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RESUMEN

Estudio de las propiedades toxicas del péptido AB(25-35) y sus mutantes en cultivo
celular
LB. José Alejandro Cerna Ornelas

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina
Numero de paginas: 80 Fecha de Titulacion: Julio 2018

Introduccién: La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la formacidn de placas
compuestas principalmente por el péptido p-amiloide (AB). Este péptido estd compuesto
por hasta 43 aminoacidos y tiene un papel importante en la EA al causar alteraciones
neuronales que conllevan a la muerte celular. Estos efectos se deben a sus propiedades de
agregacion, dentro de las distintas etapas de agregacion son los oligdbmeros de bajo peso
molecular los mas relacionados a la aparicion y progresién de la EA. La secuencia
aminoacidica del péptido AB es esencial para su agregacion. En este trabajo se utilizé la
variante AB(25-35), que contiene un fragmento hidrofébico implicado en la agregacién del
péptido AB. Se disefaron tres mutantes a partir del péptido silvestre, a cada mutante se le
hizo un cambio de aminoéacido (aa) en diferente posicion: A30W, K28A y M35C, con la
finalidad de evaluar el papel de dichos aa sustituidos en las propiedades de agregacion y
toxicidad en cultivo celular.

Métodos: La caracterizacion estructural de los agregados del péptido AB(25-35) y sus
variantes se realiz6 por microscopia de fuerza atdmica (AFM). Dichos agregados también
se utilizaron para tratar células de la linea C6 de glioblastoma de rata y evaluar su
internalizacion y efecto sobre la via de autofagia por western blot, ademas, se evalué el
efecto sobre la viabilidad y actividad de caspasas efectoras por luminiscencia.

Resultados: En la caracterizacion por AFM se observaron fibrillas cortas del péptido WT
desde tiempos tempranos, asi como en la mutante M35C, mientras que las mutantes A30W
y K28A formaron agregados con mayor rugosidad y predominaron las estructuras redondas
y amorfas, respectivamente. Al evaluar la internalizacion se observaron bandas
pertenecientes a oligdmeros de 30-60KDa al tratar con todos los péptidos. En los ensayos
de viabilidad no se observaron diferencias significativas al tratar con agregados de los
distintos péptidos, mientras que en la actividad de caspasas 3/7 se observé un aumento a
las 24h en las mutantes, contrario a lo observado con el WT, pues la actividad fue mayor
en un tiempo de 12h. Al evaluar la relacion LC3 II/l, que indica la actividad de autofagia, se
observé que el WT y la mutante M35C inhiben dicha via, mientras que las mutantes A30W
y K28A la activan.

Conclusiones: Las mutaciones A30W y K28A provocan un efecto distinto sobre las
caracteristicas estructurales de los agregados formados, asi como sobre la actividad de
caspasas efectoras y via de autofagia, al comparar con el péptido WT, mientras que la
mutante M35C no presenté cambios tan evidentes. Se observd que los agregados
oligoméricos de estos péptidos pueden ser citotoxicos por su internalizacion en las células.

= / Zﬂy,u,u ){Z/L}/f)/ %"f/{?{ Ty Q

Dra. C. Herminia C,ée/Md/rtinez Rodriguez Dra. C. Viviana C. Zomosa Signoret
Directora de tesis Co-directora de tesis




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Demencia y Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo
progresivo que afecta areas del hipocampo y la corteza cerebral, y es la
principal causa de demencia. Los sintomas caracteristicos de la demencia son:
dificultad en el lenguaje, disminucion de la memoria, de la capacidad para
resolver problemas y otras habilidades cognitivas. Estos sintomas se deben
principalmente al dafio causado en neuronas presentes en partes del cerebro
involucradas en funciones cognitivas. En la EA el dafio eventualmente ocurre
también en otras partes del cerebro, incluyendo areas involucradas en las
funciones motoras béasicas, como caminar [1]. EsS comuUn encontrar cambios
iniciales en tejido de los l6bulos temporal y frontal, que progresan lentamente a
otras regiones de la neocorteza a tasas que varian considerablemente entre

individuos [2].

1.2 Sintomas

Los fallos en la memoria reciente, apatia y depresion son sintomas comunes
en las etapas tempranas de la EA. La muerte neuronal que produce estos
sintomas, inicia en regiones asociadas a la formacion de nuevos recuerdos y

conforme progresan los dafios a otras regiones aparecen mas sintomas. En



etapas mas avanzadas incluyen: dificultad para comunicarse, desorientacion,
confusion, capacidad para juzgar, cambios en el comportamiento; también se

presenta dificultad para hablar, tragar y caminar [1].

En etapas mas avanzadas los pacientes usualmente pierden la capacidad para
comunicarse y necesitan ayuda para llevar a cabo actividades cotidianas como:
el aseo personal, comer y utilizar el bafio. Conforme se pierde la capacidad
motora, los individuos afectados se vuelven mas vulnerables a infecciones
como neumonia, lo que contribuye al deceso. La capacidad para tragar también
se ve afectada cuando se alteran regiones cerebrales encargadas de control de

los musculos implicados en dicha accion [1, 2].

1.3 Epidemiologia

En 2015, se estim6 una prevalencia global de 46.8 millones de personas con
demencia y se proyect6 que dicha cifra se duplicaria cada 20 afios, alcanzando
74.7 millones de casos en el 2030 y 131.5 millones en el 2050. El 58% de las
personas con demencia vive en paises de bajos y medianos ingresos. La
distribucion de casos nuevos por region, en 2015, fue de: 4.9 millones en Asia,
2.5 millones en Europa, 1.7 millones en América y 0.8 millones en Africa. Estas
cifras representan un incremento de la proporcién de casos nuevos en Asia,

Ameérica y Africa, y una disminucién en Europa [3].

Las estimaciones de prevalencia de demencia en personas mayores a 60 afios
van del 4.6% en Europa Central al 8.7% en Africa del Norte y Medio Este, la
estimacion para cualquier otra region cae entre el 5.6% y el 7.6%. Se ha
asociado a la edad como el principal factor de riesgo, ya que conforme aumenta

la expectativa de vida aumenta la cifra de personas con demencia [4, 3]. Se ha



reportado que en México existen alrededor de 800,000 personas con demencia,

lo que representa aproximadamente 9% de la poblacion mayor a 60 afos [5, 6].

La EA es la causa mas comun de demencia senil, abarcando 60%-80% de los
casos, se ha encontrado que la mitad de estos casos tienen caracteristicas
distintivas de la EA y el resto tiene caracteristicas mixtas con patologias
adicionales relacionadas a demencia. Hay estudios que muestran que personas
con mayor edad con sintomas de demencia tienen anormalidades en el cerebro
asociadas a mas de una causa de demencia. La duracion promedio de la EA es
de 8-10 afos, pero las fases sintomaticas clinicas son precedidas por los
estadios preclinico y podromico que usualmente se extienden por

aproximadamente dos décadas [1, 4].

1.4 Clasificacion

La enfermedad de Alzheimer puede ser clasificada con base en la edad de
aparicion en: presenil o temprana (EOAD, por sus siglas en inglés) (antes de los
65 afos), y tardia o senil (LOAD) (después de los 65 afios, la mas comun). La
otra clasificacion incluye a los factores genéticos que pudieran estar implicados
en la aparicion y progresion de la enfermedad, de esta forma, se puede
clasificar en esporadica, relacionada con la forma senil; y familiar, relacionada
con la forma temprana. Las formas esporadicas y familiares de EA son

comparables, incluyendo las tasas de progresion y perfiles de biomarcadores|[2].

1.4.1 Esporadica

Dentro de los diferentes tipos de EA, la esporadica, relacionada con la senil, es

la m&s comun, con una edad promedio de comienzo de 80 afios. La principal



causa es la falla en la eliminacion de AB del tejido cerebral. El historial familiar
de casos con EA no es comun en el tipo esporadico, sin embargo, se han
relacionado algunos factores genéticos que aumentan el riesgo de padecer EA,
como la presencia del alelo 4 de la apolipoproteina E (APOEA4) [2, 7, 8].

1.4.1 Familiar

Una pequefa proporcion de pacientes (<1%) presenta la enfermedad con un
patron de herencia dominante (DIAD, por sus siglas en inglés: Dominant
Inherited Alzheimer's Disease), que se caracteriza por una edad de inicio
temprana (~45 afios), por lo que se relaciona con el tipo presenil o temprano. La
DIAD se asocia a mutaciones patogénicas en los genes que codifican las
siguientes proteinas: proteina precursora del amiloide (APP), ubicada en el
cromosoma 21; presenilina 1 (PS1), codificada por PSEN1 (cromosoma 14); y

presenilina 2 (PS2), codificada por PSEN2 (cromosoma 1) [9, 2].

1.5 Factores de riesgo

Con excepcion de los casos de EA causada por anomalias genéticas, se
cree que al igual que otras enfermedades crénicas, se desarrolla como
resultado de multiples factores mas que por una sola causa. Asi, se han
determinado otros factores de riesgo relacionados a EA, entre los que se
incluyen; diabetes mellitus, hipertension, obesidad, inactividad fisica, depresion,
tabaco y bajo nivel educativo. Sin embargo, la aplicacién de cada factor de
riesgo para disminuir la edad de comienzo o la severidad de la enfermedad aun
no se determina. Estilos de vida que incluyan dieta adecuada, ejercicio y
actividades de desarrollo cognitivo han mostrado beneficios al hacer mas lenta

la progresion de la enfermedad [3, 10].



1.5.1 Edad

La edad es el principal factor de riesgo, pues la mayoria de los casos de EA
comienzan a partir de los 65 afos. El porcentaje de personas con EA en
Estados Unidos de América, incrementa de forma abrupta con la edad: 3% de la
poblacion de 65-74 afios, 17% de la poblacion de 75-84 afios y 32% de la
poblacion de 85 afios y méas. Aunque se argumente que la EA es una
consecuencia inevitable del envejecimiento, ya que muchas personas mayores
a 90 afios muestran evidencias de su presencia, la EA no es una parte normal
del envejecimiento, y la edad por si sola no es causa suficiente de esta
enfermedad [11, 2].

1.5.2 Anomalias genéticas relacionadas con la Enfermedad de Alzheimer

Algunas mutaciones y la presencia de una copia extra del cromosoma 21
(sindrome de Down), afectan el riesgo de padecer EA. La DIAD tiene su origen
en mutaciones raras de alta penetrancia en tres genes: APP, PSEN1 y PSEN2.
Las mutaciones en estos genes son garantia para desarrollar EA, ya que
individuos con mutaciones en cualquiera de estos desarrollan EA antes de los

65 afios, algunos en edad muy temprana (30 afios) [12].

Sin embargo, estos genes se han identificado en la enfermedad de inicio
temprano (EOAD); en la de inicio tardio, al ser mas frecuente (99% de todos los
casos), la presencia siquiera de una frecuencia baja de mutaciones
representaria un gran namero de familias afectadas. El factor de riesgo genético
mas asociado a LOAD es el genotipo de APOE. Estudios de ligacion han

identificado otros genes que muestran asociacion significativa con riesgo de



padecer EOAD, algunos de estos genes son: CLU, PICALM, BIN1, CR1,
ABCA7, MS4A6A, CD33 y CD2AP [13].

1.5.2.1 Gen APP

El gen APP contiene 19 exones y mide aproximadamente 170Kb, el corte y
empalme alternativo genera varias isoformas y se conoce que el péptido AB es
codificado por los exones 16 y 17 [14]. Se ha reportado que mutaciones en este
gen resultan en cambios de la secuencia aminoacidica del péptido A y por lo

tanto, en sus propiedades de agregacion [15].

Se ha observado que individuos con sindrome de Down tienen mayor riesgo de
padecer EA, ya que a los 40 afios muchos de ellos tienen niveles significativos
de placas del péptido AB y ovillos neurofibrilares (de la proteina Tau) esto
puede ser debido a la presencia de una copia extra del cromosoma 21, que
contiene el gen de la APP, que da origen al péptido AR, resultando en un

aumento en la acumulacion de éste en el cerebro [16].

