
activacion mediada por glutamato de los receptores de NMDA dando paso al
incremento de iones cupricos libres (73). Estos iones son capaces de inducir un
ciclo que promueve una homeostasis alterada promovida por el ion Cu®*. Por el
contrario, cuando el ion Cu®" se encuentra en baja concentracién, el ion se
condensa con el péptido AB en balsas lipidicas ricas en colesterol, promoviendo la
formacion de complejos redox activos de AB- Cu®*, que llevan a cabo la oxidacién

del colesterol y la generacion de H,0,.

Durante este proceso, se crean una variedad de compuestos carbonilo (a partir de
la peroxidacion de lipidos) que causan dafio tanto al DNA como a proteinas.
Simultaneamente, productos avanzados de glucosilacion y de peroxidacion de
lipidos (AGE y ALE), interactian con el receptor RAGE, activando a varias vias de
sefializacion de citocinas proinflamatorias como la interleucina-6 (IL-6).
Desarrollando con esto, un ambiente idéneo para que el péptido AR forme
oligbmeros unidos por puentes de tirosina, estables a SDS, y resistentes a
protedlisis, capaces de agregarse en oligbmeros de mayor orden en presencia del
ion Cu®* (100-102). Sin embargo, se ha reportado que diversos ligandos de Cu?*
solubles en lipidos, reducen los niveles extracelulares de péptido AR cuando forma
complejos con el Cu®*, debido a la activacién de la fosforilacién dependiente de

cobre, de la Fosfoinositol 3-cinasa (PIK3).

Los complejos de cobre-ligando son los responsables en activar a PIK3, que activa
posteriormente a Akt, la cual controla la activacion de MAP cinasas (MAPKS),
como lo son la cinasa regulada por sefal extracelular (ERK) y la cinasa N-terminal
de c-Jun (JNK). Esta ultima regula la activacion de metal proteasas, responsables

de inducir la degradacion del péptido AB. Aun se desconoce el mecanismo exacto
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de este ciclo, pero se cree que es por medio de la regulacion de receptores de
tirosincinasas (103).

(A) Sinapsis normal.

Astrocito

Y

Neurita.

(B) Enfermedad de Alzheimer.

Astrocito.
Yo,

— o
Oligémeros de
péptido AB.

__

Neurita.

Figura 6.- Modelos de la interaccién del ion cuprico en la sinapsis glutamatérgica tanto normal (A)
como en la EA (B) (73) (Imagen modificada de Duce et al, 2010).
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Figura 7.- Mecanismo propuesto para la formacion de peroxido de hidrégeno (H,0O,), en el cual se
sugiere que la mejor conformacién para la formacion de ROS es durante el proceso de reduccion
de un ion metdlico, asi como la formacion de oligdmeros a partir de dimeros de péptido AB (99).

(Imagen modificada de Tabner et al, 2010).

Q" Nﬁ: ;

a).-Union del iéon cuprico al péptido AB. w b).-El péptido AB produce H202.

c).-El H202 oxida al péptido, generando formas solubles de

péptido AB.
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d).-El péptido AB es precipitado por zinc sinaptico en placas amiloides.
e).-Activacion de la microglia por péptido desnaturalizado.

(f)

f).- El H202 permea la célula.

Figura 8.-Modelo la metalobiologia de la EA (104). (Imagen modificada de Gaggelli et al, 2006).
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1.9.- PAPEL DE LOS IONES Cu®** EN LA AGREGACION DEL PEPTIDO AB Y
EN LA AGREGACION DE PEPTIDOS TRUNCADOS.

Se ha observado que en ausencia de iones metalicos, el péptido A se agrega a
partir de mondémeros que poseen estructuras del tipo aleatorio (random coil) hacia
la forma mas comun de fibrilla amiloide con una alta cantidad de estructuras del
tipo ld&mina beta (105). En experimentos in vitro, el ion Cu?* es capaz de afectar el
comportamiento de agregacion del péptido ABR. Este fendmeno mediado por

metales puede ser divido en 2 categorias:

1).- El ion metalico sélo se une al péptido AB, y da paso a un complejo en el cual el

péptido AR posee una conformacién diferente.
2).-El ion metalico induce una reaccion y cambia la conformacién del péptido AR.

Esta dltima, parece ser particularmente importante, debido a la capacidad del ion
cobre de catalizar la formacién de dimeros via puentes de ditirosina (106-107), asi
como de poseer tanto la capacidad de favorecer como de inhibir el proceso de
agregacion del péptido dependiendo de las condiciones, tales como el pH (108-
110). Es por esta razon, que ha surgido un consenso emergente en el cual el ion
cobre puede acelerar la agregaciéon del péptido AB formando depdsitos amorfos
(111-112). Sin embargo, en ciertos casos en donde existe la presencia de fibras
del péptido AB formadas por los complejos péptido AB- Cu®*, no es claro si el
cobre promueve la agregacion o no (113). Por ello, esta controversia ha dado paso
a la suposicion de que el ion cobre produce agregados del péptido A amorfos y
por otra parte, el ion Cu?* evita (pero no inhibe) la formacién de fibras de laminas
beta de péptido AB (114).

También se ha demostrado de manera experimental, que los complejos Cu®'—

péptido AB se presentan en forma monomeérica, teniendo prioridad la formacién de

este complejo (Cu?*—péptido AB) a comparacién del proceso de agregacion hacia

21

——
| —




EL PAPEL DEL COBRE EN LA AGREGACION Y CITOTOXICIDAD DEL PEPTIDO
BETA AMILOIDE.

fibras amiloides por parte del péptido AB. Dicho fendmeno fue deducido a partir de
cromatografia de exclusién molecular y espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear (NMR) con gradiente de campo pulsado (115-117). Pero a pesar de la
existencia de monémeros de complejos Cu?**~AB, aln no se ha demostrado la
existencia de dimeros de los complejos Cu?—AB, aun incluso cuando el ion
metalico se encontraba en un estado subestiquiométrico a comparacion del
péptido AB. Sin embargo, el adicionar de manera subestiquiométrica iones
metélicos permite la formacion de complejos Metal-Ap asi como de asociaciones

de péptido AR no dependientes de metales (apo-AB) (115).

Demostrando que el ion Cu?* no posee una fuerte tendencia a formar complejos
Cu?* —AB con puentes metalicos estables, indicando que los agregados inducidos
por este metal incluyen un cambio conformacional (Fig.9B) y que la formacién de
un puente metalico es menos posible (Fig.9A). Aunque los puentes metdlicos
podrian ser importantes en un estado de transicion (ej. un intermediario) durante el

proceso de agregacion (114).

Sin embargo, el conocimiento acerca del efecto en la formacion o la estructura de
los intermediarios de agregacion es escaso. Por ejemplo, Teplow y colaboradores
han mostrado evidencia de un intermediario de agregacién con una estructura
parcial de a-hélice en la via de agregacion de la mayoria de los péptidos AR no

estructurados a fibrillas  amiloides (118).
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Figura 9.- Modelos conceptuales del papel del ion Cu?* en la induccién de la agregacion mediada
por metales. A) Inducida por la union de iones metdlicos. B) Agregacion por cambios de
conformacion (114) (Imagen modificada de Faller, 2009).

A causa de la dificultad que representa la obtencion de los detalles en las vias de
la formacion de intermediarios de agregacion inducidos por iones metalicos, asi
como sus estructuras, se han llevado a cabo estudios con péptidos mas cortos (y
por lo tanto mas simples) como modelos de agregacion del péptido AR (119-121).
Ya que al carecer de una gran parte de su dominio N-terminal, C-terminal o
ambos, se coordinan de maneras diferentes con el ion Cu®**. Pero debido a la
carencia de cualquiera de sus dominios, los resultados obtenidos con estos
péptidos truncados no pueden ser traslapados y/o comparados con los resultados
obtenidos en el péptido AB completo (114). A pesar de sus limitaciones, los
péptidos truncados pueden proporcionar datos interesantes en los mecanismos de
agregacion de los complejos metal-péptido (114). Ejemplo de esto, son los datos

obtenidos a partir de los efectos del ion Cu?* sobre la agregacién de los péptidos
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AB (13-21) y su mutante K16A, asi como del péptido AB-Ac (13-21) y su respectiva
mutante H14, Observandose, tanto efectos promotores como inhibitorios en la

agregacion de estos péptidos AB con 0.5 equivalentes del ion Cu®* (114).

Por otro lado, se ha investigado el mecanismo mediante el cual el ion Cu?* afecta
la agregacion de los péptidos truncados AB (11-23), AB (11-28) y AR (14-23).
Observandose, que el ion Cu®* al estar en un estado estequiométrico acelera la
agregacion del péptido AB (14-23) por medio de la formacién de puentes del ion
Cu?* (Figura 10.B), pero reduciendo la agregacion del péptido AR (11-28) por
medio de la formacién de complejos estequiométricos de cobre-AB (11-28),
compuestos de un solo péptido AR (Figura 10.C). Estos hallazgos hacen suponer
que el ion Cu®* promueve la agregacién por medio de la unién de los péptidos por
sus extremos, sin afectar a la formacion de los puentes de hidrogeno dentro de las
laminas beta (Figural0.B) (114).

Pero, cuando el ion Cu®* se une exclusivamente a un solo péptido AB, los péptidos
AB que rodean al ion Cu?* interrumpen la formacién de puentes de hidrégeno y por
ende, la formacién de agregados del péptido AR (Figura 10.A y 10.C). En lo que
concierne a la agregacion de los complejos cobre-péptido AB, estos resultados
pueden explicar cémo el ion promueve la agregacién y cémo iones Cu?* libres

pueden inhibir la agregacion.
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Figura 10.- Esquemas de los modelos de agregacion de los péptidos mediante la formacién de
puentes de hidrégeno-laminas B y la presencia o ausencia del ion cu® A) En la ausencia del ion
Cu®* los péptidos forman fibrillas del tipo B amiloide. B) El ion Cu** se une al péptido AB (y
promueve la formacion de fibrillas por la formacion de puentes de ion Cu” en los extremos C-
terminal y N-terminal de los diferentes péptidos AB C) El ion Cu** se une al péptido AB como un
complejo monomeérico e inhibe la agregacion mediante la reduccién de puentes de hidrégeno en
las laminas B en las fibrillas a comparacion de las D) Fibrillas sin ion cu* (114) (Imagen
modificada de Faller, 2009).

