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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el tipo méas comun de demencia, y es la segunda causa
de muerte por enfermedades neurodegenerativas a nivel mundial. Los tratamientos actuales
se enfocan en la inhibicion de proteinas especificas claves en la agregacion amiloide. Sin
embargo, no se ha descrito ningun tratamiento que tenga un efecto notable sobre la reversion
del dafio neuroldgico inducido por la agregacion del péptido. Se ha descrito que cambios en
la secuencia primaria del péptido beta-amiloide (Af) pueden interferir en sus propiedades de
agregacion. En este sentido, el péptido A30W es un mutante del péptido AP, que en estudios
in vitro ha demostrado mediar la desorganizacion de la estructura AP y prevenir su agregacion
de novo; mientras que en un modelo in vivo de C. elegans se demostrd que no afectd
significativamente la viabilidad de los nematodos. Ademas, indujo un retraso significativo
en el fenotipo de paralisis progresiva y mejor6d la memoria asociativa. Por otro lado, se ha
descrito que la expresion de otros péptidos mutantes y WT en Escherichia coli 'y su marcaje
con una proteina fluorescente permiten evaluar su efecto sobre la agregacion amiloide in vivo
de una manera no invasiva. Con base en lo anterior, el objetivo de esta tesis fue evaluar en
tiempo real la dispersion de los péptidos A30W y A WT expresados en E.coli asi como en
fenotipos asociados a la toxicidad en un modelo in vivo de C. elegans. Para ello, se evalu6 la
agregacion amiloide en tiempo real inducida por los péptidos WT y A30W mediante
microscopia de fluorescencia y su efecto sobre la viabilidad de C. elegans mediante su
observacion al estereoscopio. Ademas, se analizd el nivel de movilidad mediante el conteo
de movimientos laterales (trashing). Esta investigacion permitié determinar que la expresion
de péptidos en E.coli es una estrategia prometedora para evaluar su efecto sobre un modelo

in vivo para Alzheimer como C. elegans.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the main type of dementia and the second leading cause of death
from neurodegenerative diseases worldwide. Current treatments focus on the inhibition of
key proteins in amyloid aggregation. Nevertheless, no treatment capable of reversing the
neurological damage induced by beta-amyloid’s aggregation has been described. It has been
reported that changes in the primary sequence of beta-amyloid (AP) peptide may interfere
with its aggregation properties. The peptide A30W is a mutant of the AP peptide that can
induce AP disorganization and to prevent its de novo aggregation in vitro. Additionally,
treatment of C. elegans as an in vivo model showed that A30W did not affect their viability,
and that could induce a delay in a progressive paralysis phenotype and improve associative
memory. On the other hand, it has been described that the expression of A peptides with a
fluorescent protein in Escherichia coli allows the assessment of its effect on amyloid
aggregation in vivo in a non-invasive manner. Based on the above, the objective of this thesis
was to evaluate in real time the dispersion of peptides A30W and WT expressed in E.coli and
its effect over amyloid aggregation as well as amyloid-associated toxicity phenotypes in a C.
elegans model. To this end, the real-time amyloid aggregation induced by WT and A30W
peptides was evaluated by fluorescence microscopy and its effect on C. elegans viability. In
addition, motility was analyzed by trashing count. This research allowed us to determine that
E. coli peptides’ expression is a promising strategy to assess the effect of therapeutic

molecules in an Alzheimer in vivo model as C. elegans.