1.5.2.2 Genes PSEN1 y PSEN2

Presenilina 1 (PS1 - PSEN1, cromosoma 14); y presenilina 2 (PS2 - PSEN2,
cromosoma 1) son proteinas que estan presentes en las y-secretasas que se
encuentran directamente relacionadas con la formacion del péptido B amiloide
(AB) a partir de APP, por lo que cambios en la secuencia de dichos genes
pueden conllevar a un aumento en la produccion o cambios en la estructura de
las proteinas, resultando en un posible aumento de la produccion del péptido
AB, por una mayor actividad de las y-secretasas, dependiendo de la mutacion
[2, 9].

1.5.2.3 APOE en Enfermedad de Alzheimer
El gen APOE se encuentra localizado en el cromosoma 19 y la proteina
codificada por él (ApoE), esta involucrada en el catabolismo de lipoproteinas

ricas en triacilglicéridos. Uno de los primeros reportes que relacionaron al gen



APOE con EA fue la inmuno-reactividad de ApoE en depdsitos de AR y Tau.
También se ha asociado la presencia de algunos polimorfismos en la regiéon de

regulacion transcripcional del gen APOE a EA [17, 18, 19].

ApoE es una proteina de 299 aminoacidos con tres isoformas comunes que
difieren en 1 o 2 aminoacidos: ApoE2 (Cys112 y Cys158), ApoE3 (Cysl112 y
Arg158) y ApoE4 (Argl12 y Argl58). Esta sustitucion tiene efectos en la carga y
estructura de la proteina, por lo que se altera la union a receptores celulares y
particulas lipoproteicas. ApoE tiene una alta expresion en el cerebro debido a
gque es producida inicialmente en astrocitos y microglia, bajo ciertas
condiciones, las neuronas pueden producir ApoE. En el cerebro, ApoE deriva
de la barrera hematoencefalica y esta presente en el liquido cefalorraquideo [7,
20].

Se ha demostrado que ApoE4 incrementa el riesgo de desarrollar EA, ya que se
ha observado un aumento en la formacion de placas dependiente del nimero
de alelos de APOE4 presentes. Adicionalmente, se ha observado que ApoE4 se
une al péptido AR en liquido cefalorraquideo, por lo que, con base en estos
hallazgos, se cree que ApoE4 contribuye a la formacion de placas del péptido
AR al actuar como una proteina chaperona, afectando la eliminacién de los
agregados, aumentando la formacién de los depdésitos. Mientras que a la
isoforma ApoE2 se le ha relacionado con un efecto protector. Se ha estimado
que el alelo APOE4 contribuye aproximadamente al 50% de los casos de EA
esporadica [21, 19].

1.5.3 Otros factores de riesgo

Aungue la edad y la genética no pueden ser cambiadas, hay factores de riesgo
gue pueden modificarse para reducir el declive cognitivo y la demencia. Se tiene

evidencia de que la actividad fisica e intelectual, diabetes, obesidad,
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hipertension y fumar son factores implicados en EA y que su aumento (solo en
el caso de la actividad fisica e intelectual) y cuidado pueden contribuir a reducir

el riesgo de padecer demencia [22].

1.6 Fisiopatologia

La EA se caracteriza por la presencia de algunos rasgos neuropatoldgicos
como la pérdida de la sinapsis y muerte neuronal, ademas de un decremento en
algunos neurotransmisores y la formacion de algunos agregados proteicos:
placas amiloides en el medio extracelular y de ovillos neurofibrilares dentro de

las células, formados por la proteina Tau hiperfosforilada(Fig. 1) [23].

Placas amiloides Ovillos neurofibrilares

Figura 1. Caracteristicas patolégicas de la EA: Impregnacion argéntica de los
agregados caracteristicos de la EA, dentro de las células se forman NTFs a partir de
Tau hiperfosforilada, mientras que fuera de las células se forman las placas amiloides

por la agregacion del péptido AR (Tomada de Spielmeyer) [24].

1.6.1 Proteina tau y Ovillos Neurofibrilares

1.6.1.1 Ovillos Neurofibrilares
Los ovillos neurofibrilares (NFT, por sus siglas en inglés: Neurofibrillary

Tangles), son agregados filamentosos de la proteina tau, que normalmente se



encuentra asociada a microtubulos. Esta proteina se deposita al fosforilarse y
sufrir cambios conformacionales en los que el monémero sin plegar cambia a

una estructura polimérica (Fig. 1) [25].

1.6.1.2 Proteina tau

Una de las funciones principales de tau en las neuronas, es la estabilizacion de
los microtubulos en los axones. La proteina tau también participa en la
transduccion de sefiales, en la interaccion de la actina con el citoesqueleto,
crecimiento de neuritas, en la regulacion del transporte de vesiculas y en

interacciones con la membrana como el anclaje de algunas enzimas [26].

La formacion de agregados por parte de proteinas tau, es comun en algunas
enfermedades neurodegenerativas, conocidas como taupatias. La EA se
caracteriza por un aumento en los niveles de tau y P-tau (fosforilada en los
residuos 181 o 231) tanto en el cerebro como en el liquido cefalorraquideo,
aunque aun no se conoce si tau aumenta y se agrega por un incremento en la
produccion de dicha proteina o por un decremento en su eliminacion [27]. Al
formase los agregados de P-tau, se desensamblan los microtubulos, falla el

transporte axonal, disminuye la sinapsis y las células mueren [28].

1.6.2 Placas amiloides, APP y péptido Ap

1.6.2.1 Placas amiloides

Son lesiones con forma esferoide de 20-100um de diametro, estan formadas
principalmente por formas insolubles del péptido AB (originado a partir de la
APP) (Fig. 1), aunque ya se han encontrado otras proteinas, como: el amiloide
sérico P, proteoglicanos, ApoE4, citocinas y factores del complemento, entre
otras [29].



Segun la forma vy distribucion de las placas, éstas pueden clasificarse como
difusas si estan formadas por una red fina de filamentos del AR y no tienen
bordes delimitados, en zonas con poca muerte celular. En cambio, las placas
primitivas tienen una distribucibn mas extensa, son mas consistentes y se

relacionan a neuritas distréficas y células gliales activas [29].

Las placas clasicas se relacionan con degeneracion en el neurdpilo con una
region de placas rodeadas por células relacionadas a la respuesta inmune en el
cerebro. En el estadio final se observa una desaparicion del componente celular

con zonas de placas condensadas [29].

1.6.2.2 Proteina Precursora del Amiloide (APP)

La proteina precursora del amiloide se expresa de forma ubicua y regularmente
se procesa en fragmentos de menor tamafio segun las enzimas que participen
en este procesamiento. Las funciones de APP alin no se esclarecen en su
totalidad, algunos estudios sugieren que participa en la migracion celular y en la
extension neuronal, su delecion resulta en un retraso en el desarrollo del

organismo [30, 31].

1.6.2.1.1 Procesamiento de APP. La proteina precursora del amiloide
normalmente es fragmentada por la a-secretasa, generando un fragmento fuera
de las células (sAPPa) que se asocia a efectos neurotréficos (via no
amiloidogénica). Cuando esta proteina es cortada por la B-secretasa y el
complejo y-secretasa (via amiloidogénica), se origina un fragmento pequefio
correspondiente al péptido AB, asociado a la patogenia de EA y un péptido
intracelular (AICD), asociado a sefalizacién intracelular. AICD puede
traslocarse al nudcleo y regular la expresion de genes (por ejemplo, genes
proapoptoticos). La proteina precursora del amiloide es cortada primero por la
B-secretasa, generando un fragmento ectoplasmico (sAPPB) y un fragmento
intermembrana (CTFB), que es cortado por el complejo y-secretasa (Fig. 2)[32,
33, 34].
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El complejo enzimatico y-secretasa se compone por cuatro subunidades: APH1,
PEN2, nicastrina y PS1 o 2, ésta Ultima parece ser el sitio activo de la
aspartilproteasa y la nicastrina podria tener su funcién en el acoplamiento del
sustrato, que no solo es APP. No se han identificado secuencias especificas en
las subunidades de la y-secretasapara el reconocimiento de los sustratos y el
corte en la membrana es controlado por factores como el largo del dominio
transmembrana, esta falta de especificidad en el sitio de corte genera péptidos
de distinta longitud [35, 36, 37].

Nonamyloidgenic Amyloidgenic

pathway pathway
AICD
APP J— /

,\ y-Secretase \
AV
p-Secretase
SAPPp
N-Ter

Ap aggregates

Figura 2. Procesamiento de APP: segun los complejos que corten a APP se generan
diferentes productos, divididos en dos vias. En la via no amiloidogénica, APP es
procesada por a-secretasa, produciendo sAPPay CTFa. En la via amiloidogénica, APP
es procesada por - y y-secretasas, produciendo AICD, sAPPB y AB, lo que conlleva a
la formacion de agregados AB y su posterior depdsito en forma de placas amiloides.

(Tomada de Picone y cols) [38].

1.6.2.2 Péptido AB

El péptido AB puede tener una longitud variable, de 37-49 aminoacidos, los mas
comunes son el AB(40) y AB(42); las formas mas largas son mas hidrofobicas y
fibrilogénicas. Es el principal componente de las placas presentes en la

neocorteza en cerebros de pacientes con EA [39].
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El péptido AB esta intrinsecamente desordenado y por esta razén no puede ser
cristalizado por métodos tradicionales. La mayor parte del conocimiento
generado de este péptido proviene de estructuras obtenidas a partir de
resonancia magnética nuclear (NMR). Estas estructuras proponen que el
péptido AR se encuentra inicialmente en forma de a-hélice y sufre un cambio
conformacional a lamina B plegada durante etapas tempranas de la via

amiloidogénica ya que contiene dos fragmentos hidrofébicos [40].

1.6.2.2.1 Agregacion del péptido AB. ElI cambio conformacional promueve la
agregacion del péptido AB hasta formar fibrillas que se depositan en las placas
amiloides (Fig. 3). Estas fibrillas se forman por el contacto especifico de ciertos
aminoacidos, teniendo repercusiones en su estabilidad, morfologia y
organizacion [41]. Asi pues, las vias de agregacion del péptido AR estan
determinadas por la secuencia aminoacidica y las interacciones

intermoleculares.

Entre los distintos intermediarios en la agregacion del péptido AR, se
encuentran los agregados solubles, que, a diferencia de las fibrillas, pueden
entrar a las células. El tamafio de estos oligébmeros es variable, de 100-200kDa
[42, 40, 43]. Los monGmeros pueden formar agregados de bajo peso molecular,
incluyendo: dimeros, trimeros, tetrameros o pentdmeros, a agregados de peso
molecular medio: hexameros-dodecameros, a protofibrillas y fibrillas maduras
[40].
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Oligébmeros Protofibrillas Fibrillas maduras

Figura 3. Agregacion de AB: Después del cambio conformacional, se comienzan a
formar oligbmeros de bajo a medio peso molecular (dimeros a dodecameros),
protofibrillas y fibrillas (Adaptado de Chen G-fy cols, 2017) [40].

1.6.2.2.2 Péptido AB(25-35). Se compone por 11 aminoacidos que se
encuentran en los péptidos AB40 y AB42 y es un derivado muy téxico, debido a
gue conserva un fragmento hidrofébico que se encuentra en forma de a-hélice
cuando se encuentra en un ambiente lipidico susceptible de sufrir un cambio
conformacional y formar agregados fibrilares (Fig. 4), que sugieren un
mecanismo directo de neurotoxicidad [44, 45]. Es producido en el cerebro de
pacientes con edad avanzada por el corte proteolitico de los péptidos mas
largos y representa la region biolégicamente activa de estas formas. Debido a lo
anterior es utilizado para el establecimiento de modelos celulares [46, 47].

Figura 4. Péptido AB(25-35): Estad compuesto por 11 aminoacidos que comprenden el
fragmento 25-35 de los péptidos de 40 y 42 aminoacidos, conserva su toxicidad porque
contiene un fragmento hidrofébico (29-35), implicado en el cambio conformacional,

esencial para su agregacion.