De todas maneras, aun no se cuenta con un modelo que indique que los iones
Cu?* favorecen la agregacion del péptido AB. Con esto se hace notar, que el ion
Cu?* es incapaz de formar uniones estables entre péptidos AB; pero también hay
que tomar en cuenta los reportes que sugieren que el ion Cu®* fomenta la
agregacion del péptido AB. Estos datos contrastantes pueden ser explicados de la

siguiente manera (114):

1).- El ion cobre no promueve la agregacion fibrilar, solamente promueve

agregados no fibrilares.
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2).- Puede que el ion cobre, lleve a cabo la agregacion fibrilar por medio de

diferentes mecanismos (122).

Otro factor a considerar del efecto del ion Cu?* sobre el péptido AB, es la relacién
equimolar que existe entre ambos; ya que, en concentraciones sub equimolares
del ion Cu®* con respecto al péptido AB, hace que el péptido forme agregados
similares a amiloides, resistentes a SDS de alto peso molecular (123). Mientras
que en una relacion supra-equimolar se generan oligdmeros solubles de péptido
AB citotoxicos; de hecho, el ion Cu®* acelera el proceso de agregacién potenciado
bajo condiciones &cidas leves similares a las que se encuentran en cerebros de

pacientes ancianos y en pacientes que sufren de la EA (124-125).
1.10.-COORDINACION DEL ION Cu?" Y Cu* EN EL PEPTIDO AB.

Actualmente, existen 2 modelos emergentes del sitio de coordinacién del ion Cu?
en el péptido AB. En el primer modelo, el ion Cu?* es coordinado por medio del uso
de tres residuos de histidina (His6, His13, His14) y el grupo carboxilato del
residuo del acido Aspartico 1 (Aspl). En el segundo modelo, el residuo Aspl esta
involucrado por via del extremo NH; y el grupo RCOO-, mientras que los otros 2

residuos puede ser cualquiera de los 3 residuos de histidina.

Dicho modelo, cuenta con 2 estudios de espectroscopia de Rayos X (XAS) que
son contradictorios, el primero involucra a los 3 residuos de histidina con el &cido
aspartico y/o glutdmico. Mientras que el segundo sugiere s6lo el uso de dos
residuos de Histidina (126). Un estudio realizado mediante resonancia
paramagnética del electron avanzado (EPR avanzado) con péptidos marcados,
muestra evidencia a favor del segundo modelo, en el cual la His6 se coordina con
el ion Cu?* por medio de su nitrégeno épsilon (127) que se encuentra en el anillo
del grupo imidazol, como el tercer ligando ante un equilibrio entre la His1l3 y la
Hisl4 (128). Pero aun con estos estudios, hay que tomar en cuenta que la

coordinacion del ion Cu®* al péptido AB es muy dinamica (129).
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Entre los modelos propuestos de coordinacién del ion Cu?* en el péptido AB, se
encuentran los mostrados en la Figura 11 A) Modelo concordante con la evidencia
de que el residuo Tyrl0 no es el donador del ligando de oxigeno en el complejo
AB- Cu?*. B) Modelo en donde el oxigeno axial es marcado como W1, los 2
atomos solventes adicionales de oxigeno (Osol) que posiblemente pertenezcan al
grupo carboxilato de los aminoacidos del extremo N-terminal como Aspl, el cual
puede participar en las uniones de hidrogeno con el &tomo axial de agua W1 para
la estabilizacion del sitio de unién al ion cobre. C y D) Modelos de las esferas de
coordinacién del ion Cu®" al péptido AB: {Extremo N-terminal, His6, His13 o His14,
Aspl-COO-} (panel izquierdo) y {3 His, Asp1-COO-} (126,129).