1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el tipo méas comun de demencia, y es la segunda causa
de muerte por enfermedades neurodegenerativas a nivel mundial, afectando principalmente
a los adultos mayores (Feigin et al. 2016). Existen diferentes tratamientos para la AD,
destacando principalmente los anticuerpos monoclonales y los inhibidores de la agregacion
amiloide, los cuales se dirigen a blancos especificos claves en la agregacion beta-amiloide

(AP) (Shi et al. 2022; Novick et al. 2012)

Sin embargo, a pesar de los avances tanto en etapas clinicas como preclinicas, a la fecha no
se ha descrito ninglin tratamiento que tenga un efecto notable sobre la reversion del dano
neuroldgico inducido por la agregacion del péptido. Sin embargo, se ha descrito que cambios
en la secuencia primaria del péptido AP pueden interferir en sus propiedades de agregacion
(Estrada et al. 2018). Por lo tanto, se ha propuesto la inhibicion de la agregacion A como
un blanco terapéutico para el tratamiento de esta enfermedad, generando péptidos mutantes

a partir de la secuencia del péptido AP.

En este sentido, el péptido A30W es un mutante del péptido AP que en estudios in vitro, ha
demostrado mediar la desorganizacion de la estructura AP y prevenir la agregacion de novo
del péptido APi-42 WT. Ademas, disminuy¢ significativamente su citotoxicidad gracias a la

disminucioén en la produccion de ROS (Estrada Rodriguez et al. 2018).

Por lo que investigaciones posteriores en nuestro grupo de investigacion se plantearon
evaluar su efecto en un modelo in vivo, y se propuso el uso del nematodo Caenorhabditis
elegans. Los resultados mostraron que A30W no afecto significativamente la viabilidad de
los nemdatodos; ademds de mejorar significativamente su movilidad al administrar
tratamientos en estadios larvarios. Estos resultados en conjunto demuestran el potencial del
péptido A30W para mejorar fenotipos asociados a la toxicidad amiloide (Quijano-Guerrero

2021).



Sin embargo, se desconoce de qué manera los péptidos mutantes como el WT migran hacia
el intestino y/o a otros 6rganos, asi como su efecto en un modelo in vivo de Alzheimer como
C. elegans. Por ello, se propuso la expresion de los péptidos mutantes y del WT en
Escherichia coli marcados con una proteina fluorescente y, su posterior exposicion a C.
elegans. Investigaciones previas demostraron que el marcaje con la proteina fluorescente
mScarlet ofrece la posibilidad de analizar la agregacion amiloide in vivo en una manera no
invasiva en tiempo real (Gallrein ef al. 2021). A su vez, se ha descrito que la expresion de
los péptidos mutantes en E. coli y su posterior exposicion a C. elegans permiten evaluar su
efecto sobre la agregacion in vivo, asi como su dispersion (Julien et al. 2018). Lo anterior
demuestra que la expresion de péptidos mutantes y WT marcados con una proteina
fluorescente en E. coli permite evaluar la agregacion amiloide y su invasion hacia otros
tejidos en tiempo real in vivo, asi como su efecto en fenotipos asociados a la toxicidad

amiloide.

Por lo que esta investigacion busco evaluar en tiempo real la dispersion de los péptidos y AP
WT y su efecto sobre fenotipos asociados a toxicidad en un modelo in vivo de C. elegans,
con la finalidad de dilucidar de qué manera los péptidos mutantes y WT migran hacia
intestino y/u otros 6rganos, asi como su efecto sobre C. elegans utilizando la expresion de

los péptidos en E.coli como modelo de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades neurodegenerativas
Las enfermedades o trastornos neurodegenerativos se definen como un conjunto de
enfermedades en el que las células del sistema nervioso pierden su funcionamiento en una
manera dependiente de la edad, y eventualmente mueren. Actualmente, es la segunda causa
de muerte por enfermedades neurodegenerativas a nivel mundial (Figura 2) y de las
principales causas de discapacidad (NIH 2022; Feigin et al. 2016). Los principales tipos de

enfermedades neurodegenerativas son:
1.Derrame cerebral o accidente cerebrovascular
2. Migrafia

3. Enfermedad de Alzheimer (AD)

4. Meningitis

5. Traumatismo craneoencefalico (Figura 1) (Feigin et al. 2016)

s disease and other

Figura 1. Numero estimado de casos de discapacidad por enfermedades
neurodegenerativas a nivel mundial en 2016, donde se muestra que la enfermedad de