13



1.7 Hipotesis de la Cascada del Amiloide

Los descubrimientos que relacionan al péptido AR condujeron a la
elaboracion de la hipétesis de la cascada del amiloide. Esta hipotesis estipula
gue un aumento en el procesamiento de la APP por la (B-secretasa y el
complejo enzimatico y-secretasa conlleva a un aumento de la formacion de
agregados (Fig. 2). Estos agregados del AB conducen a eventos como: la
pérdida de sinapsis celular, deposito de placas, inflamacién y fosforilacion de

Tau, derivando en la aparicién y progresion de la demencia [48].

1.8 Alteraciones neuronales causadas por el péptido AB

La acumulacibn de AB conduce a la formacién de oligbmeros vy
gradualmente a su depdsito como fibrillas maduras y placas seniles. Tau
comienza a hiperfosforilarse en respuesta a los cambios en la actividad de las
cinasas y fosfatasas mediados por la agregacion de AP, conduciendo a la
formacion de NFTs, disfuncion neuronal y sinaptica. Cuando AB se acumula en
la membrana, se genera un aldehido téxico conocido como 4-hidroxinonenal y
se da la peroxidacion de lipidos, dafiando la funcibn de ATPasas, y
transportadores de glucosa y glutamato. AR promueve la despolarizacion de la
membrana sinaptica, ocurre un flujo de calcio en exceso y dafio en la
mitocondria [49]. Asi, el AB se relaciona con alteraciones en las células como:
disfuncion mitocondrial, inhibicién del proteosoma, efectos en la via de la

autofagia y estrés oxidativo [50, 51, 38].
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1.8.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se debe a un incremento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y un decremento en la respuesta celular
antioxidante. La principal fuente de radicales libres es la mitocondria, por la
fosforilacion oxidativa, causando la formacion del radical superdxido (O2 ) [50].
El alto contenido de lipidos en el tejido nervioso, en conjunto con su elevado
metabolismo aerobico, lo hace vulnerable al dafio oxidativo que dafa a las

moléculas bioldgicas [52].

Las proteinas pueden ser oxidadas directamente por ROS o por productos de
otras reacciones de oxidacién, como el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal,
que son productos de la peroxidacién de lipidos. Esta oxidacién de proteinas
conduce a la modificacibn en sus estructuras secundaria y terciaria, al
ocasionar la disociacion de subunidades, mal plegamiento, exposicion de
residuos hidrofébicos, agregacion y fragmentacion [53]. La formacion de
proteinas carbonilo (por la aparicion de grupos carbonilo, como aldehido) indica
la oxidacién de las proteinas, lo que resulta en la pérdida de la funcién de las
proteinas afectadas [54, 55]. La reaccion del radical superéxido (O2 7) con el
radical libre 6xido nitrico (NO) produce peroxinitrito y CO2 por la modificacion de
los residuos de tirosina para producir 3-nitrotirosina [56]. La nitracion y
carbonilacion de proteinas inactiva su funcion por la alteracion de su estructura,

teniendo un efecto en la regulacion de vias con consecuencias patologicas [57].

El dafio oxidativo es de particular interés en enfermedades neurodegenerativas
como EA, ya que en la mayoria de los casos es un fenomeno no reversible y
altera las funciones neuronales [50]. La susceptibilidad a ROS depende de:
variaciones en el pH, la localizaciébn de las proteinas (por ejemplo: en la
membrana), la estructura tridimensional y la secuencia aminoacidica, por
ejemplo: cisteina y metionina son muy susceptibles a oxidarse por la presencia
de azufre [58].
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La oxidacion de proteinas afecta distintos procesos, incluyendo la expresion y
regulacion de genes, sefalizacion, apoptosis y necrosis, conduciendo a la
pérdida de homeostasis celular. La formacion de agregados proteicos toxicos es
una de las consecuencias de la oxidacion de proteinas [50]. Por ejemplo, el
estrés oxidativo puede activar vias de sefializacibn que alteran el
procesamiento de APP y Tau, al incrementar la expresion de [-secretasa a
través de la activacion de cinasas C-jun N-terminal (JNKs) y proteinas cinasas
p38 activadas por mitogeno (MAPK) [59]. Incrementa la hiperfosforilacion de tau
por la activacion de la cinasa de la glicégeno sintasa 3-B (GSK3-8) [60]. Aun no
se establece si el estrés oxidativo es una causa 0 consecuencia de la

agregacion del péptido AB y de las demas alteraciones neuronales.

1.8.1.1 Oxidacion de la Metionina

La metionina (Met) es facilmente oxidable por la presencia del azufre,
generando sulfoxido de metionina (MetSO). Con base en algunos estudios, se
propone que la metionina puede servir como un componente de un sistema de
regulacion del metabolismo celular mediante el cual la oxidacion de residuos de
metionina expuestos sirve para proteger a otros residuos esenciales del dafio
oxidativo [61]. Las enzimas metionina sulféxido reductasas (Msrs) tienen la
capacidad de reducir el sulfoxido de metionina a metionina, utilizando la
conversion de Met a MetSO vy viceversa para regular la actividad biol6gica de
proteinas a través de las alteraciones en la eficiencia catalitica y la modulacion
de la hidrofobicidad de la superficie proteica. En algunos trastornos
neurodegenerativos se observa una disminucion en los niveles de Msrs, lo que

podria estar relacionado a la presencia de ROS a partir de Met [62].
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1.8.2 Disfuncién mitocondrial

Las neuronas son células con una morfologia particular, extendiendo los axones
y las dendritas desde milimetros a metros. Las mitocondrias estan dispersas por
las células con una mayor presencia en areas como la sinapsis, con una
demanda alta de ATP y juegan un papel importante en la reduccion de la
concentracion de Ca?* en la base de los axones [38]. En estos organelos se ha

observado la presencia y acumulacion del péptido AB [63].

Muchos aspectos de la relacion entre la disfuncion mitocondrial y EA ain no se
elucidan, pero hay evidencia de que la acumulacién progresiva de AB en la
mitocondria podria tener relaciébn con la toxicidad mediada por ésta. Asi, la
mitocondria y el metabolismo energético juegan un papel importante en la
supervivencia celular y la muerte celular al regular vias apoptoéticas y contribuir
a diferentes funciones celulares, como: la homeostasis de calcio intracelular,
mantenimiento del potencial redox, regulacion del ciclo celular y plasticidad
sinaptica [64, 38].

Existe evidencia que supone que los péptidos AR son acarreados a la
mitocondria e internalizados por el complejo TOM (traslocasa de membrana
externa), que se encuentra en la membrana externa de la mitocondria y cuya
funcién normal es permitir el movimiento de proteinas a través de esta barrera
hacia el espacio intermembrana. AP altera la actividad enzimatica de los
complejos de la cadena respiratoria I, Ill y IV. Ademas de afectar la dinAmica
mitocondrial por el desbalance causado en los procesos de fisién-fusién, al
aumentar la fision (DRP1); también causa la formacion del poro de transicion de
permeabilidad de la membrana (mPTP) por la interaccién del AB con la
ciclofilina D (CypD), induce el decremento en la respiracion mitocondrial, afecta

la biogénesis mitocondrial e incrementa la generacién de ROS [38].
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1.8.2.1 ROS y disfuncién mitocondrial

El incremento de ROS es una consecuencia inmediata de la disfuncion
mitocondrial, promoviendo el dafio oxidativo a acidos nucleicos, proteinas y
lipidos. Cuando las mitocondrias estan dafadas, las defensas antioxidantes se
reducen, lo que genera mas ROS y la pérdida de la capacidad antioxidante. Las
ROS pueden originarse a partir de reacciones en el ciclo de los acidos

tricarboxilicos y/o en la cadena respiratoria [65, 66].

1.8.2.2 AB y Bioenergética

Se ha observado disfuncion en los complejos I, 11l y VI de la cadena respiratoria
con la presencia de AB en la mitocondria, derivando en la disminucién en la
produccion de ATP por fosforilacion oxidativa, y en la actividad de la enzima
piruvato deshidrogenasa (PDH) y enzimas reguladoras de citocromo C oxidasa
(COX), ademas del incremento en el estrés oxidativo. También se ha observado
la reduccién en la expresién de enzimas metabdlicas como: citrato sintasa y
succinato deshidrogenasa, con lo que disminuyen los niveles de NAD*/NADH,
la actividad de la subunidad IV de COX y el potencial de membrana mitocondrial
[67].

1.8.2.3 AB y Dindmica mitocondrial

Estudios recientes muestran que la proteina de fisién relacionada a dinamina 1
(Drp1) interactta con AB y fosforila a tau, conduciendo a una excesiva
fragmentacion mitocondrial, deficiencias en el transporte axonal de la
mitocondria y, finalmente, el dafio neuronal y el declive cognitivo. También se
han descrito reducciones en la expresion de las proteinas de fusiéon OPAL, Mfnl

y Mfn2 y un aumento en la expresion de la proteina de fisién Fisl [68, 69].

1.8.2.4 Formaciéon del mPTP
Se ha demostrado que la peptidilpropil isomerasa F, CypD, se une a AR,
formando un complejo que provoca que CypD se trasloque de la matriz

mitocondrial a la membrana interna, donde tiene un papel fundamental en la
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formacion del mPTP, lo que resulta en una disminucion en el potencial de
membrana, comprometiendo asi la funcidbn de respiracion mitocondrial,
ocasionando un incremento en el estrés oxidativo, la liberacion del citocromo C

y el deterioro del transporte axonal mitocondrial [38, 70].

1.8.3 Efectos en la via de la autofagia

La autofagia es un mecanismo conservado en organismos eucariotas con tres
formas distintas, dependiendo de la forma de entrega del autofagosoma a los
lisosomas: macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas vy
microautofagia. De estos, la mas comun es la macroautofagia, que involucra la
formacién, trafico, maduracién y degradacién de las estructuras de doble
membrana conocidas como autofagosomas. En conjunto este proceso es
conocido como flujo o via de autofagia y la disrupcion de cualquiera de sus

etapas resulta en fallas en la degradacion de los autofagosomas [71].

El complejo mTORC1 (mMTOR més RAPTOR), regula negativamente la via de
autofagia al inhibir a ULK1 (Cinasa de tipo Unc51 1), que se encarga de generar
un complejo con Atgl3 (proteina relacionada a autofagia 13), y FIP200 (por sus
siglas en inglés: FAK Family Interacting Protein of 200 kDa), este complejo es
esencial para reclutar proteinas que se encargan de formar el sitio de formacion
del fagéforo (PAS) o la estructura preautofagosémica. La actividad de mTOR
puede regularse negativamente en condiciones de inanicion y con farmacos

como la rapamicina o analogos (Fig. 5) [72].

La via de autofagia es esencial en neuronas, al facilitar la remocion de
agregados de proteinas ubiquitinizadas, evitando asi la neurodegeneracion [73].
En EA la autofagia se ve afectada, sin embargo, se cuenta con reportes

contrastantes, ya que se ha observado que en algunos pacientes y modelos in

19



vivo hay una elevada actividad de mTOR, potenciando la acumulacion de AB

por la inhibicién de la via de autofagia [74, 75, 76].

Por otro lado, en otros casos se observa un aumento en la actividad de la via de
autofagia en respuesta a los niveles elevados de agregados del AR o NFTs en
el citosol [77, 78, 79]. Aunque aun no se sabe por qué sucede este incremento
de autofagosomas, se cree que podria deberse a defectos en su degradacion
por la oxidacién de proteinas como la ATPasa vacuolar (Vo-ATPasa) o la
Catepsina D (CTSD), implicadas en la acidificacién y degradacion proteica de
los autolisosomas (producto de la fusién de autofagosomas con lisosomas)[71,
50].

Existen reportes que indican que el péptido AB(25-35) puede inducir una
actividad elevada de la via de autofagia in vivo e in vitro, produciendo una
acumulacion de autofagosomas y disminuyendo la viabilidad celular a las 24
horas de tratamiento [79, 80, 46].

Lisosoma

Ap . \ Ao
Fagoforo utolisosoma
mﬁ/ \ ‘v,;;:g-f - L . P
PAS (@r_ [ AV o

‘.

6+ — | | — Aminoécidos, etc.