His13
Gilut11/Asp1

~~~~~~~

Figura 11.- Modelos propuestos de coordinacion del ion Cu® en el péptido AB (126,129). (Imagen
modificada de Hureau et al, 2009 y Streltsov et al 2008).
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A diferencia del Cu?*, el ion Cu* cuenta con un consenso general con respecto al
modelo de coordinacion de este ion en el péptido AB. Este consiste en que dos
iones Cu® se coordinan en una geometria casi lineal, esto acorde a datos
obtenidos por medio de estudios XAS, en donde los residuos adyacentes His13 e
His14 estan unidos al Cu® por via del nitrégeno delta (127, 130,131).

Dicha geometria ha sido obtenida tanto en péptidos AR truncados como con
péptidos completos. A la par, el papel de la His6 ha sido descartado en los
péptidos truncados debido la vibracion de C=0 de CO del complejo péptido ApB-
Cu® (132), confirmada por la comparacion del marcaje por absorcion de rayos-X
cerca del borde de estructura (XANES).

f—3—6 T——1-13 14——=-=-
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Figura 12.- Secuencia del péptido AR (1-42). Los aminoacidos en circulos azules
son los responsables de la coordinacion del péptido AB-Cu?*. Los aminoécidos en
recuadro rojo son los responsables de la coordinacion AB- Cu® (129). (Imagen

modificada de Hureau et al 2009).
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1.11.-PAPEL DE LA METIONINA 35 EN LA TOXICIDAD DEL AB.

Existen datos contradictorios con respecto al papel de la Metionina 35 (Met35) en
la neurotoxicidad del AB. Este aminoacido se encuentra en la porcion del extremo
carbonilo del péptido AB dentro del dominio putativo transmembranal, y su cadena
lateral es la mas susceptible a oxidacion (133-134). Ha habido diversas
investigaciones acerca del papel de la Met35 en la neurotoxicidad del péptido AR
que sugieren que es de suma importancia en la quimica redox del péptido (135).
El sulfuro que contiene la metionina puede potencialmente donar electrones del
ion metalico reducido, e iniciar el ciclo de quimica redox que se muestra a

continuacion.

APMet(S) + Cu** — ApMet(S*) + Cu’
APMet(S*) + CH—ApMet(S**) + *"CH
Cu* + Oy~ Cu* + Oy

AfMet(S**) + H;0— AfMet(S = O) + 2H*

0,” + 0,7 + 2H" —H,0,

Figura 13.- Mecanismo redox de la Met35, asi como su posicion en el AR (de color
rojo la Met35 y de amarillo su atomo de sulfuro) (98). (Adaptado de Smith et al,
2007).

La substitucion de la Met35 por Valina incrementa la toxicidad comparada con el
péptido silvestre (135), mientras que un residuo que no sea isoleucina o cisteina la
disminuye (136). El péptido con la metionina oxidada (AB-Met-Ox) no muestra

toxicidad después de 24 horas (137), mientras que incubaciones prolongadas de
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AB-Met-Ox ejercen toxicidad similar al silvestre (138). Estos resultados apoyan el
hecho de que la formacion de ROS mediada por el péptido AB es iniciada por el
residuo de Met35. Para que esto se lleve a cabo, la Met35 debe de encontrarse a
una distancia de “1.9 A de los atomos aceptores, para que se realice la
transferencia de electrones (139).

Esto es posible gracias al plegamiento del extremo carboxilo hacia el extremo
amino, o por medio del mecanismo de formacion de fibras, el cual es producto de
la unién del ion cobre al extremo amino de un péptido AB unido a la Met35 que se
encuentra en el extremo carboxilo de otro péptido AB. Bajo estas condiciones, el
ion Cu®* puede llevar a cabo la radicalizacién de la Met35 asi como la formacién
de radicales de carbono (formados probablemente a partir de residuos de glicina
del mismo péptido) que pueden subsecuentemente participar en las reacciones de
peroxidacién de los lipidos (140). Esto es consistente con los niveles elevados
postmortem de 4-hidroxinonenal (HNE) en los cerebros con la EA (141). Este
compuesto se ha utilizado como indicador de dafio oxidativo en la EA, asi como la
acroleina y el 4-oxo-trans-2-hexanal, los cuales comparten con el 4-hidroxinenal,

una naturaleza neurotoxica (142).
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Figura 14.- Diagrama que muestra los mecanismos propuestos para llevar cabo la reduccion del
ion Cu?" por parte del aminoacido Met35, para llevar cabo la formacién de ROS. A) Manteniendo
distancia de 1.9 A entre el sitio de unién del ion Cu®* y la Met35 B) Por medio de la unién del sitio
de coordinacion de Cu** de un péptido a la Met35 de otro péptido adyacente para llevar a cabo la
formacion de fibrillas manteniendo una distancia de 1.9 A" (140) (Imagen modificada de Page et al
,1999).
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Figura 15.- Productos de la peroxidacion de lipidos, mediada por Met35, los cuales poseen una
naturaleza neurotoxica: A) 4-hidroxinonenal (HNE), B) acroleina, C) 4-oxo-trans-2-hexanal. (143).
(Imagen adaptada de Lovell MA et al, 1997).

Un mecanismo alterno para el proceso de generacion de HNE, esta basado en la
insercion del péptido completo del AR a la membrana via su extremo carbonilo
hidrofobo, donde el radical sulfuranil aporta un proton de un enlace insaturado en
la membrana de fosfolipidos, generando un radical de carbén en el lipido.
Entonces, éste puede reaccionar con el oxigeno molecular (O) formando un
radical peroxil libre (HO), el cual inicia una cascada de eventos que amplifican el
radical libre del péptido AB original. Los productos de la peroxidacion de los
lipidos, como el HNE surgen de la ruptura sistematica de lipidos

subsecuentemente al ataque de radicales libres (135,143-144).
El estado oxidado del péptido también puede afectar a la agregacion, como en el

caso de AB-Met-Ox que tiene un lento rango de fibrilacion, presuntamente por

interrumpir el cambio de pequefios oligomeros solubles a grandes oligdmeros
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insolubles. Al detener la oligomerizacion a dimeros, el péptido AB es capaz de ser

eliminado del cerebro antes de que sus efectos toxicos se vean potenciados (145).

A pesar de que el AB-Met-Ox es mas soluble que el péptido AB silvestre, es
incapaz de insertarse en las membranas, y formar poros en ellas, y de todas
maneras sigue siendo neurotoxico, indicando que la insercion en la membrana no
es un prerrequisito de la toxicidad del péptido AR (138). Existe la evidencia que
tanto la Gly29 como la Ala30 pueden encontrarse relativamente cerca de los sitios
de unién al ion Cu®" y por ello, estan relacionados con la toxicidad atribuida a la
unién del péptido AB con el metal (146).
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Capitulo II.

JUSTIFICACION.

Estudios espectroscépicos recientes han mostrado un papel del aminoacido
Metionina 35 del péptido beta amiloide AB (1-40) como agente reductor
relacionado con la patologia de la Enfermedad de Alzheimer. Se ha sugerido que
en su estado oxidado, el aminoacido Metionina 35 es capaz de llevar a cabo la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), mecanismo relacionado con

la enfermedad.

De igual forma, en este estado, es capaz de formar oligbmeros del péptido,
aumentando asi la toxicidad de éste, por lo tanto, es importante estudiar el papel
de la Met35 en el proceso de reduccién del Cu®*, asi como en el proceso de
agregacion del péptido beta amiloide. Los diferentes intermediarios que se
producen durante el proceso de agregacién del péptido en presencia de Cu?*
pueden ser propuestos como blanco para el disefio de farmacos, ya que se ha
sugerido que son los intermediarios de agregacion y no la placa amiloide los que

estan relacionados con la patologia de la enfermedad.
HIPOTESIS.
La formacién del complejo del péptido AB (1-40) con iones de cobre mediado por

el aminoacido Met35 es uno de los posibles mecanismos de agregacion y
neurotoxicidad del péptido AB (1-40).
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Capitulo Ill.
OBJETIVOS.
3.1. OBJETIVO GENERAL.
Determinar si la relacion del aminoacido metionina 35 del péptido AB con los iones
de cobre estd involucrada en el proceso de agregacion y elucidar la estructura
funcional de algunos intermediarios.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Determinar si los intermediarios de agregacion del péptido AB (25-35), AB (1-
40) silvestre y Ap mutante (1-40) (Met35Cys) en presencia y ausencia del ion
cobre, presentan formas amiloides o fibrilares por medio de microscopia de

fluorescencia usando ensayos de Tioflavina T (ThT) y Rojo Congo (RC).

2. Determinar los pesos moleculares por medio de geles de acrilamida de los

péptidos anteriores en presencia y ausencia del ion cobre.

3. Determinar la citotoxicidad de los péptidos anteriores en un modelo celular de
C-6 de Glioblastoma de rata Wistar (Rattus norvegicus albinus).
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IV. MATERIALES.
4.1. MATERIAL BIOLOGICO.

4.1.1.Linea celular C-6 Glioblastoma de rata Wistar (Rattus norvegicus

albinus).

Linea celuar desarrollada por Benda et al en el afio de 1968 , al exponer a crias de
rata Wistar (Rattus norvegicus albinus) a N, N’-nitroso-metilurea, dicha linea
celular muestra una morfologia similar a glioblastoma multiforme (GBM) cuando se
inyecta en la cerebro de ratas recién nacidas (147). Estas células se cultivan en
medio DMEM Advance con 2% de suero fetal bovino, 1% de glutamina, 1% de
aminoécidos no esenciales y 1% de antibidticos-antimicoticos (100x Penicilina,

Estreptomicina-Anfotericina B). Incubandolas a una atmadsfera de 5% de CO,,
4.2 .-MATERIAL.

4.2.1.- Materiales para preparar péptido AB (1-40), AB (1-40) Met35Cys y AB
(25-35) como para el proceso de agregacion.

e Microtubos de 0.2 ml.  Marca Ambion (Grand Island, NY, USA).

e Microtubos de 1.5 ml. Marca Sorenson (Salt Lake City, UT, USA).

4.2.2.- Materiales para microscopia de flouresencia de Tioflavina T (ThT) y de
luz polarizada y flouresencia de Rojo Congo (RC).
e Laminillas pre-cargas con Poli-Lys.  Marca Fisher Scientific (Waltham, MA , USA).

« Toallas Kimwipes® EX — L. Marca Kimberly Clark (Ecatepec, EdoMex, México).
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4.2.3.- Materiales para cultivo y recuento celular.

e Pipetas Pasteur. Marca Corning (Corning, NY, USA).
e Cajas de cultivo de 100 X20mm. Marca Corning (Corning, NY, USA).
e Placas de 96 pozos. Marca Falcon (Waltham, MA ,USA).
o Camara Neubauer. Marca Baxter Scientific Products

(Deerfield, IL, USA).

4.3 .- REACTIVOS.

4.3.1.- Reactivos de uso general
e Etanol 95%. Marca Jalmek (San Nicdlas de los Garza , NL,México).

e Metanol 95%. Marca CTR (Mty , NL, México).
e Isopropanol 95% Marca Jalmek (San Nicdlas de los Garza , NL,México).