Alzheimer representa el 10.4% (Feigin ez al. 2016)



Figura 2. Indice de mortalidad por enfermedades neurodegenerativas a nivel mundial

en 2016 (Tomado de Feigin et al. 2016)

2.2 Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa cronica e
irreversible que constituye aproximadamente el 80% de los casos de demencia, siendo asi la
principal enfermedad de este tipo, y afecta principalmente a la poblacion mayor de 65 afios.
Fue descubierta en 1906 por Alois Alzheimer, quien notdé cambios en el tejido cerebral de
una mujer que habia muerto de una enfermedad desconocida hasta el momento. La mujer
presentaba pérdida de memoria, problemas de lenguaje y comportamiento impredecible. En
su andlisis post mortem, fueron encontrados cimulos anormales, actualmente conocidos

como placas amiloides; asi como haces de fibras enredadas, conocidas como neurofibrillas

(NIA 2022).

Lo anterior deriva en el deterioro progresivo de la funcion cognitiva, que puede traducirse en
una reduccion significativa del volumen cerebral en pacientes con AD a comparacion de los
pacientes sanos. Esto debido a que la AD se caracteriza por 2 sellos distintivos: los depésitos
extracelulares compuestos del péptido AP y las fibrillas intracelulares de la proteina Tau
hiperfosforilada (Novick et al. 2012). Lo anterior resulta en la degeneracion sinéptica y la
muerte neuronal, particularmente en células del hipocampo, region encargada de la memoria
y orientaciéon espacial, derivando en el trastorno de memoria y habilidades sociales,
reflejdndose en la dificultad o imposibilidad de realizar actividades cotidianas (Cheignon et

al. 2018; OMS 2022; Alvarez et al. 2022).

Ademas, un factor determinante en los pacientes con AD es la edad, alcanzando un 50% de
probabilidad de desarrollar esta enfermedad en pacientes mayores a 85 afios, siendo las

mujeres mas susceptibles para padecerla dada su mayor esperanza de vida (Cheignon et al.



2018). A la fecha no ha sido posible dilucidar la etiologia de la AD, por lo que se han

propuesto distintas hipotesis que buscan dilucidar el mecanismo de esta enfermedad:

e Hipotesis colinérgica: la cual postula que una disfunciéon en las neuronas
colinérgicas contribuye sustancialmente al deterioro cognitivo en pacientes con AD
de edad avanzada (Terry y Buccafusco 2003)

e Hipotesis de Tau: Tau es una proteina asociada a microtiibulos que se encuentra en
gran cantidad en axones. Esta hipotesis postula que, en condiciones patologicas, la
agregacion de Tau induce citotoxicidad en axones, causando neurodegeneracion.

e Hipotesis de hipometabolismo de glucosa: Es un evento temprano en la
patogénesis de AD y asociado con deterioro cognitivo. Se ha descrito que el
hipometabolismo causado por una disminucion en la captacion de glucosa es
observado en el cerebro de pacientes con AD. Por lo que se ha destacado este
fendmeno, asi como el déficit energético como sellos distintivos del AD (Du et al.
2018; Szablewski 2021).

A pesar de las distintas hipotesis actualmente descritas, la hipdtesis de la cascada amiloide

se ha mantenido como la hipétesis principal para explicar el mecanismo de la AD.

2.3 Hipotesis de la cascada amiloide
La hipotesis de la cascada amiloide, propuesta en 1992, postula que la neurodegeneracion en
la AD es causada por la acumulacién anormal de placas AP en el cerebro, lo cual deriva en
una serie de eventos patoldgicos que incluyen dafio neuronal y formacion de neurofibrillas,
dando lugar a la disfuncion neuronal y muerte celular en la AD (Hardy y Higgins 1992;
Barage y Sonawane 2015).