Rapamicina ~ Autofagosoma

Figura 5. Efecto del péptido AB(25-35) sobre el flujo de autofagia: El péptido
AB(25-35) induce a una acumulacion de autofagosomas que llevan a la muerte celular.
Sin embargo, aun no se esclarece si este efecto es debido a un aumento en la
formacion de autofagosomas y/o por la inhibicion de la degradacion de los

autofagosomas (modificado de Enzo LifeSciences).
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1.9 Inhibicion de la agregacion del péptido AB

Los tratamientos disponibles funcionan inhibiendo la enzima acetil
colinesterasa, bloqueando la hidrdlisis de la acetilcolina; o reduciendo la
actividad del glutamato, que tiene un papel importante en el aprendizaje y
memoria, con bloqueadores de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR).
Sin embargo, so6lo disminuyen los sintomas de EA, por tal motivo se han
buscado otras alternativas que se enfocan en la reduccion de los niveles del
péptido AB. Algunos de los métodos mas estudiados incluyen: inhibicion de la
formacién de oligbmeros con moléculas pequefias, la neutralizacion de
oligbmeros con inmunoterapia, la sobreexpresion de enzimas degradadoras de
los agregados, entre otras [40]. También se ha trabajado en la generacion de
tratamientos enfocados en los agregados de Tau, sin embargo, es una proteina
esencial para la vida, mientras que el péptido AR es un producto patogénico,
por lo que se considera conveniente trabajar en terapias enfocadas en su

reduccion.

1.9.1 Péptidos basados en la estructura del AR

Se han disefiado péptidos basados en la secuencia del AR para inhibir su
agregacion, estos péptidos se basan especialmente en los centros hidrofébicos
AB(29-35) y AB(16-20) (KLVFF) debido a que estos segmentos son clave para
que el péptido sufra cambios conformacionales y son responsables de la
agregacion. Los cambios mas comunes a los que se someten los péptidos AB
de diferentes longitudes son: modificacién de residuos aminoacidicos, la adicién

de moléculas y cambios en la secuencia de aminoacidos [81].

Por ejemplo, en el centro hidrofébico 16-20 se han realizado sustituciones en
Lys16, Leul?7 y Phe20 por Ala [82]; y sustituciones de las Phel9 y 20 por sus D-
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enantiomeros [83]. Mientras que en el centro hidrofobico 29-35 se ha realizado
la sustitucion de Lys28 por Ala [84] y Met35 por Cys [85], observando

diferencias en la agregacion al comparar con el péptido sin modificar.

1.10 Antecedentes

Este trabajo se centra en el uso del péptido AB(25-35) y de tres variantes del
mismo: Ala30Trp (A30W), Lys28Ala (K28A) y Met35Cys (M35C), que fueron
seleccionadas al observar cambios en la estructura de los agregados por medio
de modelaje molecular (Fig. 6), y por algunos antecedentes previos con

péptidos mas largos.

La mutante K28A ya ha sido reportada anteriormente en fragmentos mas largos
por Sinha y colaboradores [84], lo que se pretendia con su estudio era disminuir
la formacién de agregados con base en el papel que tienen los residuos de Lys
en la agregacion, pues se ha reportado que al ser un aminoacido basico, puede
formar un puente salino con Asp23 [86]. De esta forma, al cambiar la carga se
evitan interacciones dependientes de ésta, implicadas en la formacién de

agregados.

Dai y colaboradores reportaron el uso de la variante M35C del péptido AB(40)
[85], con el objetivo de disminuir la generacion de ROS a partir de la metionina,
observando un menor efecto sobre la viabilidad en comparacién con el péptido

silvestre.

La variante A30W no ha sido reportada, sin embargo, ésta fue elegida por el
impedimento estérico que genera el residuo del tript6fano en una zona bisagra
de la ldmina 3 plegada, al ser de mayor tamafio que el de la alanina, teniendo

repercusiones en la formacion de agregados (Fig. 6).
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Figura 6. Variantes del péptido AB(25-35): Las imagenes de la estructura de
agregados fibrilares formados por las distintas variantes (disefiadas in silico) muestran

los cambios en los residuos ocasionados por la sustitucion de aminoacidos.

1.10.1 Antecedente directo

En el trabajo de Maestria realizado por la M. C. Ana Esther Estrada Rodriguez,
no se observaron diferencias significativas en el efecto sobre la viabilidad en
células C6 de glioblastoma de rata al ser tratadas con el péptido ABR(25-35)
silvestre (WT) y variantes. Sin embargo, se observé una diferencia significativa
en la produccion de ROS en las células C6 al ser tratadas con la variante K28A
en comparacion con el AB(25-35) WT (Fig. 7) [87]. Por lo que, al observar que
una de las alteraciones ocasionadas por el AB(25-35) es diferente con la
variante K28A y los efectos sobre la viabilidad celular son similares en todos los
péptidos, es relevante conocer si los mecanismos que conllevan a la muerte
celular son diferentes o similares al tratar las células con el péptido AB(25-35) y

Sus variantes.
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Figura 7. Graficas del efecto sobre la viabilidad celular y produccién de ROS con
AB(25-35) y variantes: A) Efecto sobre la viabilidad celular, no se observan diferencias
significativas en el efecto sobre la viabilidad en células C6 al ser tratadas con el péptido
AB(25-35) silvestre (WT) y variantes. B) Produccién de ROS con AB(25-35) y variantes,
se observa una diferencia significativa en la produccion de ROS en las células C6 al

ser tratadas con la variante K28A en comparacion con el AR(25-35) WT [87].

24



CAPITULO 2

JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Justificacién

La EA es la demencia senil mas comun, cuyo costo es elevado y actualmente
los tratamientos disponibles no son eficientes. El péptido AR esta relacionado
con la EA, sin embargo, aun no se esclarecen los mecanismos por los que las
formas del péptido AR afectan a las células. El estudio y comprensién de los
mecanismos de toxicidad del péptido AB(25-35) es vital para generar
estrategias farmacologicas con la finalidad de evitar y/o retrasar el progreso de
la enfermedad. Existen muy pocos estudios sobre mecanismos moleculares,
por lo que en este trabajo se pretenden evaluar los mecanismos relacionados

con citotoxicidad del AB(25-35) y sus variantes.

2.2 Hipotesis

Los mecanismos moleculares que se alteran con el péptido AB(25-35) pueden

modificarse mediante mutaciones puntuales.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Caracterizar estructuralmente y evaluar el efecto del péptido AB(25-35) y sus
mutantes: A30W, K28A y M35C, sobre la viabilidad, apoptosis y via de la

autofagia en un modelo de cultivo celular.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar estructuralmente los oligdmeros del péptido AB(25-35) y sus
mutantes mediante microscopia de fuerza atémica.

2. Determinar si el péptido AB(25-35) y sus variantes son capaces de
internalizarse en células C6 de glioblastoma de rata y analizar su estado de
agregacion.

3. Evaluar el efecto del péptido AB(25-35) y sus variantes sobre la viabilidad y
apoptosis en la linea celular C6 de glioblastoma de rata.

4. Evaluar el efecto del péptido AB(25-35) y sus variantes sobre la via de

autofagia.
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CAPITULO 4

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

4.1 Reactivos

4.1.1 Solubilizacion y Agregacion de péptidos

e APB(25-35) WT (GenScript)

e APB(25-35) A30W (GenScript)
e APB(25-35) K28A (GenScript)
e APB(25-35) M35C (GenScript)
e PBS 1X

e NaOH 2 M (Sigma-Aldrich)

Tabla |. Secuencia de aminoacidos del péptido AB(25-35) WT y las variantes:
A30W, K28A y M35C.

Péptido Secuencia de aminoacidos
WT GSNKGAIIGLM
A30W GSNKGWIIGLM
K28A GSNAGAIIGLM
M35C GSNKGAIIGLC
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4.1.2 Cultivo celular

Todos los reactivos son de la marca Invitrogen-Gibco

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advanced DMEM)

e L-Glutamina (200 mM 100X)

e Suero Fetal Bovino (SFB) (2.5%)

e Solucion antibidtico penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G
de sodio y 100 pL/mL de sulfato de estreptomicina)

e Azul de tripano (0.4%)

e Tripsina (Gibco)

4.1.3. Extraccion de proteinas y Western Blot

¢ RIPA (Buffer de Ensayo de Precipitacién Radio-Inmune)
e Anti-AB oligomérico Ab126892 (Abcam)

e Anti-LC3 (Abcam)

e Anti-GAPDH (Santa Cruz)

¢ Anti-IgG-HRP (Santa Cruz)

e Tween 0.5% (BioRad)

e Poliacrilamida (BioRad)

e Quick Start Bradford 1X Dye Reagent (BioRad)
e Silver Stain Plus Kit (BioRad)

e Pierce ™ ECL Western Blotting Substrate

e Membrana de PVDF (BioRad)

e Leche sin grasa (Nestle)
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4.1.4. Efectos sobre la viabilidad y apoptosis

e CellTiter-Glo (Promega)
e ApoTox-Glo Triplex Assay (Promega)
¢ Rotenona R8875(Sigma)

4.1.5. Efectos sobre la via de la autofagia

¢ Rapamicinaab139484 (Abcam)
e Cloroquina ab139484 (Abcam)

4.2 Materiales

4.2.1 Materiales de uso general

e Micropipetas automaticas de volumen variable: 0.2-2 uL, 2-20 pL, 20-200
pL y 100-1000 pL (Thermo Scientific).

e Puntillas para micropipetas de volumen variable

e Tubos Eppendorf de 0.2, 0.6 y 2 mL.

e Tubos conicos de 15y 50 mL (Corning).

4.2.2 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

e Cubreobjetos de vidrio con superficie lisa de 10mm de didmetro (Ted

Pella Inc.).
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4.2.3 Material biolégico

e Linea celular C6 de glioblastoma de rata

4.2 .4 Cultivo celular

e Pipetas serologicas estériles de: 2 mL, 10 mL y 25 mL (Corning)

e Placas Petri de 100x15 mm (Corning)

e Placas de 24 pozos (Corning)

e Placas de 96 pozos con fondo transparente y paredes blancas (Corning)
e Placas de 96 pozos con fondo transparente y paredes negras (Corning)
e Crioviales 1.5 mL (Corning)

e Camara de Neubauer

e Pipetas pasteur (Corning)

4.3 Equipos

4.3.1 Equipos de uso general

e Vortex Genie

¢ GloMax- Multi Detection System (Promega)

4.3.2 Microscopia de Fuerza Atomica

e Microscopio MultiMode V8 SPM NanoScope (Bruker)

e [Escaner piezo-eléctrico (J-scanner)
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4.3.3 Solubilizacion y agregacion de péptidos

e Sonicador Ultrasonic Processor

e Agitador ThermoMixer C (Eppendorf)

4.3.4 Cultivo celular

Campana de Flujo laminar clase Il (ESCO)

Incubadora de CO2 con camara de acero inoxidable Forma Steri-cycle
i160 (Thermo Scientific)

Bomba de vacio Rocker 600 (Rocker scientific)

Bafio de agua Precision 180 (Thermo)

Microscopio optico invertido Olympus CKX41

4.3.5 Internalizacion celular y estado de agregacion

Microcentrifuga refrigerada PRISMR (Labnet).

Camara de electroforesis vertical (BioRad).

Semi dry blot system (BioRad).
Fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (BioRad).
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CAPITULO 5

METODOS

5.1 Estrategia general

Primero, se realizo la caracterizacion estructural de los agregados del péptido
AB(25-35) y sus variantes por medio de microscopia de fuerza atomica, luego
se determind si los distintos péptidos pueden internalizarse en las células C6 de
glioblastoma de rata y se evalué mediante western blot si se encontraban en
estado oligomérico. Después, se evaluaron los efectos sobre la viabilidad y
apoptosis por luminiscencia. Los efectos sobre la via de autofagia se evaluaron
por western blot. En todos los ensayos se utilizé un tratamiento por péptido, con
un control sin tratamiento y un control positivo, que dependié del mecanismo a
evaluar, todos con un nimero minimo de tres repeticiones por tratamiento. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 7,
considerando una p<0.05 para obtener significancia estadistica (Fig. 8).
Finalmente, los resultados se integraron con la finalidad de dilucidar los
mecanismos que se afectaron con cada variante del péptido AB(25-35) y si
estos efectos fueron distintos de los mecanismos afectados por el péptido
silvestre (WT).
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Figura 8. Estrategia general: Se comenz6 con la caracterizacion morfolégica de los
agregados de las distintas variantes del péptido AB(25-35). La internalizacién y el
estado de agregacion se evaluaron por western blot. Finalmente, se evaluaron los

efectos sobre la viabilidad y apoptosis, asi como sobre la via de la autofagia.