e SDS. Marca Omnipur (Whitehouse Station, New Jersey,USA).

4.3.2.- Reactivos para preparar péptido AB (1-40), AB (1-40) Met35Cys y AR

(25-35) asi como para su proceso de agregacion.

e Hidréxido de Sodio. Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Gilicina. Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Sulfato de Cobre Pentahidratado. Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

o Péptido AB (1-40). Marca Genscript (Piscataway, NJ, USA)
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Péptido AB (1-40) Met35Cys Marca Genscript (Piscataway, NJ, USA).

e Péptido AB (25-35). Marca Genscript (Piscataway, NJ, USA).

4.3.3.- Reactivos para microscopia de flouresencia de ThT y de luz polarizada
y flouresencia de Rojo Congo.

e Tioflavina T ( ThT)  Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

e Rojo Congo (RC) Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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4.3.4.- Reactivos para cultivo y viabilidad celular.

Todos los reactivos de la marca Invitrogen-Gibco.(Grand Island, NY, USA).

Aminoacidos no esenciales (10mM 100X).

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advances DMEM).
L- Glutamina (200 mM 100X).
Suero Fetal Bovino (FBS).
Tripsina-EDTA (0.25%).

Solucion de antibiético-penicilina-estreptomicina.(100Ul/ml de penicilina G

de sodio y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina).

Azul de Alamar.

Azul de Tripano.

4.3.5.- Reactivos para geles de acrilamida.

Acrilamida

N-N metilen-Bis acrilamida
TEMED

PSA

Page Ruler Plus Prestained

Protein Ladder
Tris-Base

Tricina

Beta Mercaptoetanol

Azul de Coomassie R-250

——
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Marca Invitrogen (Grand Island, NY, USA).
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Marca Thermo (Waltham, MA, USA).

Marca US-Biological (Swampscott, MA, USA).
Marca BioRad (Nobel Drive Hercules, CA ,USA).
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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4.4 .- EQUIPOS.

4.4.1.- Equipos de uso general
e Espectrofotdmetro NanoDrop. Marca Thermo Scientific. Modelo Nanodrop
2000 (Waltham, MA, USA).
e Orbit Shaker Lab Line (San Diego, CA, USA).
e Agitador Orbital GyroTwister. Marca Labnet (Woodbridge, NJ, USA).
e Microbalanza Marca Adventurer Pro Ohaus AV412 (Parsippany, NJ, USA).
e Microbalanza Marca Sartourios. Modelo BP1105 (Weender Landstrasse,

Goettingen, Alemania).

4.4.2.- Equipos para preparar péptido AB (1-40) , AB (1-40) Met35Cys y AB (25-
35) asi como para su proceso de agregacion.
e Campana de Flujo Laminar. LabConco. Purifier Class Il Safety. (Kansas
City, MO, USA).
e Microcentrifuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415C. (Barkhausenweg,
Hamburgo, Alemania).
e Thermomixer Compact. Marca Eppendorf. (Barkhausenweg, Hamburgo,
Alemania).

e Bafio Sonicador. Marca Sonicor. (Wallingford, CT, USA).

4.4.3.- Equipos para microscopia de flouresenciade ThT y de luz polarizada y

flouresencia de Rojo Congo.

e Microscopio de flouresencia 1000 Marca Leica. (Wetzlar, Alemania).
e Microscopio de campo claro Marca Nikon 50i. (Melville, NY, USA).
e Fotomicroscopio Fomi- Il Marca Carl Zeiss. (Standort, Goéttingen,

Alemania).
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4.4.4.- Equipos para cultivo y viabilidad celular.
e Campana de Flujo Laminar con filtros HEPA . Clase Il Typo A2 Marca NU
AIRE Modelo NU-425-400. (Plymouth, MN,USA).
e Incubadora con fuente de CO, Marca NUAIRE. Modelo UN-4750.
(Plymouth, MN,USA).
e Microscopio Invertido. Marca Olympus. Modelo CKX41. (Miami, FL, USA).
e Lector de Placas BioTek. Modelo ELX800. (Winooski, VT, USA).

4.4.5.- EqQuipos para geles de Tricina-SDS-PAGE.

e Mini Protean Tetra Pack Marca BioRad. Marca BioRad. (Nobel Drive
Hercules, CA ,USA).

4.5.- Software.

e En el disefio de gréficos y mutaciones de los péptidos se usaron los
programas Discovery Studio Visualizer (Accelrys, USA) Version 3.0,
QuteMol v 0.4.1 (148).

e Para los gréficos generales se utilizo el programa PaintNet Version 3.5.10.

e Para realizar los graficos de viabilidad celular se utilizé el programa Sigma
Plot Version 11 (Systat Software Inc. USA).

e El analisis estadistico se utilizo el programa SPSS Version 15.0 (1.B.M).

e El andlisis de imagenes obtenidas por microscopia fue analizada por medio
del software NIS Elements. BR 2.30.

e Para la cuantificacién de proteina total con el espectrofotémetro NanoDrop
fue el NanoDrop 2000/2000c ver 1.4.1 de Thermo Fisher Scientific.
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Capitulo V.

METODOS.

Para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente proyecto de tesis, se
realizé la siguiente estrategia general (Figura. 16).

Preparacion de los péptidos
AB (25-35) , AB (1-40) silvestre y AB (1-40) Met35Cys.

Microscopia de fluorescencia por Tioflavina T (ThT) y Rojo Congo.

Determinacion de pesos moleculares por Tricina-SDS- PAGE y por medio
de marcadores de PM.

Cultivo celular

Figura 16.- Estrategia general de proyecto.

5.1. Preparacion de los péptidos AB.

Para la preparacién de los diferentes péptidos se llevé a cabo el protocolo
desarrollado por la Dra. Liliana Quintanar y su equipo del CINVESTAV Unidad

Zacatenco México D.F, con algunas modificaciones:
1.-Se peso6 1.0 mg de péptido AB en un tubo Eppendorf y se disolvié suavemente

(mezclando con pipeta sin hacer espuma, evitar el vortex), en 200 ul de NaOH 2.0
mM.
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Observaciones: Este procedimiento se realizé cuando se tuvo un lote de péptido
liofilizado de mas de 1.0 mg, pero cuando se utilizé un liofilizado con la cantidad

exacta, se disolvio en los 200 pl de NaOH 2.0 mM.

2.-Se disgregaron los péptidos en bafio sonicador en un periodo de 10-20 min. En
caso de que existan particulas insolubles, se centrifuga a 14,000 rpm / 10 min y se

pasa el sobrenadante a un tubo de Eppendorf de 1.5 ml nuevo.

3.-Se diluyé poco a poco el sobrenadante con agua MiliQ estéril mezclando
suavemente con pipeta. (Diluirlo de manera brusca favorece a la agregacion del
péptido en la solucion final) y en caso de formarse particulas insolubes, se sénico
de nuevo la solucién por 10 minutos. Si las particulas formadas no se disolvian, se

centrifug6 de nuevo la solucion.

4.-Se cuantifico la cantidad total de proteina por medio del uso de
espectrofotometro NanoDrop, utilizando como blanco la solucion de NaOH 2 mM-
agua MiliQ.

5.-Se congelaron los péptidos a -20 °C en alicuotas de 50 pl.

Observaciones: Se procuré usar todo el volumen de la alicuota, ya que el proceso

de congelamiento-descongelamiento favorece a la agregacion del péptido.

Método alterno:

Cuando se utilizé un lote de péptido de 0.1 mg se preparé mediante el uso de una
jeringa para insulina de 100 unidades (se puede utilizar una jeringa Hamilton de 10
0 100 pl) inyectando la solucion de NaOH, mM- agua MiliQ al vial con péptido
liofilizado, para mezclarlo, y teniendo mucho cuidado de no formar espuma.
Posteriormente, se sénico por 20 min, haciendo alicuotas de 50 pl; y se congel6 a
-20°C.
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Posteriormente, se diluyeron los péptidos a una concentracion de 20uM,
incubandolos a 37,000 rpm / 37°C en el equipo Thermomixer Eppendorf en
periodos de 0,12, 24, 48 y 72 horas. Para el caso de los péptidos A en presencia
del ion Cu?*, se preparé una solucién stock acorde a lo que menciona Ali et al; la
cual estuvo formada por 6 mM de Glicina por cada 1 mM de CuSO, pentahidratado

disueltos en agua MiliQ estéril a una concentracion final de 20 mM.

Posteriormente, se diluyd a una concentracion de 20 uM y se incubaron las
muestras durante 0,12, 24, 48 y 72 horas.

5.2 Microscopia de birrefringencia de Rojo Congo (RC) mediante luz

polarizada.

Una vez incubados los péptidos AR a 0,12, 24, 48 y 72 horas en ausencia y

presencia de ion Cu®" se realiz6 el siguiente protocolo modificado de House et al.

A los tubos con péptido AB agregado a una concentracion de 20 uM se les agreg6

1 pL de RC 0.5 % (disuelto en agua MiliQ) y se mezclé muy bien.

Ya mezclados, se cargaron 10 puL de cada solucion en zonas marcadas de
laminillas pre cargadas de Poli-Lys Fisher Scientific.

Se fijaron por medio de calor, esto se hizo colocando las laminillas en una plancha

a una temperatura de aproximadamente 60°C.

Se observaron en un Foto microscopio Fomi Ill, con un filtro de luz polarizada.
Esta técnica esta basada en la birrefringencia del colorante Rojo Congo, la cual
por medio de interacciones hidrofébicas y electrostaticas que interactian con las

fibras amiloides, que poseen un color verde manzana o amarillento caracteristico

al ser observadas bajo luz polarizada (151).
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5.3.-Microscopia de fluorescencia por Tioflavina T (Tht) y Rojo Congo (FRC).

Una vez incubados los péptidos AB a 0, 12, 24, 48 y 72 horas a una concentracion
definida en ausencia y presencia de ion Cu®* (a una concentracion de 20 puM tanto

péptido como el ion) se realizé el siguiente protocolo modificado de Cribbs et al.

Se cargaron 5 pL de cada solucion en zonas marcadas de laminillas pre-cargadas
de Poli-Lys Fisher Scientific. Se fijaron las muestras por medio de calor, esto se
hace colocando las laminillas en una plancha o una incubadora a una temperatura

de aproximadamente 37°C.

Una vez fijadas, se sumergieron en una solucion de Tioflavina T (ThT) disuelta en
buffer de NaOH-Glicina pH 8.5 a una concentracion de 500 pM por unos
segundos.

Se lavaron 2 veces en etanol al 50% por unos pocos segundos.

Se retird el exceso de alcohol de las laminillas.

Se observaron al microscopio de fluorescencia Leica 1000 con el filtro A.

Observacion: Cuando se observaron estructuras del tipo “espina de pino” se

lavaron las laminillas de nuevo con etanol al 50%.

Para el caso de fluorescencia de RC se realizo el mismo procedimiento que se
utiliza para la prueba de luz polarizada de RC, con la excepcion de que se utilizé

un microscopio de fluorescencia Leica 1000 con el filtro 13.
Para estas pruebas (Tht y RC), se utilizaron controles que consistian en un corte

histolégico de rifion con y sin amiloidosis (enfermedad similar a la EA) asi como

albimina a una concentracién final de 20 pM y agua MilliQ en presencia y
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ausencia del ion Cu®* a una concentracién de 20 uM. El uso de estos controles era
con el fin de determinar si el ion Cu?* era capaz de proporcionar falsos positivos;
mientras que el uso de la albimina como control estd basado en reportes de que