Las evidencias principales que llevaron a la proposicion de esta hipotesis se derivan de las

mutaciones dadas en las distintas etapas del Alzheimer:

e Alzheimer de inicio temprano (EOAD): El Alzheimer de inicio temprano
normalmente se desarrolla antes de los 60 afios, y est4 caracterizado por mutaciones
autosdmicas dominantes en determinados genes, destacandose principalmente

aquellos que codifican para la proteina precursora amiloide (APP), presenilina 1



(PSEN 1) y presenilina 2 (PSEN 2). Ambas son subunidades de la enzima y secretasa,
por lo que se han asociado a un incremento en la produccion de AB, dando lugar a la
formacion de placas seniles, derivando en el desarrollo de la AD. En estos casos,
normalmente se habla de mutaciones hereditarias, que constituyen menos del 2% de
los casos (Alvarez et al. 2022; Xiao et al. 2021).

e Alzheimer de inicio tardio (LOAD): Los casos de Alzheimer de inicio tardio son
asociados con menos variantes genéticas. La principal variante es el alelo €4 de la
apolipoproteina E (APOE), que incrementa de 5 a 20 veces el riesgo de padecer esta
enfermedad, dado que este alelo promueve la oligomerizaciéon y formacion de
fibrillas, influyendo en la progresion del AD (Wisniewski y Drummond 2020;
Alvarez et al. 2022).

A su vez, se ha descrito que la deposicion de A y la formacion de placas amiloides derivan
en la activacion de la microglia y astrocitos, liberacion de citocinas, asi como una respuesta

inflamatoria (Barage y Sonawane 2015).

Bajo esta perspectiva, y dada la importancia del péptido amiloide como evento clave en la
patologia del Alzheimer, investigaciones posteriores a la hipotesis de la cascada amiloide se

propusieron dilucidar su mecanismo de produccion.

2.4 Produccion del péptido AP
El péptido AB es un fragmento de 4.3 kDa proveniente de la proteina precursora amiloide
(APP), que, a su vez, es cortada por las enzimas B y y secretasa. Este proceso genera variantes
de diferente tamafio siendo los mas prevalentes los fragmentos de 40 (APi-40) y 42 (AP1-42)

residuos de aminoacidos (Kumar et al. 2016; Gu 'y Guo 2013).
El procesamiento de APP ocurre principalmente mediante 2 vias distintas:

2.4.1 Via no amiloidogénica: Al reconocer la proteina APP en el dominio AP, la enzima a-
secretasa lleva a cabo un corte que resulta en la formacion de los fragmentos solubles sAPPa
y CTFa, también denominado C83. C83 posteriormente la y-secretasa cliva los fragmentos
p3 vy el dominio intracelular de APP AICD. Este complejo multiproteico, que incluye las
presenilinas 1y 2 (PSEN1 y PSEN2), la nicastrina y APH-1, es necesario para la protedlisis
de varias proteinas transmembranales. (Kojro y Fharenhzolz 2005; Sun et al. 2015).

Finalmente, la enzima y-secretasa divide C83, lo que resulta en la formacién de los



fragmentos solubles P3 y AICD, como se muestra en la Figura 3 (Sun et al., 2015). Esta ruta
no conduce a la produccion del péptido AP, lo que ha sido relacionado con efectos protectores
asociados al fragmento sAPPa. Por otro lado, el fragmento AICD es transportado al nucleo

celular donde desempefia funciones regulatorias (Chow et al., 2010).

2.4.2 Via amiloidogénica: el proceso de inicio del péptido AP, donde la APP es escindida
por la enzima P secretasa, produciendo los fragmentos solubles B APP (sAPPP) y el
fragmento C terminal (C99 6 CTFp). A su vez, el fragmento C terminal es nuevamente
escindido por la enzima y-secretasa, generando un dominio intracelular APP (AICD) y se

generan los oligdbmeros de tamafio variable correspondientes al péptido beta-amiloide (Sun

et al. 2015).