5.2 Solubilizacion y agregacion de péptidos

Para obtener una concentracion de péptido de 1 ng/uL (stock) se solubilizaron
los distintos péptidos por separado. Se pesé 1mg de cada uno y se disolvié en
200 pL de NaOH 0.2 M y 800 pL de PBS 1X, con un volumen final de 1 mL.

Después se sonicaron por 15 min en frio (Fig. 9).

Para obtener los agregados de los distintos péptidos se colocé la cantidad a
utilizar de cada péptido del stock descrito anteriormente en tubos de 2 mL (un
tubo por péptido), esta cantidad dependia del tipo de ensayo que se iba a
realizar en cultivo celular, pero tenia la finalidad de tener una concentracion final
de 40 uM por péptido en los tratamientos. Estos tubos se incubaron a 37°C en
agitacion (340 rpm) por 96h (Fig. 9).
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Figura 9. Esquema de la solubilizacion y agregacion de péptidos: Los péptidos
liofilizados fueron resuspendidos en PBS y NaOH. La agregacion se realizé a 37°C en

agitacion (340 rpm) por 96 h.

5.2 Microscopia de Fuerza Atémica

Se agregaron los distintos péptidos resuspendidos a 1 ng/uL en agitacion a
37°C por 0 y 12 h, estas muestras se depositaron en un cubreobjetos de vidrio
con superficie lisa de 10 mm de didmetro (Ted Pella Inc.) para realizar la
caracterizacion estructural de agregados. Se utilizé6 el microscopio MultiMode
V8 SPM NanoScope (Bruker) con un escaner piezo-eléctrico (J-scanner) con un

area de escaneo maximo de 160 x 160 um?2.

Se uso un cantiléver con una punta de SisN4 con una longitud de 125 pym, con
una frecuencia de resonancia de 300 kHz y una constante de resorte de 40 N/m
en modo de amplitud modulada o contacto intermitente, modo en el que se mide
la topografia de la muestra (altura) monitoreando la amplitud de oscilacion del

cantiléver mientras que se escanea la sonda en la superficie de la muestra.

Las velocidades de exploracién fueron 0.5-1 Hz y se colectaron en modo altura,
con fuerza constante, se utilizd el software NanoScope (Bruker) para obtener
las medidas de altura de las imagenes de los agregados amiloides y el analisis

de rugosidad (Ra) se calculé como la media aritmética de los valores absolutos
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de las desviaciones de altura superficial obtenidas a partir del plano medio
sobre los 100 cuadrados de 1 pm? que conforman las imagenes 100 pm?2

obtenidas de cada muestra (Fig. 10).

Agregacion de péptidos B?!@R
Nan'oScopc
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MultiMode V8 SPM intermtente

NanoScope (Bruker)

37°C/0-12h [10ng]
340 rpm

Figura 10. Esquema de la caracterizacion por AFM: Primero se realizé la agregacion
de los péptidos a distintos tiempos y después se observd al microscopio de fuerza
atomica con la modalidad de contacto intermitente.

5.3 Internalizacién celular y estado de agregacion

Para determinar si los agregados de las distintas variantes del péptido
AB(25-35) eran internalizados en las células y evaluar si estos agregados se
encontraban en estado oligomérico se cultivaron 200,000 células por pozo en
placas de 24 pozos con 1 mL de medio y se incubaron por 24 h a 37°C con 5%
de COz2, después, el medio fue reemplazado por 500 pL de medio nuevo y los
péptidos previamente agregados fueron afiadidos a una concentracion de 40
UM, nuevamente se incubd por 24 h a 37°C con 5% de CO2. Los tratamientos
fueron los siguientes: agregados de AB(25-35) WT, A30W, K28A y M35C (un
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tratamiento por péptido), AB(25-35) WT soluble (sin agregar) y un grupo de
pozos sin tratamiento. Por cada tratamiento se contd con cuatro pozos, después

del tiempo de incubacién se realizo la extraccion de proteinas (Fig. 11).

5.3.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas intracelulares se retir6 el medio de los pozos
después de tratar con los distintos péptidos y se reservo en tubos eppendorf de
2 mL. Luego, se afadieron 300 pL de tripsina, la placa se incub6é en las
condiciones estdndar mencionadas con anterioridad por 5 min, después se
afadieron 700 pL de medio a cada pozo y se transfirid el contenido de cada
pozo a un tubo eppendorf de 2 mL, los pozos fueron lavados tres veces con 300
uL de la mezcla tripsina-medio. Los tubos que contenian las células
tripsinizadas se centrifugaron por 5 min a 500 rcf a temperatura ambiente,
después, el sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y el boton formado
fue resuspendido en 1 mL de PBS a 4°C, se realiz6 otra centrifugacion en las
mismas condiciones y el sobrenadante de cada tubo fue transferido a tubos
nuevos. Finalmente, el botén formado fue resuspendido en 20 pL de RIPA y los
tubos fueron agitados 5 s en vortex e incubados 20 min en frio, se realizé una
ultima centrifugacion por 5 min a rcf maximas a 4°C y el sobrenadante de cada
tubo fue transferido a tubos nuevos (extracto proteico), el precipitado fue
reservado junto con todos los tubos a los que se les transfirio el medio o los

sobrenadantes obtenidos en pasos anteriores (Fig. 11).

El extracto proteico obtenido de cada tratamiento fue utilizado para determinar
la concentraciéon de proteinas con el kit Quick Start Bradford 1X Dye Reagent
(BioRad), que se realiz6 en microplacas con 5 uL de control o muestra y 250 L
del reactivo 1X por pozo, después de agitar y 5 min de espera se leyo a 600
nm. Primero, se realizd una curva de calibracion con albumina de suero bovino

(BSA) en concentraciones de 0.5 pg/uL a 4 pg/uL. Después, se determind la

36



concentracion de proteinas de los extractos y estos fueron utilizados para la

realizacion del western blot (Fig. 11).
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Figura 11. Esquema de la extraccién de proteinas: Las células fueron cultivadas en
placas de 24 pozos y tratadas con los agregados de los distintos péptidos y el péptido
WT sin agregar. Para la extraccion se utilizd6 RIPA y luego se determiné la
concentracion de proteinas.

5.3.2 Western blot y tincion de plata

Los extractos proteicos fueron separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% a 100 V por 1 h 45 min, se cargaron 8 ug de proteina por
muestra. Se corrieron dos geles en la misma camara de electroforesis y uno de
estos geles fue utilizado para realizar la tincién con plata con el kit Silver Stain

Plus Kit (BioRad), que sirvié para determinar la presencia de proteinas en el gel
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y el otro fue utilizado para detectar agregados oligoméricos por western blot
(Fig. 12).

5.3.2.1 Tincién de plata

Para la tincion de plata el gel se incubd 20min en una solucién fijadora (metanol
50% V/V, acido acético 10% V/V, solucion fijadora 10% V/V y agua milli-Q 3%
V/IV), luego se lavé dos veces con 400 mL de agua milli-Q por 10 min en
agitacion. Para la tincion se utilizé la solucion del complejo de plata, la solucién
moderadora de reduccion y el reactivo de desarrollo de imagen, segun
especificaciones del kit (5 mL de cada una en 35 mL de agua milli-Q mas 50 mL
de la solucion aceleradora), el gel fue incubado en la solucién preparada por 20
min en agitacion. Finalmente, el gel fue lavado con agua milli-Q por 5 min y se
detuvo la reaccidn con acido acético al 5% por 15 min. El gel fue observado en

el fotodocumentador para evidenciar la presencia de proteinas.

5.3.2.2 Western blot

El otro gel fue utilizado para transferir a una membrana de PVDF con el equipo
Semi dry blot system (BioRad) a 10 V por 15 min, luego a 15 V por 10 min y
finalmente a 20 V por 5 min. Las membranas fueron bloqueadas en PBS y leche
sin grasa 5% por 12 h a 4°C. Después del bloqueo, las membranas se
incubaron por 12 h a 4°C con el anticuerpo primario de conejo anti oligbmeros
ab126892 (Abcam), en una dilucién 1:1000. Luego de lavar con PBS/Tween
0.5%, las membranas fueron incubadas por 12 h a 4°C con el anticuerpo
secundario de ratén anti-lgG de conejo-HRP (Santa Cruz), en una dilucion
1:1000. Las bandas fueron detectadas por quimioluminiscencia usando el
Pierce ECL Western Blotting Substrate kit (Fig. 12).
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Figura 12. Esquema del western blot: Los extractos proteicos fueron utilizados en las
electroforesis en geles de poliacrilamida. Un gel fue tefiido con plata para determinar

presencia de proteinas y otro gel fue utilizado para realizar western blot.

5.4 Viabilidad celular

5.4.1 Curva de viabilidad

Se sembraron seis puntos por cuadriplicado cada uno (un punto es una
cantidad determinada de células) en una placa de 96 pozos, la cantidad de
células en cada punto fue la siguiente: 3125, 6250, 12500, 25000, 50000 y
200000. Se colocd solamente medio en tres pozos, para utilizarlos como

blanco.

Después de incubar por 24 h a 37°C con 5% de CO2, se dej6 la placa a

temperatura ambiente, al igual que el reactivo del kit CellTiter-Glo. Al tener una
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temperatura cercana entre la placa y el reactivo, se retir6 el medio de los pozos
y se afadieron 100 pL de medio nuevo mas 100 pL de reactivo, luego 30 s de
agitacion, incubacién por 10 min y se realizé la lectura para determinar las URL
en cada pozo sembrado. Con los datos obtenidos se realiz6 la curva de
viabilidad y se determind la ecuacion de la recta y el coeficiente de
determinacion (R?), con el que se determina la calidad de la curva para replicar

los resultados (tiene que ser mayor a 0.98).

Se realizd esta curva con la finalidad de determinar el nUmero de células viables
después de los tratamientos con los péptidos a distintos tiempos mediante la

aplicacion de la ecuacién obtenida a partir de la curva.

5.4.2 Efectos de los péptidos sobre la viabilidad celular

Para comprobar que el efecto de los péptidos sobre la viabilidad celular tuviera
un comportamiento similar al reportado en el antecedente directo, se llevé a
cabo un analisis del efecto sobre la viabilidad celular con los nuevos péptidos
resuspendidos con las condiciones que ya se habian reportado en el grupo de
trabajo. En dicho andlisis se utilizo el kit CellTiter-Glo (Promega), que se basa
en la oxidacion de la luciferina por la luciferasa, reaccion para la que se
necesita ATP (el ATP de las células), por lo que las URL son proporcionales a

la presencia de ATP.

Para este ensayo, se sembraron 20,000 células por pozo en placas de 96 pozos
blancas con fondo claro, se sembraron 18 pozos y en tres se coloco s6lo medio
(blanco), las células fueron mantenidas a 37°C con 5% de CO:2 por 24 h.
Después, se afiadieron los péptidos previamente agregados (tres pozos por
péptido) a una concentracion 40 pM, a tres pozos se le afiadié rotenona (10 pM)

como control de muerte celular y se dejaron tres pozos sin tratamiento. Las
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células se incubaron a 37°C con 5% de COz por 24 h. Se conto con una n de 3

experimentos.

Después de la incubacién, cada placa se dej6é a temperatura ambiente por 30
min, se retir6 el medio de todos los pozos y se afadieron 100 pL de medio
nuevo mas 100 pL del reactivo luminiscente (todos a temperatura ambiente). En
el lector de placas se realiz6 una agitacion de 30 s para promover la lisis celular
y se incub6 por 10 min para que la oxidacion de la luciferina se llevara a cabo,
luego se leyeron las URL. Después, se grafico el nimero de células medio por
cada tratamiento y se obtuvieron las desviaciones estandar (DE), para el
andlisis estadistico se realizO0 un ANOVA de una via con correccion de
Bonferroni (Fig. 13).