esta proteina es capaz de formar fibras amiloides (153). Los cortes histologicos se
utilizaron para determinar si las modificaciones realizadas sobre la técnica original

afectaban la sensibilidad de la prueba para detectar dichas fibras.
5.4.-Geles de Tricina-SDS-PAGE.

Para llevar a cabo los geles de tricina SDS-PAGE se realiz6 lo siguiente acorde a

lo reportado por Schagger, H., y Von Jagow.

Por medio del equipo SAVANT se secaron las muestras de péptido incubado de 0
a 72 horas en presencia y ausencia del ion Cu®* alrededor de 30 minutos a una

hora.

Se prepararon geles de acrilamida compuestos por un gel separador del 16% y un
gel concentrador de 4% a partir de un stock de acrilamida-bis acrilamida de 99.5%
T y 3%C utilizando buffer Roztoky 3x (83M Tris HCI, 0.3% SDS, pH 8.45)
Paralelamente, se prepararon los buffer de catodo (100 mM Tris, 100 mM Tricina,
0.1 % SDS, pH 8.25) como de anodo (100 mM Tris-HCI, pH 8.9).

Al finalizar de polimerizar el gel, se procedié a agregar 40 pL de buffer de lisis 3x
(6% Mercaptoetanol, 12% SDS, 150 mM Tris-HCI, 60% glicerol) a los tubos con
muestras de péptido para diluir las muestras en este buffer. A continuacion, se

desnaturalizaron las muestras a 95°C por 5 minutos en un termobloque.

Se lleno la camara interior con buffer de catodo (100 mM Tris, 100 mM Tricina, 0.1
% SDS, pH 8.25) y el tanque (acorde al numero de geles) con buffer de anodo
(100 mM Tris-HCI, pH 8.9), y se cargaron 20 uL de solucion de los péptidos con

buffer de carga 3x en los pocillos, llevando a cabo la electroforesis del gel a 30
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Voltios hasta que las muestras pasaron del gel concentrador, para posteriormente

correr el gel a 120 Voltios hasta un centimetro arriba del borde del gel.

Ya una vez concluida la electroforesis, se tifid el gel con la técnica de Azul de
Coomassie acorde a Simpson.

Se colocaron los geles en un recipiente de plastico para microondas, cubriéndolos
con 100 ml de solucién A (0.0005 % de CBR-250).

Se calento el recipiente a la maxima capacidad del equipo de microondas hasta la

evaporacion de la solucion A (aproximadamente 2 minutos).

Se dej6 enfriar por 5 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante.

Se elimind la solucién A, y se lavé con agua MiliQ.

Se agrego6 la solucion B (0.00005 % de CBR-250) y se calent6 la solucion a la

maxima potencia del microondas por 80 segundos.

Se desechd la solucién B y se lavé con agua MiliQ.

Se agrego la solucién C (0.00002 % de CBR-250) y se calento la solucion a la

maxima potencia del microondas por 80 segundos.
Se desechd la solucion C y se lavo con agua MiliQ.
Para llevar a cabo la destincion del gel, se colocaron los geles en la solucion D

(10% Acido acético glacial) calentando a la maxima potencia del microondas por
80 segundos.
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Se coloc6 una pieza de Kimwipe para absorber el exceso de colorante. Los geles
se dejaron enfriar por 5 minutos, observandose bandas con 5 ng de proteina total

después de hacer este procedimiento por triplicado.

5.5.-Ensayos de viabilidad celular.

Para llevar a cabo el ensayo de viabilidad celular se procedio6 a lo siguiente:

Se sembraron células C-6 de Glioblastoma de rata en placas de 100 mm con 10
ml de medio de cultivo DMEM Advanced con 2% de suero fetal bovino, 1% de
glutamina, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de antibiéticos-antimicéticos a

una dilucion 1:10 (1 ml de suspension celular por cada 9 ml de medio DMEM).

Cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia, se les retir6 todo el medio
de cultivo y se les aplico un volumen de tripsina a la monocapa de células y se

incubaron a 37°C en una incubadora con fuente de CO; por 5 minutos.

Una vez pasados los 5 minutos, se neutralizo la tripsina aplicando dos voliumenes
de medio DMEM por cada uno de tripsina (1:2). Pasando esta solucién a un tubo

Falcon de 15 mly se centrifugdé a 1,000 rpm por 5 minutos.

Ya una vez acabada la centrifugacion, se retir6 el medio con tripsina, y se
homogeniz6 el boton de células que quedaron en el fondo del tubo con medio
DMEM nuevo con la misma composicién del medio DMEM que se utiliz6 para su

cultivo.

Ya homogenizados, se tomé una alicuota de 4 pL de células en medio DMEM y se
mezclaron con 16 pL de azul de tripano, realizando una dilucion de 1:5. Hecha
esta dilucidn, se colocé 10 pL de suspension celular con colorante en la camara de

Neubauer.
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Utilizando el objetivo de 10X en el microscopio, se contd el niumero de células
vivas (las cuales son birrefringentes mientras que las muertas muestran un color
azulado) en las cuatro cuadriculas de 4 x 4 de la cAmara, registrando el nUmero de

células.

Se cuantifico el numero de células en el cuadrante central de 5x5 registrando el

numero de células.

Se realiz6 el calculo del total de células empleando la siguiente operacion:

Numero de células / ml = (Promedio de las 4 cuadriculas 4 x 4) por (Factor de
dilucién =5) por (10,000). (El numero promedio de las cuadriculas 4 x 4 debe ser

similar al célculo realizado con el total de células en la cuadricula central de 5 x5).

Se multiplicé el nimero de células/ml por el volumen en el cual se resuspendieron
y disgregaron las células del cultivo para obtener la cantidad total de células
producidas.

Tomando en cuenta el total de células contabilizadas y el volumen total, se colocé
el volumen correspondiente a 15,000 células / 200 pL por pozo en una placa de 96
pozos. Hecho esto, se incubaron las células en una incubadora de CO, a 37° C

por 24 horas.

Una vez pasadas las 24 horas, se diluyeron los agregados de los péptidos stock
concentrados en presencia y ausencia del ion Cu?* a 0 y 24 horas de incubacién,
asi como los controles (albumina, CuSO,.Glicina) en medio DMEM a una
concentracion final de [10 uM], y los controles de NaOH 2mM (en una relacién de

1:8) en un volumen total de 200 pL.

Al mismo tiempo, ya fijadas las células a la placa de 96 pozos, se les retir6 todo el

medio DMEM de los pocillos utilizando una micropipeta multicanal para
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posteriormente agregar las soluciones de péptidos y de controles diluidos en
DMEM, por triplicado.

Se incubaron las células con medio DMEM con tratamientos y controles en una
incubadora de CO; a 37° C por 24 horas.

Ya pasadas las 24 horas de exposicion, a las células se les retiré el medio DMEM,
y se les agreg6 a cada pozo 100 pL del colorante Azul de Alamar a una dilucién
1:10 en DMEM fresco incubando en una incubadora de CO, a 37° C por una hora

y media.

Una vez transcurrida la hora y media se ley6 la placa en un espectrofotémetro de

microplacas a longitudes de onda de A= 570nm y de A= 600 nm.

Para determinar el numero total de células vivas, se rest6 el valor obtenido de
Absgoo-Abssyo del blanco (DMEM en ausencia de células y tratamientos) para

posteriormente restar este valor a los valores obtenidos de la misma operacion.

Ya obtenidos los valores netos, se dividio el valor de los tratamientos y de los
controles entre el valor del control negativo (células incubadas soélamente en
presencia de medio DMEM), y se multiplic6 por 100%. Se realiz6 un promedio de
los valores de los tratamientos, asi como de su desviacion estandar (DS) para

posteriormente usar estos datos para obtener el grafico de viabilidad celular.
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Capitulo VL.

RESULTADOS.

6.1.-Microscopia de birefrigencia de Rojo Congo (RC) por luz polarizada.

Agua-0h Agua-0h BSA-Oh BSA-Oh
[0 uM Cu?] [20 uM Cu?*] [0 uM Cu?] [20 uM Cu?* ]

Figura 17.- Controles de la técnica microscopia de birrefrigencia de RC por luz polarizada. CC =
Campo claro , LP= Luz polarizada. BSA =Albimina serica bovina. Escala = 100 um. Tanto a 0
como 72 horas no se observaron sefiales positivas en los controles negativos de esta técnica.
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AB (25-35)
Oh-[0 uM Cu?]

AB (1-40)Wt
Oh-[0 uM Cu?*]

AB (1-40)Mut
0Oh- [0 uM Cu?*

AB (25-35)
12h- [0 uM Cu?* ]

AB (1-40)Wt
12h- [0 uM Cu?*]

AB (1-40)Mut
12h-[0 uM Cu?*]

BETA AMILOIDE.

AB (25-35)
24h-[0 uM Cu?* ]

AB (1-40)Wt
24h-[0 uM Cu?*]

AB (1-40)Mut
24h-[0 uM Cu?*]

AB (25-35)
48h- [0 uM Cu?* ]

AB (1-40)Wt
48h-[0 pM Cu?* ]

AB (25-35)
72h-[0 uM Cu?* ]

AB (1-40)Wt
72h-[0 uM Cu?*]

AB (1-40) Mut
72h- [0 pM Cu?*]

Figura 18.- Cinética de agregacion de los péptidos AB (25-35), AB (1-40) silvestre y mutante a una
concentracion de 20uM de cada péptido en ausencia del ion Cu®" a una concentraciéon de 20 uM
monitoreada por la prueba de microscopia de birrefringencia de RC por luz polarizada. CC =
Campo claro, LP= Luz polarizada. Escala = 100 um.
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AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35)
0h-[20 uM Cu?*] 12h-[20 uM Cu®] 24h-[20 uM Cu?*] 48h-[20 uM Cu?*] 72h-[20 uM Cu**]

AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt
0h-[20 uM Cu?*] 12h-[20 pM Cu?] 24h-[20 uM Cu?*] 48h-[20 pM Cu?*] 72h-[20 uM Cu?*]

AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut
0Oh-[20 puM Cu?*] 12h-[20puM Cu?*]  24h-[20 uM Cu®*] 48h-[20 uM Cu?*] 72h-[20 pM Cu?*]

Figura 19.- Cinética de agregacion de los péptidos AB (25-35), AB (1-40) silvestre y mutante a una
concentracién de 20uM de cada péptido en presencia del ion Cu®" a una concentracion de 20 uM
monitoreada por la prueba de microscopia de birrefringencia de RC por luz polarizada. CC =
Campo claro, LP= Luz polarizada. Escala = 100 um.
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6.2.- Microscopia de fluoresencia de TioflavinaT (ThT) y Rojo Congo (FRC).

Agua-0h Agua-0h BSA-Oh BSA-Oh
[0 uM Cu?*] [20 uM Cu?] [0 uM Cu?*] [20 uM Cu?]

Control (-). Control (+).

Figura 20. Controles para la prueba de la ThT y la FRC. BSA =Albumina sérica bovina a una
concentracion de 20uM.Tanto a 0 como a 72 horas no se observaron sefiales positivas en los
controles negativos de esta técnica. Escala = 100 um
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AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35)
Oh- [0 UM Cu?*] 12h-[0pMCu®]  24h-[0pM Cu®] 48h- [0 UM Cu® ] 72h-[0 M Cu?* ]

W

AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AP (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt
Oh-[0uMCu] ~ 12h-[0puM Cu] 24h-[0 pM Cu?*] 48h-[0 uM Cu?*] 72h-[0 uM Cu?*

]

e A | .
S honall Wil O g ) / ‘ [ \
AP (1-40)Mut AB (1-40)Mut AB (1-40)Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut
Oh-[0 uM Cu?*] Dh-[0pMCu?]  20h-[0pMCu*]  48h-[0pMCu®]  72h-[0pMCu®]
oo il ; ;

\

AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35)
Oh-20uM Cu?*]  12h-[20 uM Cu?*] 2h-[20uM Cu]  48h-[20uMCu?]  72h-[20uM Cu]
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A (1-40)Wt AB (1-40)Wt A (1-40)Wt A (1-40)Wt AB (1-40)Wt
Oh-[20 pM Cu®] 12h-[20 uM Cu?] 24h-[20 pM Cu®| 48h-[20puMCu*]  72h-[20 uM Cu?*]

AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut
Oh-[20pMCu?]  12h-[20pMCu?]  24h-[20puMCu®]  48h-[20pMCu*]  72h-[20uM Cu?]
[} gn \ ] .

{2 ¢ \ [ LT I
AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35)
Oh-[0 pM Cu?*] 12h- [0 pM Cu?* | 24h-[0puM Cu?' | 48h- [0 uM Cu?* ] 72h-[0puM Cu?' |

AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt
Oh- [0 uM Cu?] 12h-[0 uM Cu?] 24h-[0 pM Cu®] 48h-[0 uM Cu?* ] 72h-[0 uM Cu?*]
» > A\

L
b

LN
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AB (1-40)Mut AB (1-40)Mut AB (1-40)Mut AB (1-40) Mut AB (1-40) Mut
0Oh- [0 uM Cu?* 12h-[0 uM Cu®* 24h-[0 pM Cu®] 48h-[0 uM Cu?* 72h-[0 pM Cu? ]
) . :'&

AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35) AB (25-35)
0h-[20 uM Cu?*] 12h-[20 uM Cu?*] 24h-[20uMCu*]  48h-[20 uM Cu?*] 72h-[20 uM Cu® ]

AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt AB (1-40)Wt
Oh-[20uMCu*]  12h-[20uM Cu®*] 26h-[20uMCu®]  48h-[20uMCu]  72h-[20 uM Cu?*]

AP (1-40) Mut AB (1-40) Mut AP (1-40) Mut AB (1-40) Mut AP (1-40) Mut
0Oh-[20 pM Cu®] 12h-[20 uM Cu¥] 24h-[20 uM Cu®] 48h-[20 uM Cu®*] 72h-[20 uM Cu?]

Figura 21.-Cinéticas de agregacién del péptido AR (25-35), AB (1-40) silvestre y mutante a una
concentracion de 20uM de cada péptido en ausencia y presencia del ion Cu®" a una concentracion
de 20 uM monitoreadas por la prueba de la ThT y FCR. Escala = 100 um
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El analisis de las fotografias, permitié construir las siguientes tablas, en las que se
resumen los resultados encontrados.

Ausencia del ion Cu®*

Presencia del ion Cu**

Tiempo | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia
(horas) de de de de de de
Tioflavina T Rojo Congo Rojo Congo TioflavinaT Rojo Congo Rojo Congo
0
+ + + + + +
12 + . - + + .
24 + + + + + +
48 + + + + + +
72 + + + + + +

Tabla 2 .-. Tabla comparativa de las diferentes técnicas de microscopia para la cinética de
agregacion del péptido AB(25-35).

Ausencia del ion Cu?*

Presencia del ion Cu?*

Tiempo | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia
(horas) de de de de de de
Tioflavina T Rojo Congo Rojo Congo Tioflavina T Rojo Congo Rojo Congo
0
+ + + + + +
12 + + + + + +
24 + + + + + +
8 + + + + + +
72 + + + . + +

Tabla 3 .- Tabla comparativa de las diferentes técnicas de microscopia para la cinética de
agregacion del péptido AB(1-40) silvestre.
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Ausencia del ion Cu?* Presencia del ion Cu?*
Tiempo | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia | Fluorescencia | Birrefringencia | Fluorescencia
(horas) de de de de de de
Tioflavina T Rojo Congo Rojo Congo Tioflavina T Rojo Congo Rojo Congo

0 + - + + - +

12 + - + + - +

24 + + + + + +

48 + + + + + +

72 + + + + + +

Tabla 4- Tabla comparativa de las diferentes técnicas de microscopia para la cinética de
agregacion del péptido AR (1-40) (Met35Cys).

Una vez comparados los datos de la microscopia por luz polarizada, Fluorescencia
de Tioflavina T y Fluorescencia de Rojo Congo, utilizadas para demostrar la
presencia o ausencia de laminas betas (una caracteristica primordial de las fibras
amiloides). Se puede mencionar, que el péptido AB (25-35) en ausencia de ion
Cu®" a 0 24 48 y 72 horas de incubacién, asi como en presencia del ion Cu?*,
durante todos los periodos, y el péptido Ap (1-40) silvestre tanto en ausencia como
en presencia del ion Cu®* en todos los periodos, y finalmente, el péptido AB (1-40)
mutante a 24, 48 y 72 horas de incubacion, mostraron resultados positivos a la
presencia de fibras amiloides, utilizando la birrefringencia de Rojo Congo bajo luz
polarizada. La presencia de dichas laminas beta se puede demostrar en primera
instancia por el color verde manzana o dorado de las muestras observadas
utilizando la birrefringencia del Rojo Congo bajo luz polarizada. Lamentablemente,
existen reportes que mencionan, que en ciertas ocasiones, esta prueba puede

arrojar falsos negativos.

Por lo cual, se utilizaron tanto las técnicas de fluorescencia de Rojo Congo como

de Tioflavina T, para corroborar los resultados obtenidos de la técnica anterior.
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Observandose en la prueba de RCF, resultados positivos en el péptido AB (25-35)
en ausencia y presencia del ion Cu?* a 0, 24,48 y 72 horas de incubacion, en el
péptido AB (1-40) silvestre y mutante en ausencia y presencia del ion Cu2+, al
igual que el péptido AR (25-35) en ausencia y presencia del ion Cu?* en todos los
periodos, asi como el AB (1-40) mutante y el AB (1-40) silvestre en ausencia del
ion Cu?*. Mientras que el AB (1-40) silvestre en presencia del ion Cu** a 0,12, 24, y
48 horas de incubacidon, mostrd resultados positivos a la presencia de fibras

amiloides usando tanto la prueba de ThT y RCF.

6.3. Geles de Tricina-SDS-PAGE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 KDa
= — 0 ——— E g =T T 250
I I B — « . igg
MNP S D o e e s VN T
13 — ! N 55
¥ ..; e & e 35
4.5 kDa S 4 “w 4.5 kDa I
l ¢ C—— l —_s
= N 10
— "
P —
¥ J
: [0 uM] Cu?* [20 pml Cu?* . )
carril 1 2 | = 4 5 6| 7 8 9 10
AB - = e - mkDa - = e - =
(25-35) ‘
AB = 3 = = mkDa = + = - =
(1-40)W
AB + = = - mkDa &5 = = - =2
(1-40)M
Albumina = = - + mkDa = = - - <

Figura 22- Gel de acrilamida compuesto de un gel separador al 16% y un gel concentrador de 4%
de los diferentes péptidos AB agregados a 0 horas en presencia y ausencia del ion Cu** [20 uM],
usando como control albumina sérica bovina ambos a una concentracion de 1ug de proteina total.
Marcador de peso molecular Protein Ladder Marca Thermo (mkDa). (+) Presencia, (-) Ausencia.
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A AbAal

>

Carril A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AB = = = + mkDa = - = - =
(25-35)
AB = - + x, mkDa - a + - -
(1-40)W
AB = - = = mkDa = 75 - = =
(1-40)M
Albumina - = - = mkDa + - = - =

Figura 23- Gel de acrilamida compuesto de un gel separador al 16% y un gel concentrador de 4%
de los diferentes péptidos ApR agregados a 24 horas en presencia y ausencia del ion cu®* [20 uM],
usando como control albumina sérica bovina ambos a una concentracion de 1ug de proteina total.
Marcador de peso molecular Protein Ladder Marca Thermo (mkDa). (+) Presencia, (-) Ausencia.

Carril
AB
(25-35)
AB = + = mkDa = + - = = =
(1-40)W
AB + = S mkDa + 0 = &= =, -
(1-40)Mm
Albumina - - = mkDa - - - - + -

Figura 24- Gel de acrilamida compuesto de un gel separador al 16% y un gel concentrador de 4%
de los diferentes péptidos AB agregados a 48 horas en presencia y ausencia del ion cu?® [20 uM],
usando como control albimina sérica bovina ambos a una concentracion de 1ug de proteina total.
Marcador de peso molecular Protein Ladder Marca Thermo (mkDa). (+) Presencia, (-) Ausencia.
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—
——

b ),. -& : ;4'5 kba : = # 4.5 kDa - ] —_—25

AR ———

[20 uM] Cu?* [0 pM] Cu?*
“camit | 1 | 2| 3 | a | 75"“ 6 | 7 | 8 | o | 10
AB o o = - + mkDa = o + =
(25-35) I | | | 1 | i |
AB = = = + = mkDa Pl + = =
(1-40)W . . | |
AB = = + = = mkDa + = = &
(1-40)M
Albumina - + - - = mkDa = = - -

Figura 25- Gel de acrilamida compuesto de un gel separador al 16% y un gel concentrador de 4%
de los diferentes péptidos Ap agregados a 72 horas en presencia y ausencia del ion cu* [20 puM],
usando como control albumina sérica bovina ambos a una concentracion de 1ug de proteina total.
Marcador de peso molecular Protein Ladder Marca Thermo (mkDa). (+) Presencia, (-) Ausencia.

Al comparar los diferentes geles a las distintas horas, y calculando sus respectivos
pesos moleculares, se observo, que el péptido AB (25-35) no mostré ningun tipo
de sefial, posiblemente debido a su pequefio tamafio molecular, pero los péptidos
AB (1-40) silvestre y la mutante (Met35Cys), mostraron monémeros de 4.5 kDa en
todos los periodos, en presencia y ausencia del ion Cu®*. Siendo el péptido AB (1-
40) silvestre, el Unico que tuvo agregados en la parte superior del gel separador a

0, 24 y 72 horas de incubacién en presencia y ausencia del ion Cu®*.
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6.4.Citoxicidad de los péptidos AB sobre la linea celular C-6 de Glioblastoma

de rata Wistar (Rattus norvegicus albinus).
Efecto de los péptidos AB (25-35) , AB (1-40) silvestre y Ap (1-40)Mut (Met35Cys) en presenciay

ausencia del i6n cuprico (Cu 2‘) agregados 0 y 24 horas sobre células C-6 Glioblastoma de rata Wistar
(Rattus norvegicus albinus) a 24 horas de incubacion.
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Carril Tratamiento |

1 Células C-6 sin tratamiento.

2 Albumina sérica bovina [10 uM].

3 CuSO04-Glicina [20 pM].

4 Buffer de NaOH (1:8) del péptido AB (25-35).

5 Buffer de NaOH (1:8) del péptido AB (1-40) silvestre.

6 Buffer de NaOH (1:8) del péptido AB (1-40) mutante.

7 Péptido AB (25-35). [10 uM]. 0 horas de incubacion.

8 Péptido AB (1-40) silvestre. [10 uM]. O horas de incubacion.

9 Péptido AB (1-40) mutante. [10 uM]. O horas de incubacién.

10 Péptido AB (25-35) [10 uM]- CuSO,-Glicia [20 pM]. 0 horas de incubacion.

11 Péptido AR (1-40) silvestre [10 pM]- CuSOg4-Glicina [20 pM]. O horas de
incubacion.

12 Péptido AR (1-40) mutante [10 pM]- CuSOg4-Glicina [20 pM]. 0 horas de
incubacion.

13 Péptido AB (25-35). [10 uM]. 24 horas de incubacion.

14 Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]. 24 horas de incubacion.

15 Péptido AB (1-40) mutante [10 uM]. 24 horas de incubacion.

16 Péptido AB (25-35) [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 uM]. 24 horas de incubacion

17 Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas de
incubacion.

18 Péptido AR (1-40) mutante. [10 puM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas de
incubacion.

Figura 26. Efecto citopatico sobre la linea celular C-6 de Glioblastoma de rata de los diferentes
péptidos AB a una concentracion de 10 uM, en presencia y ausencia del ion cu® (Cus0O,-Glicina) a
una concentracion de 20 pM, agregados a 0 y 24 horas. (+) Presencia, (-) Ausencia. * Diferencia
significativa usando la prueba t-Student para muestras independientes. Barras de desviacion
estandar marcadas en negro.
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BETA AMILOIDE.

Tratamiento