No obstante, posterior a la produccion de AP, se ha destacado la agregacion de éste como
evento clave en la patologia del AD. Por lo que, con la finalidad de descubrir distintas
alternativas terapéuticas que puedan retrasar o inhibir su progresion, se ha estudiado su

mecanismo de agregacion, asi como distintos factores involucrados en este proceso.
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Figura 3. Procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide (APP) y

la biogénesis de AP (Tomado de Sun et al. 2015)



2.5 Agregacion del péptido beta-amiloide (A)
El péptido AP se agrupa formando estructuras insolubles conformadas por laminas 3 a través
de un proceso de auto agregacion. Se ha sugerido que este proceso consta de tres etapas
principales: una nucleacion primaria, donde se forman dimeros y oligomeros solubles;
seguida de un proceso de elongacion, donde la adicion de mondmeros conduce al crecimiento
de estructuras fibrilares (Figura 4); y finalmente, una nucleacion secundaria (Figuras 4 y 5)

(Linse et al. 2019)

En la etapa de nucleacion primaria se encuentran solamente mondémeros involucrados, y

puede darse en una sustancia en solucion (Figura 4a) o en alguna superficie (Figura 4b).

Por otro lado, la nucleacién secundaria es un proceso mediante el cual la formacion de
nucleos a partir de monémeros es catalizada por agregados compuestos por el mismo tipo de
bloques monoméricos (Figura 4c¢), es decir, los monémeros forman un nucleo en la superficie
de agregados existentes. A su vez, existen distintos mecanismos posibles para este proceso,
lo anterior se puede ver representado en la figura 5, donde los colores verde y azul simbolizan

su conformacion en estado libre y estado agregado.

Por otro lado, se ha descrito que acelera la produccion de agregados con la misma estructura
que el agregado inicial, indicando que es especifica del tamafo y secuencia del agregado
inicial (Linse et al. 2019). Ademas, se ha descrito que el proceso de nucleacion secundaria
es enantio-especifica, y se ha sugerido como modelo para explicar la propagacion de priones

(Kondepudi ef al. 1990; Orgel 1996).

Lo anterior en conjunto da lugar al proceso de elongacion, donde los mondmeros inician el
proceso de nucleacion para formar oligdbmeros a partir de agregados preexistentes (Figura

4d) (Linse et al. 2019)
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Figura 5. Monémeros en nucleacién secundaria (Adaptado de Linse ef al. 2019)

Adicionalmente, se han descrito otros factores que influyen en la agregacion amiloide y esta

involucrado en la neurodegeneracion, como la presencia de las proteinas prionicas (Prp),

dado que se co-localiza con AP en las placas seniles y se demostrd que existe una interaccion

entre PrP y la enzima limitante de la velocidad en la produccion de AR, la B-secretasa BACEL,

enzima encargada de escindir la proteina APP en la via amiloidogénica, dando inicio a la

agregacion amiloide (Kellet y Hooper 2009).




Recientemente otros estudios demostraron que la PrP funciona como un receptor para los
oligobmeros AP, y la expresion de esta proteina estd mediada por el dominio intracelular

amiloide (AICD) presente en la via amiloidogénica (Kellet y Hooper 2009).

En este contexto, las primeras hipotesis de la agregacion amiloide postularon efectos
adversos de las placas amiloides en las dendritas, los axones y la glia circundantes. Sin
embargo, el descubrimiento posterior de los oligbmeros solubles, concluyeron que las
fibrillas amiloides insolubles que componen las placas amiloides podrian ser relativamente
inactivos, pero sirven como reservorios de los oligdmeros potencialmente neurotoxicos

(Mucke y Selkoe 2012).