Agregacion de péptidos Viabilidad © 2
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/ / CellTiter-Glo
—_—

20000,cei/pozo Afadir péptidos
37°C, 5% CO2, 24h [40uM]
n=3 H

37°C, 5% COz, 24h

Anova de una via con
correccion de Bonferroni

Figura 13. Esquema de la evaluacién del efecto sobre la viabilidad del AB(25-35)
WT y variantes: Se utilizé el kit CellTiter-Glo(Promega), que se basa en la oxidacién
de la luciferina por la luciferasa, utilizando el ATP celular, por lo que las URL se
relacionan con la cantidad de ATP presente y por lo tanto, con el nUmero de células

vivas.

41



5.5 Apoptosis

Para evaluar el efecto de los péptidos sobre la actividad de caspasas efectoras
se utilizo el kit ApoTox-Glo Triplex Assay (Promega), para lo que se utilizd

Rotenona (Rot) como un control positivo de apoptosis.

Se sembraron 20,000 células por pozo en placas de 96 pozos negras con fondo
claro, se sembraron 42 pozos y en tres se colocé s6lo medio (blanco), las
células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2 por 24 h. Después, se afiadieron
los tratamientos y control positivo, para lo que se siguio este orden: tres pozos
por tratamiento (un tratamiento por péptido, se hicieron tres repeticiones), tres
sin tratamiento y tres con Rot (5 uM) como control de apoptosis. Las células se
incubaron a 37°C con 5% de CO:2 por 12 h y 24 h (ensayos a dos tiempos
distintos) (Fig. 14).

Para determinar la actividad de caspasas efectoras, al tratar las células con el
péptido AB(25-35) y sus variantes se afadio el reactivo Caspase-Glo 3/7
(100pL), se agitd a 300 rpm por 30 s y se dejoé incubar 1 h. Este reactivo
contiene un sustrato de caspasas efectoras (DEVD) unido a luciferina, por lo
que, al escindir el sustrato por accion de las caspasas, se libero la luciferina y
guedo disponible para ser oxidada por la luciferasa, asi que se midieron URL,

que fueron proporcionales a la actividad de caspasas 3/7 (Fig. 15).

42



Afiadir péptidos Caspase-Glo® 3/7
agregados . 1h
[40pM]
24h

Control positivo:
E Rotenona
] [5uMm]
Cultivo células C6 \l/

- | > R
24h 36h y 48h

oh L
20000 cel/pozo
37°C, 5% CO2 -

n=3 &, Luminiscencia
il q -ﬂ
lm[@gg‘ URL (B!
e X
ApoTox-Glo Triplex Assay ? Glomax

(Promega)

g PEpt

Figura 14. Esquema de la evaluacion del efecto sobre la actividad de caspasas
del AB(25-35) WT y variantes: Se utilizé el kit ApoTox-Glo Triplex Assay (Promega),
con el que se evalud la actividad de caspasas efectoras por luminiscencia, un indicador

de apoptosis.

5.6 Via de autofagia

Para determinar el efecto sobre la via de autofagia de los distintos péptidos y si
éste es distinto entre las variantes y el WT se evalud el cambio de LC31 a LC3II
(por su union a fosfatidiletanolamina) por western blot. Se cultivaron 500,000
células por pozo en placas de 24 pozos con 1 mL de medio y se incubaron por
24 h a 37°C con 5% de COz2, después, el medio fue reemplazado por 500 pL de
medio nuevo y los péptidos previamente agregados fueron afiadidos a una
concentracion de 40 uM, nuevamente se incubd por 24 h a 37°C con 5% de
COq2. Los tratamientos fueron los siguientes: agregados de AP(25-35) WT,
A30W, K28A y M35C (un tratamiento por péptido), rapamicina 0.5 pM (Rap)
como control positivo y un grupo de pozos sin tratamiento. Por cada tratamiento
se contd con tres pozos, después del tiempo de incubacién se realiz6 la
extraccion de proteinas. Todos los tratamientos fueron aplicados solos y con
cloroquina (Cq) 30 pM por 4 h, que es un inhibidor de la degradacion de

autofagosomas, con el objetivo de provocar la acumulacién de estos.
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5.6.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas intracelulares se retir6 el medio de los pozos
después de tratar con los distintos péptidos y se reservo en tubos eppendorf de
2 mL. Luego se lavé cada pozo con 500uL de PBS a 4°C. Finalmente, se
afadieron 20 pL de RIPA a 4°C en cada pozo y se rasp0 para desprender las
células del fondo. El contenido del tubo fue colocado en un tubo de 2 mL (un
tubo por tratamiento) y los tubos fueron agitados 5 s en vértex e incubados 20
min en frio, se centrifugd por 10 min a rcf maximas a 4°C y el sobrenadante de
cada tubo fue transferido a tubos nuevos (extracto proteico), el precipitado fue

reservado (Fig. 11).

El extracto proteico obtenido de cada tratamiento fue utilizado para determinar
la concentracion de proteinas con el kit Quick Start Bradford 1X Dye Reagent
(BioRad), que se realiz6 en microplacas con 1 pL de control o muestra 'y 200 pL
del reactivo de Bradford 1X por pozo, después de agitar y 5 min de espera se
leyé a 600 nm. Se determind la concentracion de proteinas de los extractos y

estos fueron utilizados para la realizacion del western blot.

5.6.2 Western blot y tincion de plata

Los extractos proteicos fueron hervidos por 5 min y separados por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 15%, con una pre-corrida de 30 min a 100 V por 1
h 45 min. Después de cargar las muestras en una proporcién 1:1 con el buffer
de carga se llevd a cabo la electroforesis, que inicio a 80 V por 30 min y
continué a 115 V por 2 h, se cargaron 10 pug de proteina por muestra. Se

corrieron dos geles en la misma camara de electroforesis y uno de estos geles

44



fue utilizado para realizar la tincion con plata con el kit Silver Stain Plus Kit
(BioRad), que sirvié para determinar la presencia de proteinas en el gel y el otro

fue utilizado para trasferir a membrana de PVDF (Fig. 12).

5.6.2.1 Tincién de plata

Para la tincion de plata el gel se incub6 20 min en una solucion fijadora
(metanol 50% V/V, &cido acético 10% V/V, solucién fijadora 10% V/V y agua
milli-Q 3% V/V), luego se lavo dos veces con 400 mL de agua milli-Q por 10 min
en agitacion. Para la tincion se utilizd la solucion del complejo de plata, la
solucion moderadora de reduccién y el reactivo de desarrollo de imagen, segun
especificaciones del kit (5 mL de cada una en 35 mL de agua milli-Q mas 50 mL
de la solucién aceleradora), el gel fue incubado en la solucion preparada por
aproximadamente 20 min en agitacion. Finalmente, el gel fue lavado con agua
milli-Q por 5 min y se detuvo la reaccion con acido acético al 5% por 15 min. El
gel fue observado en el fotodocumentador para evidenciar la presencia de
proteinas.

5.6.2.2 Western blot

El otro gel fue utilizado para transferir a una membrana de PVDF con el equipo
Semi dry blot system (BioRad) a 10 V por 15 min, luego a 15 V por 10 min y
finalmente a 20 V por 5 min. Las membranas fueron bloqueadas en PBS y leche
sin grasa 5% por 12 h a 4°C. Después del bloqueo las membranas se incubaron
por 12 h a 4°C con el anticuerpo primario de conejo anti LC3 (Abcam), en una
dilucion 1:1000. Luego de lavar con PBS/Tween 0.5%, las membranas fueron
incubadas por 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario de
ratén anti-lgG de conejo-HRP (Santa Cruz), en una dilucién 1:1000. EI mismo
procedimiento se sigui6é con el control de carga, utilizando el anticuerpo primario
anti-GAPDH. Las bandas fueron detectadas por quimioluminiscencia usando el
Pierce ECL Western Blotting Substrate kit y para el analisis densitométrico se

utilizé el software ImageJ (metodologia similar a la mostrada en la Figura 12).
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Caracterizacion estructural mediante AFM de AB(25-35) WT y variantes

Se analiz6 la formacion de fibrillas de los distintos péptidos, después de diluir
a partir de la solucién stock (1 ng/uL) para el tiempo O h y después de la
incubacion de 12 h a 37°C a 340 rpm. Se observaron agregados caracteristicos
del péptido WT que formaban fibrillas cortas desde el primer tiempo (0 h), sin
embargo, la longitud de las fibrillas no aumenté demasiado en el segundo
tiempo (Fig. 15-A). En el Ra (tabla Il) muestra que el grosor de las fibrillas casi

no aumentoé con el tiempo.

La mutante A30W formé agregados redondos a las 0 h, mientras que a las 12 h
se observaron algunos agregados amorfos y fibrillas cortas (Fig.15-C). El Ra
muestra que la rugosidad de esos agregados casi se triplicé en el segundo

tiempo, indicando la formacién de agregados mas gruesos (tabla I1).

En cuanto a la mutante K28A se observaron agregados amorfos en ambos
tiempos, mismos que aumentaron tamafo y grosor en el segundo tiempo
respecto al primero (Fig. 15-B), en estos agregados se obtuvo la mayor
rugosidad, demostrando que con esta mutacion se generan agregados mas

gruesos (tabla I1).

En la mutante M35C se observé la formacion de fibrillas cortas en el primer
tiempo, sin embargo, después de 12 h de incubacion los péptidos se
dispersaron de forma homogénea (Fig. 15-D) y el grosor apenas incremento un
poco (tabla II).
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Figura 15. Micrografias obtenidas por AFM de agregados del AB(25-35) WT y
variantes: Analisis estructural de AB(25-35) WT y variantes agregados por 12 h a
37°C/340 rpm y sin agregar (tiempo=0 h). Cada imagen representa 2x2 um. A) AB(25-
35) WT, B) AB(25-35) K28A, C) AB(25-35) A30W y D) AB(25-35) M35C.
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Tabla Il. Analisis de rugosidad de los agregados formados por el AB(25-35) WT y

variantes.!
Péptido Tiempo (h) Ra (nm) DE (+/-) (nm)
0 0.61 0.014
WT
12 0.72 0.083
0 2.12 1.189
A30W
12 6.79 2.378
0 4.47 1.234
K28A
12 16.55 9.88
0 0.43 0.066
M35C
12 0.94 0.369

El Ra se calcul6 como la media aritmética de los valores absolutos de las
desviaciones de altura superficial obtenidas a partir del plano medio sobre los 100
cuadrados de 1x1 um2 que conforman las imagenes 10x10 um2 obtenidas de cada

muestra.

6.2 Internalizacidn celular y estado de agregacion

6.2.1 Curva de calibracién de concentracion proteica

Después de realizar la extraccion de proteinas se determiné la concentracién de
los extractos por Bradford, para lo que se realizé una curva de calibracion (Fig.
16), para dicha curva se utilizaron concentraciones de BSA de 1 ug/puL a 6
ug/uL y se midié absorbancia a 600 nm, los resultados de estas mediciones se
muestran en la tabla lll. Luego, con la ecuacién obtenida, se determiné la
concentracion de proteina por cada extracto y se calculo el volumen necesario

para cargar 8 pg de proteina.
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Tabla Ill. Medias de absorbancia obtenidas para cada punto de la curva con su

desviacion estandar.