Con diferencia significativa con el tratamiento de :
(p< 0.050 y con un intervalo de confianza del 95% utilizando la
prueba de t-Student para variables independientes)

Células C-6
Glioblastoma
sin tratamiento.

Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. O horas
de incubacion, Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]- CuSO4-Glicina
[20 uM]. 24 horas de incubacion, Péptido AB (1-40) mutante [10 pM]-
CuSO,-Glicina [20 uM]. 24 horas de incubacion.

CuSO4-Glicina | Péptido AR (1-40) silvestre [10 puM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas
[20 uM]. de incubacion.

Albumina Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]. O horas de incubacion, Péptido

[10 puM]. AB (1-40) silvestre [10 pM]- CuSOg4-Glicina [20 uM]. 0 horas de

incubacion. Péptido AR (1-40) silvestre [10 pM]- CuSO4-Glicina [20
UM]. 24 horas de incubacion, Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]. 24
horas de incubacion, Péptido AR (1-40) mutante [10 uM]. O horas de
incubacion. Péptido AB (1-40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20
UM]. 24 horas de incubacion.

Buffer de NaOH
(1:8) del péptido
AB (25-35).

Péptido AB (1-40) silvestre [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 uM]. 24 horas
de incubacion, Péptido AB (1-40) mutante [10 uM]- CuSO4-Glicina
[20 uM]. 24 horas de incubacion.

Buffer de NaOH
(1:8) del péptido
AB (1-40)
silvestre.

Péptido AB (25-35) [10 uM]. 24 horas de incubacién, Péptido AR (1-
40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas de
incubacion.

Buffer de NaOH
(1:8) del péptido
AB (1-40)
mutante.

Péptido AB (1-40) mutante [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 uM]. 24 horas
de incubacion.

Péptido AB (1-40)
silvestre. [10 pM].

Péptido AB (25-35) [10 uM]. 24 horas de incubacion, Péptido AB (1-
40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20 puM]. 24 horas de

0 horas de incubacion.
incubacién.

Péptido AB (1-40) | Péptido AB (25-35) [10 uM]- CuSO4-Glicia [20 pM]. O horas de
silvestre. incubacion, Péptido AR (25-35) [10 puM]. 24 horas de incubacion,
[10 uM]- Péptido AB (25-35) [10 uM]- CuSO4-Glicina [20 uM]. 24 horas de

CuSOs-Glicina | incubacion, Péptido AB (1-40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20
[20 puM]. UM]. 24 horas de incubacion.
0 horas de
incubacion.

Péptido AB (1-40) | Péptido AB (25-35) [10 uM]. 24 horas de incubacion, Péptido AB (1-
silvestre. 40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas de
[10 uM]. incubacion, Péptido AR (25-35) [10 pM]- CuSO4-Glicia [20 uM]. O

24 horas de horas de incubacion.
incubacion.

Péptido AB (1-40) | Péptido AB (25-35) [10 pM]- CuSOg4-Glicia [20 puM]. O horas de
silvestre. incubacion, Péptido AB (25-35) [10 uM]. 24 horas de incubacion,
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[10 uM]- Péptido AB (25-35) [10 puM]- CuSO4-Glicina [20 puM]. 24 horas de
CuSO4-Glicina | incubacion, Péptido AR (1-40) mutante [10 uM]- CuSO,-Glicina [20
[20 uM]. KUM]. 24 horas de incubacion.
24 horas de
incubacion.
Péptido AB (25- | Péptido AB (25-35) [10 puM]. 24 horas de incubacion, Péptido AB (1-
35). 40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20 pM]. 24 horas de
[10 puM]. incubacion.
0 horas de
incubacion.
Péptido AB (25- | Péptido AB (25-35) [10 puM]. 24 horas de incubacion, Péptido AR (1-
35). 40) mutante [10 pM]- CuSO4-Glicina [20 puM]. 24 horas de
[10 uM]- CuSOy4- | incubacién.
Glicia
[20 puM].
0 horas de
incubacion.
Péptido AB (25- | Péptido AB (1-40) mutante [10 uM]. O horas de incubacion, Péptido
35). AB (1-40) mutante [10 pM]- CuSOg4-Glicina [20 puM]. 24 horas de
[10 uM]. incubacion.
24 horas de
incubacion
Péptido AB (1-40) | Péptido AB (1-40) mutante [10 pM]- CuSO,-Glicina [20 uM]. 24 horas
mutante. de incubacion.
[10 puM].
0 horas de
incubacion.
Péptido AB (1-40) | Péptido AB (1-40) mutante [10 pM]- CuSO,-Glicina [20 uM]. 24 horas
mutante. de incubacion.
[10 pM]-
CuSO4-Glicina
[20 puM].
0 horas de
incubacion

Tabla 5.-Diferencias significativas entre los diferentes tratamientos aplicados sobre la linea celular
C-6 de Glioblastoma de rata, usando la prueba t-Student para variables independientes.

Tras analizar el gréfico y los resultados obtenidos a través de la prueba t-Student

para variables independientes, se puede observar que los tratamientos usados

como controles, no mostraron diferencias significativas entre ellos, sugiriendo que

no existe diferencia en la sobrevivencia celular entre controles. Pero se observa
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que entre los mismos péptidos AP, existen diferencias significativas, tanto en
presencia y ausencia del ion Cu?*, como en los periodos de 0 y 24 horas de
incubacion. Observandose que el péptido AB (25-35) disminuye significativamente
su efecto citotdéxico conforme avanza el tiempo de incubacion, tanto en presencia
como ausencia del ion Cu?*. En contraste, el péptido AB (1-40) silvestre posee
diferencias significativas entre este péptido y los péptidos AR (25-35) y AB (1-40)
mutante, observandose que este péptido a un periodo de 24 horas de incubacion
en presencia del ion Cu®" posee el efecto citotoxico mas marcado con un
porcentaje de sobrevivencia del 79% (alrededor de 11,850 células por pozo).
Mientras que el péptido AB (1-40) mutante a 24 horas de incubacién en presencia
del ion Cu®* mostré un incremento en el nimero de células, diferenciandose de los
péptidos AB (1-40) silvestre y AB (25-35) en presencia y ausencia del ion Cu®,
mostrando valores mayores del 100% (15,000 células por pozo), indicando que el
namero de células alcanz6 a 18,300 células por pozo aproximadamente,
sugiriendo con esto, que el péptido en vez de resultar citotdxico para las células,

favorecio la proliferaciéon celular.

66

——
| —




EL PAPEL DEL COBRE EN LA AGREGACION Y CITOTOXICIDAD DEL PEPTIDO
BETA AMILOIDE.

Capitulo VII.
DISCUSION.

Un hecho relevante en la patologia de la EA, es la capacidad del péptido ApB de
agregarse desde mondmeros con estructuras del tipo “espiral aleatorio” a
oligbmeros, y finalmente, a fibras amiloides ricas en estructuras del tipo lamina
beta que conforman placas amiloides, siendo las primeras, citotdxicas tanto a nivel
in vitro como in vivo. Durante mucho tiempo, se consideraron a las fibras amiloides
como las responsables de la patologia de la EA. Pero actualmente, se ha
postulado, que los intermediarios de agregaciéon y/o oligdmeros son los efectores
de la patologia de la EA. Por lo cual, resulta de gran interés en el desarrollo de
nuevas estrategias de tratamiento de la EA el proceso de formacion de oligobmeros

del péptido AB asi como cuales son los factores relevantes para esto.

Uno de estos factores, es el dafio oxidativo provocado por el péptido AB, fruto de
la oxidacion de la Metionina 35, sobre todo la formacion del metoxido de Metionina
35 (Met(O) 35) y la reduccion de iones metalicos de transicion, tales como el ion
Cu?*. Debido a que ambos poseen la capacidad tanto de favorecer como de inhibir
la agregacion del péptido AB, asi como de la formacion de ROS citotoxicas. Por
este motivo, se investigdé acerca del efecto de la metionina (mediante el uso de un
péptido AR mutante carente de ésta), asi como del ion Cu®*, con lo cual se

obtuvieron diferentes resultados.

Mediante el uso de la microscopia por birrefringencia de Rojo Congo bajo luz
polarizada, fluorescencia de Tht y Rojo Congo, se contemplé que los péptidos AR
(a excepcion de algunas muestras a determinados tiempos) mostraron resultados
positivos a la presencia de fibras amiloides, tanto en presencia como en ausencia
del ion Cu®*. Estos datos concuerdan con lo sugerido por Bitan et al (156) y Smith
et al (98); ambos grupos proponen dos posibles vias en la formacién de fibras

amiloides, en la primera, la agregaciéon del péptido AR se ve favorecida por la
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oxidacion de la metionina 35, mientras que la segunda considera necesaria la
reduccién del ion Cu®* (proceso dependiente de la oxidacién de la metionina 35)
para el proceso de agregacion del péptido AR mediante el plegamiento de los
extremos NH2 y COOH del péptido AB, favoreciendo asi la formacion de fibras

amiloides.

Pero hay que considerar que muchos autores, incluyendo los anteriores,
mencionan que ambos fendmenos también pueden inhibir la agregacion del
péptido AR a fibras amiloides, mediante diferentes mecanismos, tales como la
rapida formacion de complejos de mondmeros de péptido AB-ion Cu®*, provocando
la carencia de péptido AB disponible para la formacion de material amiloide (rico
en laminas betas) (125). Otro es el aumento de la polaridad de la metionina 35
debido a su proceso de oxidacion (157), causando un descenso en la
hidrofobicidad del extremo C-terminal, e induciendo un aumento en la solubilidad
del péptido AB, haciendo que el péptido sea incapaz de agregarse por medio de
interacciones hidrofobicas. Aunque Smith et al (125) han observado tanto material
amiloide como de agregados amorfos en muestras de péptido AR agregado en
presencia del ion Cu?*, sugiriendo también que bajo condiciones donde la
concentracion del ion es muy pequefia, se fomenta la agregacion del péptido AR,
mediante el uso de este ion como nucleo de agregacion. Otra explicacion es que
los péptidos inicien su agregacion desde un estado amorfo y cuyo proceso de
agregacion hacia material amiloide sea demasiado lento como para observarse in
vitro (125).

En lo que concierne a los datos obtenidos a través del uso de la técnica Tricina
SDS-PAGE, no se observé la presencia de agregados del péptido AB(1-
40)(Met35Cys), tanto en presencia como en ausencia del ion Cu®*, observandose
solamente mondmeros durante todos los periodos de incubacion. Por el contrario,
el péptido AB (1-40) mostro tanto mondmeros con un peso molecular de 4.5 kDA
tanto en presencia como en ausencia del ion Cu?*, como agregados que se

observan en la parte superior del gel separador, en los cuales no fue posible
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determinar su peso molecular exacto debido a que no pudieron ingresar al gel.
Mientras que el péptido AB (25-35), a causa de su pequefio tamafio (solamente de

10 aminoéacidos) no pudo ser detectado en el gel.

Al interpretar dichos datos, se puede mencionar, que la agregacion de los péptidos
AB se vio tanto favorecida (en el caso del agregado del péptido AB silvestre,
localizado en la parte superior del gel separador), como inhibida (en el caso de la
presencia de monomeros tanto en el péptido AB silvestre como en el péptido AB
mutante). Lo cual concuerda con lo mencionado por Faller (114) y Smith et al.