2.6 Neurotoxicidad de la agregacion AP
Se ha descrito que la acumulacion extracelular del péptido AP, deriva en la formacion de

neurofibrillas, caracteristicas del Alzheimer, y en otros fendémenos intracelulares incluyendo:

e Produccion de especies reactivas de Oxigeno (ROS): El estrés oxidativo es un
evento temprano en la AD. Dado principalmente porque iones como Fe, Zn y Cu son
encontrados en alta cantidad en el cerebro, y estan implicados en la produccion y
regulacion de estrés oxidativo. En la AD estos se encuentran desregulados y son
capaces de unirse al péptido AP, aumentando la produccion de ROS, derivando en la
oxidacion de proteinas y 4cidos nucleicos, y disminuyendo el aclaramiento del AP
(Choignon et al. 2018).

e Alteracién en la homeostasis de Ca*™: La sefializacion del Ca*2 regula la produccion
de energia y el metabolismo neuronal necesario para la transmision sinaptica. Se ha
descrito que un incremento en la concentracion de Ca*? en el reticulo endoplasmico
(ER) en las neuronas de pacientes con AD induce alteraciones en la sefializacion de
Ca*?, disminuyendo la funcion sinaptica, dando lugar a la pérdida de memoria (Ge et
al. 2022)

e Alteraciones en la maquinaria autofagica: A pesar de que no se ha dilucidado por
completo el rol de la autofagia en el AD, se cree que la induccion erronea de la
autofagia resulta en la acumulacion de vacuolas autofagicas que contienen AP. Por
otro lado, se cree que una eliminacion inadecuada de proteinas mal plegadas mediante
autofagia, da lugar a la acumulacion de péptido beta-amiloide (Funderburk ef al.

2010; Boland



et al. 2008) Lo anterior en conjunto deriva en un dafio fisico axonal, que finalmente
da como resultado alteraciones del citoesqueleto, un factor importante en la patologia
de AD y la neurodegeneracion, lo que conlleva a la disfunciéon mitocondrial y

sinaptica (Liting et al. 2020; Sun ef al. 2015).

Por ello, con el fin de disminuir o inhibir la citotoxicidad neuronal inducida por la agregacion
del péptido beta-amiloide, existen diferentes tratamientos para la enfermedad de Alzheimer

que se han enfocado en inhibir la agregacioén amiloide.

2.7 Tratamientos inhibidores de la agregacion Ap

2.7.1 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAb) actualmente son de los principales tratamientos
utilizados para la enfermedad de Alzheimer, destacandose principalmente los anticuerpos
monoclonales anti AP y antiproteina tau. Estos anticuerpos son distintos en selectividad por
variantes polimorficas y reconocen epitopos especificos en funcion de la porcion especifica
y las conformaciones del péptido beta-amiloide (Lacorte et al. 2022; Shi et al. 2022). Entre
estos anticuerpos, aducanumab y gantenerumab se dirigen parcialmente a los oligdémeros,
mientras que la mayoria se enfocan en la eliminacion de las placas AP insolubles (Tolar et
al. 2020). Por lo que su mecanismo se dirige a diferentes vias metabdlicas para eliminar A
y oligdbmeros mal plegados solubles, o bien, para evitar la adopcién de conformaciones mal
plegadas de A, disminuyendo asi los niveles y la citotoxicidad de AP en el cerebro. A su
vez, se ha descrito que todos estos anticuerpos pueden reducir los niveles de agregacion

amiloide en liquido cefalorraquideo (CRL) o plasma (Shi et al. 2022).
2.7.2 Analogos farmacologicos