Proteina (ug/uL) Media Abs 600 nm DE

1.0 0.13 0.0154
3.0 0.48 0.0730
4.0 0.62 0.0285
5.0 0.73 0.066
6.0 0.88 0.0207

1.00
0.90
0.80

£ 0.70

< 0.60

2 0.50

§ 0.40

< 0.30
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0.10
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y = 0.1477x + 0.0076
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Figura 16. Curva de calibraciéon Bradford: Se observa que el coeficiente de

determinacion pasa de 0.98 por lo que se puede utilizar la ecuacién obtenida a partir de

esta curva para determinar la concentracion de proteinas de los extractos obtenidos a

partir de células tratadas con los agregados de los distintos péptidos.
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6.2.2 Tincidn de plata y Western blot

En el gel que fue tefido con plata se observa la presencia de proteinas en todos
los extractos (Fig. 17-A). Después de realizar la transferencia a la membrana de
PVDF e incubar con los anticuerpos primario y secundario se logré visualizar
bandas que tenian pesos de entre 30 KDa y 60 KDa en todas las muestras que
fueron tratadas con oligdbmeros, estas bandas fueron mas evidentes en el
péptido AB(25-35) WT y la mutante M35C, mientras que en el extracto de
células que fueron tratadas con el péptido WT soluble se observa la presencia
de un par de bandas de alrededor de 50 KDa. Ninguna banda fue encontrada

en el extracto de células sin tratamiento (Fig. 17-B).
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Figura 17. Evaluacion la internalizacion del AB(25-35) WT y variantes y
determinacién de su estado de agregacion: A) Tincion de plata, se observan bandas
de distinto peso en todas las muestras, lo que indica la presencia de proteinas. B)
Western blot, se observan bandas de 30-60 KDa en los extractos de tratamientos con
los distintos péptidos agregados, el péptido WT soluble sélo se observan un par de

bandas y ninguna banda se observa en el extracto de células sin tratamiento.
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6.3 Viabilidad celular

6.3.1 Curva de viabilidad

Después de sembrar los seis puntos de la curva por cuadriplicado e incubar por
24 h a 37°C con 5% CO: se realiz6 el ensayo de viabilidad celular. La cantidad
de células por punto fue la siguiente: 3125, 6250, 12500, 25000, 50000 y
200000. Se colocd solamente medio en tres pozos, para utilizarlos como
blanco, es decir, que se restd la media de los valores de URL obtenidos en los
pozos blanco a cada pozo con células. Después de restar el blanco se
determind la media de cada punto con su DE (Tabla IV). El andlisis se realizé

con el programa Excel y se obtuvo la curva mostrada en la figura 18.

Con los datos obtenidos se realiz6 la curva de viabilidad y se determiné la
ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion (R?), que determina la
calidad de la curva para replicar los resultados, tiene que ser mayor a 0.98. En
este caso, como se puede observar, el coeficiente de determinacién pasa de
0.98, por lo que la ecuacién obtenida a partir de esta curva se puede utilizar
para determinar el nimero de células viables después de ser tratadas con los

distintos péptidos a diferentes tiempos.

Tabla IV. Media de los valores de URL obtenidos para cada punto de la curva con

su desviacion estandar.

N° células Media (URL) DE

3125 37344.67 282.842712
6250 83931.33 5315.38647
12500 240824.67 41860.7214
25000 393874.67 46612.1944
50000 828974.67 10394.47
200000 2453324.67 707.106781
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Curva de Viabilidad
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Figura 18. Curva de viabilidad: Se observa que el coeficiente de determinacion pasa
de 0.98 por lo que se puede utilizar la ecuacién obtenida a partir de esta curva para
determinar el numero de células en experimentos en los que se utilice el mismo kit

(CellTiter-Glo. Promega).

6.3.2 Efectos de los péptidos sobre la viabilidad celular

Para comprobar que el efecto de los péptidos sobre la viabilidad celular siguiera
un comportamiento similar al reportado en el antecedente directo, se llevo a
cabo un andlisis del efecto sobre la viabilidad celular, con los nuevos péptidos
resuspendidos, con las condiciones que ya se habian reportado en el grupo de
trabajo. Para determinar el nimero de células medio (Tabla V), se utilizé la
ecuacion reportada en la figura 19. Se realiz6 un analisis de ANOVA de una via
con correccion de Bonferroni (P<0.05). En dicho andlisis no se observaron
diferencias significativas entre los efectos sobre la viabilidad celular de cada
péptido (Fig. 19). Por lo que se pudo continuar con la realizaciéon de los ensayos
para evaluar los efectos sobre la viabilidad, citotoxicidad y apoptosis de los
distintos péptidos.
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Tabla V. Media del numero de células por tratamiento con su desviacion

estandar.

Tratamiento

Media (N° de células)

DE

WT 75865.16 6728.948822
A30W 81886.37 7362.520228
K28A 70186.30 6773.71865

M35C 77182.04 7182.229672
Rotenona (10pM) 1409.17 127.0847867
Control (ST) 102536.80 1407.984098

150000 9

100000 1

N° de células

50000
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Figura 19. Efecto de los distintos péptidos sobre la viabilidad celular a 24 horas:

Se observa que no hay diferencias significativas entre los efectos sobre la viabilidad

observados al tratar las células con los distintos péptidos previamente agregados,

considerando una P<0.05.
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6.4 Apoptosis

Para determinar el efecto de los péptidos sobre la actividad de caspasas se

hicieron ensayos a tiempos de 12 h'y 24 h, se obtuvieron las graficas mostradas

en la figura 20. Se observaron diferencias significativas en la actividad de

caspasas a las 24 h, al comparar el péptido WT con las mutantes. Al comparar

las URL (proporcional a la actividad de las caspasas efectoras) obtenidas para

cada péptido en los dos tiempos (Fig. 20-B) se observé un aumento de la

actividad de caspasas a las 24 h con todas las mutantes, obteniendo diferencias

significativas con las mutantes A30W y K28A, mientras que la actividad de

caspasas disminuyo al segundo tiempo con el WT. Para los analisis estadisticos

se realizd el analisis de ANOVA de una via con correccion de Bonferroni

(p<0.05).

URL
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Figura 20. Efecto de los péptidos sobre la actividad de caspasas 3/7 a 12 y 24
horas: A) Efecto sobre la actividad de caspasas efectoras, como el resultado del
control de rotenona fue muy alto, se graficaron los resultados obtenidos con los
distintos péptidos. B) No se observaron diferencias significativas en un tiempo de 12 h
de tratamiento, mientras que a las 24 h se observaron diferencias significativas del
péptido WT con las mutantes. Todas las mutantes presentaron un aumento en la
actividad de caspasas 3/7 a las 24 h, que fue significativo para A30W y K28A. El

péptido silvestre presentd una mayor actividad a las 12 h.

6.5 Via de autofagia

Después de tratar las células y realizar la extraccion de las proteinas
intracelulares se determino la concentracion proteica de cada muestra con la
ecuaciéon mostrada en la figura 16 y se calculdé el volumen necesario para
cargar 10 pg de proteina. La presencia de proteinas se confirmé con las
tinciones de plata mostradas en la figura 21 y después de transferir a

membranas de PVDF e incubar con los anticuerpos primario y secundario para
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LC3 y GAPDH, se logr6 visualizar bandas que tenian pesos de entre 16 y 18
KDa para LC3 1, 14 y 16 KDa para LC3 Il y 37 KDa para GAPDH (Fig. 22). En la
figura 22-A se muestra que al no usar Cq (Cq’) la banda que corresponde a
LC3Il es mas evidente en el control con Rap, mientras que al usar el inhibidor
(Cqg*) la banda de LC3 Il se hace mas evidente en muestras de células tratadas

con A30W, K28A y Rap (Fig 22-B), indicando la formacion de autofagosomas.

Al hacer el analisis densitométrico, se observé que, sin el inhibidor, el
porcentaje de la relacion LC3 I/l es menor en el péptido WT y la mutante M35C
al comparar con el control sin tratamiento (Fig. 22-C). Al utilizar el inhibidor, se
observé que este efecto se mantiene para dichos péptidos, sin embargo, el
porcentaje de la relacion LC3 Il/I obtenido al tratar con A30W y K28A fue mayor
al comparar con el control Cqg" (Fig. 22-D). Las gréficas se realizaron

considerando la relacion LC3 1/l de los controles sin y con Cqg como el 100%.

Ca+

Figura 21. Tinciones de plata: A) Tincion de plata de gel con muestras sin Cq (Cq).

B) Tincion de plata de gel con muestras con Cq (Cqg*).
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Figura 22. Efecto de los péptidos sobre la via de autofagia: A) Western blot con
muestras de células sin Cq. Se observa la presencia de la banda correspondiente a
LC3 Il en las muestras control positivo (Rap*/Cq*, marcada con flecha), mientras que
con el resto de los tratamientos no es tan evidente. B) Western blot con muestras Cq*.
Se observa la banda correspondiente a LC3 Il en las muestras de células tratadas con
A30W, K28A y Rap. C) Relacion LC3 II/l en porcentaje de células Cq'. Se observa que
la relacion LC3 Il/l de WT y M35C fue menor a la del control sin tratamiento. D)
Relacion LC3 I/l en porcentaje de células Cq*. Se observa que la relacion LC3 II/I de
los grupos WT y M35C contintda por debajo del control Cg*, mientras que con A30W y
K28A es mayor. Las gréaficas se realizaron considerando los controles sin tratamiento
(Cg y Cqg*) como el 100%.
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CAPITULO 7

DISCUSION

Monomeros del AR pueden formar agregados de diferente tamafio, incluyendo
oligbmeros, protofibrillas y fibrillas maduras. Las fibrillas son de mayor tamafio
que el resto de los agregados y pueden depositarse en las placas amiloides,
mientras que los oligdbmeros son solubles y pueden distribuirse en el cerebro
[40]. En modelos estructurales derivados de NMR se ha observado que el
péptido AR se encuentra en un estado conformacional de a-hélice y puede

cambiar a lamina -plegada en medios similares a la membrana [88].

El péptido AB(25-35) es el derivado mas toxico del B amiloide y tiende a
agregarse formando fibrillas [44, 89], como se observo en la caracterizacién por
AFM de los agregados del péptido WT en los tiempos evaluados, pues se
formaron fibrillas cortas desde el primer tiempo (0 h), sin embargo, no se
observé un gran cambio en la longitud de las fibrillas en el segundo tiempo (Fig.
15-A). El Ra (tabla Il) muestra que el grosor de las fibrillas no aument6 con el
tiempo. Esto podria indicar, que al aumentar el tiempo de la agregacion del
péptido WT se aumente la longitud de las fibrillas observadas en los tiempos
reportados. Algunos autores reportan la formacién de fibrillas maduras en un
tiempo de 7 y 12 horas, utilizando AFM, sin embargo, en estos estudios el AR
fue resuspendido en PBS o disuelto en hexafluoroisopropanol (HFIP) e
incubado a 37°C sin agitacion [90, 91] y a diferencia de esta metodologia, en
este trabajo los péptidos fueron incubados en agitacion, por lo que las

diferencias en la agregacion pueden deberse a la metodologia.

58



Estudios anteriores a éste, han reportado la generacion de inhibidores de la
agregacion del péptido AR basados en su secuencia aminoacidica. Estas
modificaciones pueden ser desde la sustitucion de residuos, metilaciones vy
sustitucion por enantiomeros, hasta el cambio de uno o mas aminoacidos por
otros con caracteristicas distintas [92, 93, 94, 82, 95]. En este trabajo se
utilizaron las variantes A30W, K28A y M35C del péptido AB(25-35), estas

variantes fueron disefiadas in silico (fig. 6) [96].

La mutante A30W formé agregados redondos a las 0 h, mientras que a las 12 h
se observaron fibrillas cortas (Fig.15-C) y el Ra muestra que la rugosidad de
esos agregados casi se triplico en el segundo tiempo, indicando la formacién de
agregados mas gruesos (tabla Il). Por el modelado molecular se espera que la
longitud de las fibrillas cortas observadas a las 12 h de agregacion no aumente
con el tiempo ya que la mutacion del triptofano por alanina genera un
impedimento estérico en una zona de plegamiento, teniendo efecto en la forma
de los agregados y la rugosidad, que fueron distintas a lo observado con el AB
WT. Esta mutante no habia sido reportada para ninguna forma del péptido A,
siendo éste el primer reporte de caracterizacion estructural para la mutacion
A30W en el péptido AB(25-35) [96].