(125) en donde plantean la inhibicion del proceso de agregacion del péptido,
mediante la formacion de agregados amorfos, asi como la rapida formacion de
complejos monoméricos de péptido AB-ion Cu®*, evitando asi la formacién de novo
de fibras amiloides; asi como la extension de fibras amiloides pre formadas y la

coexistencia de material amiloide en forma de agregados amorfos (125).

Otro posible mecanismo que pudo desempefiar un papel en la inhibicion de la
agregacion del péptido AB es el mencionado por Barnham et al (158), el cual
sugiere que la inhibicion puede ser mediante 2 maneras, la formacion de material
amorfo producto de la agregacion inducida por la reduccién de iones metalicos, asi
como la inhibicién de formacioén de fibras amiloides por medio de la oxidacion de la
metionina 35, y no por la reduccién del ion Cu®*. Por otro lado, Klug et al (159),
exponen dos mecanismos relacionados con la reduccién del ion Cu®*, en uno de
ellos se favorece la rapida agregacion del péptido AR a fibras amiloides y a
oligbmeros inestables y dificiles de detectar mediante la técnica de SDS-PAGE.
Por otro lado, el otro mecanismo propone que el péptido AB, se agrega lentamente
en forma de agregados amorfos estables y observables, usando SDS-PAGE.
Reportando también un agregado con un peso molecular de 97.4 kDA, que puede
corresponder al agregado del péptido AB (1-40) silvestre, visto en la parte superior

del gel separador e incubado en presencia y ausencia del ion Cu®*.
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Entre tanto, los resultados obtenidos del péptido AB (1-40) (Met35Cys), coinciden
con lo reportado por Maiti et al (160), cuyo grupo observd mediante el uso de
péptidos AB mutantes carentes de metionina y la técnica de entrecruzamiento
fotoinducido (PICUP) junto con SDS-PAGE, una mezcla rica de ménomeros y
trimeros en geles correspondientes al péptido AR mutantes. Coincidiendo estos
resultados con los obtenidos bajo las mismas técnicas, pero utilizando el A (1-40)
silvestre. Otra explicacion la ofrece Butterfield et al (161), en donde propone a la
substitucién de la metionina 35 por cisteina en el péptido AB como la responsable
de la disminucion de la toxicidad causada por éste. Mencionando que tanto la
toxicidad como la agregacion del péptido dependen de la oxidacion de la

metionina, y por ende, esta mutacion puede afectar a ambos procesos.

En lo correspondiente al efecto citotdéxico de los péptidos AB sobre la linea celular
C-6 de glioblastoma de rata, y tras realizar un analisis estadistico utilizando la
prueba de t-Student para variables independientes, se encontré que el péptido AB
(1-40) silvestre incubado 24 horas en presencia del ion Cu?*, posee el efecto
citopatico mas marcado a comparacion de los demas péptidos. Estos hallazgos
coincidiendo con lo propuesto por varios autores, incluyendo a Barhnham et al,
Smith et al, y Butterfield et al (158, 125,161), que sugieren que esto es debido a la
produccion de ROS, sobre todo H,O,, por medio de reacciones del tipo Fenton-
Weiss entre la metionina 35 y el ion Cu?*. Acorde a Butterfield et al (161), esto
sucede mediante la transferencia de electrones, producidos durante la oxidacién
de la metionina 35 para llevar a cabo la formacion del radical sulfhidrilo,y de
manera simultanea, el ion Cu®* es reducido a Cu* dando paso a la reacciones para
la produccion de H,0,, el cual interactia con las membranas lipidicas provocando
su peroxidacion y dando paso a la formacion de HNE y otros agentes con

capacidad neurotéxica.
Con respecto, al péptido AB (25-35), tanto en presencia como en ausencia del ion

Cu?*, y a pesar de estar reportado que simula los efectos del péptido AR (1-42) (el
péptido AR mas neurotéxico entre los diferentes péptidos AB), fue incapaz de
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inducir el mismo efecto citopatico. Estos resultados concuerdan con diferentes
experimentos reportados por Butterfield et al, Huang et al y Clementi et al (161-
163), en donde han hecho notar que el péptido AB (25-35) es incapaz de formar
H,0,, asi como de reducir el ion Cu?*, y que su mecanismo levemente citotdxico
depende més de la insercién del péptido a las neuronas (indiferente al estado

redox metionina 35) asi como del uso de las vias apoptoticas.

Mientras que en el péptido AR (1-40) mutante, la substitucién de la metionina 35
por cisteina, afectd su capacidad citotoxica acorde a lo reportado Butterfiel et al
(161), cuyo grupo de investigacion desarroll6 un modelo de C.elegans observando
gue dicha mutacién contribuye a una marcada disminucién del estrés oxidativo
provocado por el péptido AB; debido a la falta de electrones del grupo sulfuro de la
metionina 35 que son necesarios para la reduccion del O, a H,O,, proporcionados

por el ion Cu®*.

Al englobar todos los resultados obtenidos, se puede aseverar que se percibié
tanto la induccién como la inhibicion de la agregacion del péptido AB, hacia fibras
amiloides. Esto debido posiblemente a los mecanismos anteriormente expuestos,
por lo cual, nuestros resultados concuerdan con muchas de las teorias acerca de
los fenémenos de la reduccién del ion Cu?*, como la oxidacién de la metionina 35
y su papel en la agregacion del péptido. Aportando asi mas evidencias en la
explicacion del efecto de estos fendmenos sobre el proceso de agregacion y
toxicidad del péptido AB.

Siendo interesante, tratar de corroborar estos resultados con técnicas mucho mas
avanzadas como dicroismo circular, para poder determinar de manera precisa la
estructura secundaria de los agregados de los diferentes péptidos AB; de
microscopia de fuerza atOmica, para poder observar mas detalladamente la
morfologia de los agregados; asi como el uso de Western Blot y de espectrometria
de masas, para precisar de manera mas exacta el peso molecular de los

agregados del péptido AB.
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CAPITULO VII.
CONCLUSIONES.

Acorde a la literatura consultada y a los resultados obtenidos, se puede concluir
que la presencia de la metionina en la posicion 35, asi como la presencia del ion
Cu?*, juegan un papel primordial en la agregacién del péptido AB asi como en su

efecto citopatico.

Los resultados observados en este proyecto aportan evidencia a favor tanto de la
vertiente que asegura que la presencia de la metionina 35, el proceso de oxidacion
de ésta y la reduccién ion Cu®*, inhiben el proceso de agregacién del péptido hacia
fibras amiloides péptido ARB; como de la vertiente que declara que ambos procesos

son necesarios para el proceso de formacion de fibras amiloides del péptido Ap.
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Capitulo X.
ANEXOS.

10.1.- Reactivos para la preparacion del péptido AB, asi como su proceso de

incubacion en presencia del ion Cu?".

¢ NaOH 2Mm: Disolver 4 gramos de pastillas de NaOH en 100 ml de agua
MiliQ.

e Solucién de CuSO.,Glicina (ion Cu?): Disolver 12 mg de CuSO,
pentahidratado y 21.42 mg de glicina, en 50 ml agua de MiliQ, filtrar y

almacenar a temperatura ambiente.

10.2.- Reactivos para microscopia de Fluorescencia de Tioflavina (ThT), asi

como Fluorescencia de y Birrefringencia de Rojo Congo (RC).

e ThT 500 uM: Disolver 0.016 gramos de ThT en polvo, en 50 ml de Buffer de
NaOH-Glicina pH 8.5, filtrar y almacenar en un frasco @ambar en obscuridad,
a temperatura ambiente durante un mes, pasado el mes desechar la
solucién y preparar nueva.
Precaucion: Usar guantes en su elaboracion, ya que el reactivo es irritante.

e Rojo Congo 0.5 %: Disolver 0.5 gramos de Rojo Congo en polvo, en agua
100 ml MiliQ, filtrar y almacenar en obscuridad a temperatura ambiente.
Precaucion: Utilizar siempre guantes, a causa de que se sospecha que el
Rojo Congo, es un posible agente teratégeno.

o Buffer de NaOH-Glicina pH 8.5: Disolver 0.375 gramos de glicina en 70 ml
de agua MiliQ y adicionar NaOH concentrado, hasta alcanzar el pH

deseado, aforando a 100 ml.
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10.3.-Reactivos para geles de Tricina-SDS-PAGE.

e Buffer Roztoky 3xGB (3M Tris HCL 0.3% SDS pH 8.45): 18.16 gramos de
Tris, 10 ml de HCL 5N (86.2 ml de HCL al 37% + 113.8 ml de agua MiliQ) o
4.31 ml de HCL 37%, 0.75 ml de SDS 20%, aforar a 50 ml de agua MiliQ.

e Buffer de céatodo: (100mM Tris, 100mM Tricina ,0.1% SDS, pH 8.25):
12.11 gramos de Tris, 17.92 gramos de Tricina, 5 ml de 20% SDS o 1
gramo de SDS, aforar a un litro en agua MiliQ.

e Buffer de anodo: (100mM Tris-HCL pH 8.9): 12.11 gramos de Tris,
disolver en 700 ml de agua MiliQ, ajustar el pH con HCL concentrado y
aforar a un litro.

e AB.-Mezcla de acrilamida y Bis acrilamida (48% acrilamida, 1.5 % Bis
acrilamida 99.5T 3C)): 24 gramos de acrilamida, 0.75 gramos de Bis
acrilamida, agregar 50 ml de agua MiliQ. Precaucion: Usar estrictamente
mascara y guantes durante su preparacion, ya que ambos reactivos
son sumamente toxicos.

e Buffer de lisis y/o muestra 3x (6% Mercaptoetanol, 12% SDS 150Mm
Tris-HCL, 60% glicerol): 3 ml de 0.5M Tris-HCL pH 7, 0.6 ml de
Mercaptoetanol ,1.2 gramos de SDS, agregar 10 ml de agua MiliQ, para
posteriormente agregar 5 mg de Azul de Coomassie R).

e 10X Tris-HCL (0.5 M pH 7): Disolver 61 gramos de Trizma en 800 ml de
agua MiliQ, ajustar el pH con HCL concentrado y aforar a 1 litro.

e Todas las soluciones se almacenan a temperatura ambiente.

10.4.- Preparacién de geles de Tricina-SDS-PAGE.
e Gel concentrador al 4% (5 ml).- 1.2 ml de 3xGB, 0.4 ml de AB, 3.3 ml de
agua MiliQ, 40 pl de PSA 50% (fresco) y 4 ul de TEMED.
e Gel separador al 10% (10ml).- 3.3 ml de 3xGB, 2 ml de AB, 3.64 ml de
agua MiliQ, 1 ml de glicerol, 50 pl de PSA 50% (fresco) y 10 pl de TEMED.
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e Gel separador al 16% (10ml).- 3.3 ml de 3xGB, 3.3 ml de AB, 2.36 ml de
agua MiliQ, 1 ml de glicerol, 50 pl de PSA 50% (fresco) y 10 ul de TEMED.

10.5.- Reactivos para la tincion rapida de Coomassie.

e Solucion A: Disolver 0.5 gramos de CBR-250 en 250 ml de isopropanol,
100 ml de &cido acético glacial y 650 ml de agua MiliQ.

e Solucion B: Disolver 0.05 gramos de CBR-250 en 100 ml de isopropanol,
100 ml de &cido acético glacial y 800 ml de agua MiliQ.

e Solucion C: Disolver 0.02 gramos de CBR-250 en 100 ml de acido acético
glacial y 900 ml de agua MiliQ.

e Solucion D: Mezclar 100 ml de 100 ml de acido acético glacial en 900 ml
de agua MiliQ.

e Precaucion: Usar guantes, ya que el acido acético glacial, es
sumamente irritante.

e Almacenar en obscuridad y en frascos ambar.
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