En la mutante K28A, se observaron agregados amorfos en ambos tiempos,
mismos que aumentaron tamafio y grosor en el segundo tiempo respecto al
primero (Fig. 15-B). Se observaron diferencias en la forma de los agregados y
su rugosidad al comparar con el AR WT, obteniendo una mayor rugosidad,
demostrando que con esta mutacion se generan agregados mas gruesos (tabla
II). Aunque este es el primer reporte de caracterizacion estructural para la
mutante en el fragmento ABR(25-35), la modificacién K28A ya ha sido reportada
en AB(40) y AB(42) por Sinha y cols [84], lo que se pretendia era disminuir la
formacion de agregados con base en el papel que tienen los residuos de Lys en
la agregacién, pues se ha reportado que al ser un aminoacido basico, puede

formar un puente salino con Asp23 [86]. De esta forma, al cambiar la carga se
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espera que estos agregados amorfos aumenten en tamafo sin que se lleguen a

formar fibrillas.

En la mutante M35C se observo la formacion de fibrillas cortas en el primer
tiempo, sin embargo, después de 12 h de incubacion los péptidos se
dispersaron de forma homogénea (Fig. 15-D) y el grosor incrementd muy poco
(tabla I1). Debido a antecedentes previos en las cinéticas de agregacion con
tioflavina-s, en los que se reporta la formaciéon de agregados de tipo amiloide a
las 15h para esta mutante en AB(40) [85], es posible que se lleguen a formar
fibrillas al aumentar el tiempo, ya que esta mutacion se realiz6é con la finalidad
de observar el mecanismo de citotoxicidad del péptido, especificamente de la
metionina 35, que tiene un papel critico al ser susceptible a la oxidacion y
consecuente produccion de radicales libres a partir del azufre [85], mas que
evitar la formacién de fibrillas. La eliminacion de la Met o su sustitucion por Nle,
Leu, Lys, Val y Tyr en AB (25-35), inhibe la agregacién y toxicidad del péptido
[89, 97]. Sin embargo, al sustituir por Cys no se observaron los mismos efectos,
lo que podria deberse a que la cisteina también contiene azufre y se ha
reportado que el oxigeno del grupo carbonilo de la lle31 interactia con el azufre
de la Met, teniendo implicaciones en el cambio conformacional y la produccion
de radicales libres [98].

En este trabajo se observd por primera vez que mutantes del péptido AR
pueden internalizarse, al igual que el WT. Se ha reportado que AB(40) y AB(42)
pueden internalizarse via endocitosis [99] y que agregados de AR pueden
interactuar con la membrana y unirse a diferentes receptores como: el receptor
de taquiquinina, el receptor de neurotrofina p75 (P75NRT), proteina relacionada
con receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP), receptores metabotropicos
de glutamato (mGIuR5), subunidad a que contiene receptor nicotinico de
acetilcolina (a7nAChR) y el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR), entre

otros [100, 101, 40]. Ademas, por dindmicas moleculares se observdé que
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AB(25-35) puede agregarse y formar un barril B que se mantiene en

membranas, teniendo la K28 un papel clave en la formacion de este poro [102].

Hay evidencias que sugieren que la presencia de agregados oligoméricos e
intermediarios prefibrilares del péptido AR son responsables del dafio neuronal.
Por estudios con modelos in vivo y en pacientes, los agregados oligoméricos se
han relacionado con deterioro cognitivo, supresion de sinapsis y pérdida de
memoria en EA, esta relacién fue mayor que al comparar estos efectos con
placas amiloides y con AB en estado monomérico [103, 104, 105, 106, 107,
108].

La formacion de agregados oligoméricos heterogéneos a partir del péptido AR
es caracteristica en EA, esta diferencia en la formacion de oligobmeros se debe
a que AP puede formar agregados de diferentes tamafios, dependiendo del
namero de mondmeros que los conformen, modificaciones post-traduccionales

y de las isoformas del AB que los compongan [109, 110, 111, 112].

En este estudio se determiné que estos agregados se encontraban en estado
oligomérico con pesos moleculares que oscilaban entre 30 y 60 KDa (Fig. 17).
El anticuerpo que se utilizd (ab126982 de Abcam) detecta oligobmeros desde 15
KDa hasta 84 KDa aproximadamente. También se observé que el péptido WT
en estado monomérico fue internalizado en forma de oligdmeros con pesos
aproximados de 50 KDa, lo cual comprueba lo observado en las imagenes de
AFM a un tiempo de 0 horas de agregacion: que el péptido puede agregarse
desde tiempo muy cortos (Fig. 15-A). Sin embargo, las condiciones por las que
los oligbmeros son internalizados necesitan evaluarse para determinar el

mecanismo de internalizacion.

En trabajos previos se ha reportado que el péptido AB puede inducir muerte
celular por apoptosis, pues se han evaluado marcadores de apoptosis como:

permeabilidad de la membrana, fragmentacién de DNA y actividad de proteinas
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proapoptoticas, observando un aumento en estos marcadores [80, 113, 114,
115]. En este trabajo los péptidos mutados mostraron una mayor actividad de
caspasas 3/7 en un tiempo de 24 horas, mientras que el WT tuvo una mayor
actividad de caspasas efectoras a un tiempo de 12 horas (Fig. 20-B), esto
podria indicar que el péptido WT se relaciona con una apoptosis mas temprana
gue las mutantes o que la muerte celular sea consecuencia de otro mecanismo,
pero, debido a reportes previos se espera que la muerte se presente por
apoptosis. No se ha reportado que mutantes del péptido AR pueden inducir la
activacion de caspasas efectoras, sin embargo, aun resta evaluar la actividad

de caspasas a distintos tiempos y otros marcadores de apoptosis.

Algunos eventos criticos en apoptosis son el estrés oxidativo y la disfuncién
mitocondrial, acompafiados de un aumento en el flujo y de la disrupcion del
potencial de membrana mitocondrial y la liberacidon del citocromo c, que inicia
con la activacién de las caspasas al formar el apoptosoma, proceso que
conlleva a los eventos caracteristicos de la muerte por apoptosis [80, 116, 117,
118]. Por lo que también restaria evaluar el nivel de calcio intracelular y la

disfuncién mitocondrial.

En cuanto a la via de autofagia, se ha reportado una alteracion de esta via en
diferentes patologias como céancer y enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la EA [119, 120]. En esta via, se presenta la activacion de diferentes
proteinas en tres etapas: iniciacion, elongacion y maduracion, seguidas de la
fusion de los autofagosomas con lisosomas para formar autolisosomas [75,
121]. Una de las proteinas caracteristicas de la via de autofagia es la cadena
ligera de la proteina 1 asociada a microtubulos (LC3), que al formarse los
autofagosomas se une a fosfatidiletanolamina, conocida como LC3 II, este
cambio conformacional de LC3 | a LC3 Il puede ser detectado mediante
western blot, sin embargo, los resultados obtenidos dependen de la etapa del
flujo en la que se encontraban las células al realizar la extraccion de proteinas,

es por eso que se recomienda el uso de un inhibidor de la degradacion de
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autofagosomas, en este caso cloroquina (Cq) para producir la acumulacion de
estas vesiculas y poder cuantificar de mejor forma la presencia de LC3 Il [121,
122, 123].

En este trabajo se observd que en ausencia de Cqg (Cg-) la banda que
corresponde a LC3 Il es mas evidente en el control con Rap (Fig. 22-A),
mientras que en presencia del inhibidor (Cqg+) la banda de LC3 Il se hace més
evidente en muestras de células tratadas con A30W, K28A y Rap (Fig 22-B). El
analisis densitométrico mostré que sin el inhibidor el porcentaje de la relacion
LC3 Il/l es menor en el péptido WT y la mutante M35C al comparar con el
control sin tratamiento (Fig. 22-C). En presencia del inhibidor se observa que
este efecto se mantiene para dichos péptidos, sin embargo, el porcentaje de la
relacion LC3 II/I obtenido al tratar con A30W y K28A fue mayor al comparar con
el control mas Cq (Fig. 22-D). Segun reportes sobre el analisis de western blot
de LC3, esto podria indicar que el péptido WT y la mutante M35C inhiban la
formacién de los autofagosomas, y que las mutantes A30W y K28A activen esta
via [124].

Estudios recientes en el cerebro de pacientes con EA o demencia tipo
Alzheimer mostraron una reduccion en la formaciéon de autofagosomas junto
con una hiperactivacion de la via PI3K/Akt/mTOR, que inhibe la formacion de
autofagosomas [125, 126, 75, 127], lo que podria explicar la posible inhibicién
de los péptidos WT y M35C. Sin embargo, otros estudios reportan la
acumulacion de autofagosomas en EA y en modelos in Vitro [79, 80, 128, 126],
lo que podria deberse a una inhibicién de la degradacién de estas vacuolas por
la oxidacion de proteinas como consecuencia del estrés oxidativo. Fan [79]
reporta una inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR, por lo que podria ser que las
mutantes A30W y K28A inhiban esta via, induciendo asi la via de autofagia.
Este es el primer reporte y la primera aproximacion sobre los efectos que tienen

mutantes del péptido AB(25-35) sobre la via de la autofagia.
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La via PI3K/Akt/mTOR también se relaciona a apoptosis, ya que Akt puede
inhibir a Bad y FOXO (que regula la transcripcion de Bim), al fosforilarlas y
hacerlas reconocibles para otras proteinas que las mantienen inactivas [80,
129, 130]. Estas, son proteinas proapoptoticas, por lo que, si A30W y K28A
inhiben a esta via, la actividad de caspasas 3/7 observada podria ser efecto de

esta inhibicion.

Millucci y cols [101] mencionan que el estudio de las propiedades
conformacionales del péptido AB en su forma soluble, constituye un enfoque
basico para el disefio de moléculas con actividad anti-amiloide, cuya finalidad
sea el desarrollo de terapias para la EA. Estas propiedades estan determinadas
principalmente por la secuencia aminoacidica del péptido AB, por lo que el
entendimiento del papel que tienen ciertos aminoacidos en el cambio
conformacional y agregacion de este péptido también es relevante para

esclarecer los mecanismos por los que el Ap afecta a las células.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

Las mutaciones puntuales A30W y K28A realizadas en el péptido AB(25-35), no
evitan la agregacion, pero si provocan un efecto distinto sobre las
caracteristicas estructurales de los agregados formados. El Ra de la mutante

M35C fue el méas cercano al obtenido con el péptido WT.

Se determind que los péptidos agregados por 96 horas pueden internalizarse en
células de la linea C6 de glioblastoma de rata y que estos agregados
internalizados son oligdbmeros, por lo que los agregados oligoméricos del
péptido AB(25-35) y sus variantes pueden ser citotdxicos por su internalizacion

en las células.

La actividad de caspasas efectoras fue mayor al tratar las células por 24 horas
con las mutantes, mientras que al tratar con el péptido WT se observé una
mayor actividad de caspasas efectoras a un tiempo de 12 horas.

Los péptidos WT y M35C podrian inhibir la via de la autofagia, mientras que

A30W y K28A podrian estar activando esta via.

Los efectos en la actividad de caspasas efectoras y via de autofagia fueron
distintos entre el péptido WT y sus mutantes, sobre todo al comparar con las
mutantes A30W y K28A.

Los mecanismos moleculares que se alteran con el péptido AR(25-35) pueden
modificarse mediante mutaciones puntuales y estas alteraciones fueron mas

evidentes con las mutantes A30W y K28A.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

Se plantean como perspectivas realizar la caracterizacion estructural con
tiempos mas prolongados de agregacion y evaluar la presencia de laminas
por dicroismo circular. Evaluar la internalizacion por microscopia y la integridad
de la membrana. Ademas, determinar la actividad de caspasas efectoras en
tiempos mas prolongados, daria una idea de los tiempos en los que hay mas
actividad de estas enzimas y se podrian definir los tiempos adecuados para
evaluar mas marcadores de apoptosis, como: externalizacion de fosfatidilserina,
fragmentacion de DNA y disfuncion mitocondrial, asi como el flujo de calcio.
Finalmente, efectos sobre la via de autofagia se pueden determinar también
mediante el uso de microscopia electrénica o de fluorescencia y al evaluar la
actividad de la via PI3K/Akt/mTOR.
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