Se ha buscado utilizar moléculas pequeiias capaces de modular multiples vias involucradas
en la patologia del Alzheimer, destacandose el uso del benzofurano, un compuesto
heterociclico que ha demostrado tener actividad neuroprotectora e inhibir la agregacion beta-
amiloide (Cabrera et al. 2020) Por lo que se han estudiado andlogos de este compuesto

mediante modificaciones estructurales, observandose que el analogo de este compuesto



reduce los agregados beta-amiloides y mejora el fenotipo de aprendizaje y memoria en un

modelo in vivo de raton (Ha et al. 2018)
2.7.3 Extractos naturales

Previamente se habian desarrollado una amplia gama de compuestos con la finalidad de
inhibir la agregacion amiloide. Sin embargo, una de sus principales problematicas son los
efectos secundarios y la poca permeabilidad para atravesar la barrera hematoencefalica
(BBB). Por lo que se han utilizado extractos naturales como alternativa terapéutica. En este
sentido, dentro de los principales tratamientos de este grupo se encuentran las tetraciclinas y
los polifenoles, que han demostrado interferir con la agregacion de proteinas no

amiloidogénicas como la alfa sinucleina.

Ademés, se ha propuesto que los tratamientos pertenecientes a este grupo son capaces de
atenuar la acumulacion del péptido beta-amiloide, mediante la modulacion del estrés

oxidativo; o bien, por la inhibicion directa del péptido beta-amiloide (Pagano et al. 2020)

Sin embargo, a pesar de los avances tanto en etapas clinicas como preclinicas de los
inhibidores amiloides convencionales, a la fecha, no se ha descrito ninglin tratamiento que
tenga un efecto notable sobre la reversion del dafio neuroldgico inducido por la agregacion
del péptido. Se ha descrito que cambios en la secuencia primaria del péptido beta-amiloide
pueden interferir en sus propiedades de agregacion (Estrada et al. 2018). Por lo que se ha
propuesto la inhibicion de la agregacion AP como un blanco terapéutico para el tratamiento

de esta enfermedad, utilizando péptidos mutantes a partir de la secuencia del péptido Ap.

2.8 Péptidos mutantes del péptido beta-amiloide
Los péptidos mutantes a partir de la secuencia beta-amiloide se generan a partir de la
sustitucion de residuos de aminoéacidos especificos en la secuencia beta-amiloide (Estrada et

al. 2018)

En este sentido, investigaciones previas han demostrado que modificaciones en la hoja beta
plegada del péptido AP afadiendo un residuo de acido antranilico, el cual es un beta-
aminoacido aromatico precursor del triptéfano, induce efectos neuroprotectores contra la

agregacion del péptido AP, modulando la expresion de proteinas pro y antiapoptoticas como



Bax y Bcl-2, respectivamente. Ademas, disminuyd la produccion de ROS y los niveles de

Ca*? intracelular (Kumar et al. 2016).

Investigaciones posteriores demostraron que la mutacion K28A, que consiste en la
sustitucion de una lisina (K) por una alanina (A) en el residuo 28 estabiliza la conformacion
nativa del péptido APi-42, de manera que aumenta el nimero de estructuras alfa-hélices
(Shuabib et al. 2020). Ademas, se demostrd que el péptido K28 A induce una disminucion en

el nimero de oligémeros Api-40asi como el tamafio de las fibrillas (Zganec et al. 2016).

Adicionalmente, se demostro que la sustitucion de la metionina (M) ubicada en el residuo 35
(M35) del péptido ABi-42 que contribuye al estrés oxidativo asociado con la neurotoxicidad
beta-amiloide, disminuye la citotoxicidad del péptido sin afectar su capacidad de agregacion

(Butterfield y Sultana 2011; Dai et al. 2007).

Finalmente, investigaciones previas de nuestro grupo de investigacion demostraron que la
alanina (A) del residuo 30 (A30) localizada en el nucleo hidrofébico de una lamina B, es
necesaria para la formacion y estabilizacion de las fibrillas, por lo que se probo su sustitucion
por triptéfano (A30W), observando que esta mutacion inducia la desestabilizacion de su
estructura mediante un impedimento estérico. Por lo tanto, se evaluaron las caracteristicas in
vitro de esta mutante y de las previamente descritas K28A y M35C, donde se encontrd que
mediaron la desorganizacion de la estructura AP y previnieron su agregacion de novo del
péptido APi1-42 WT. Ademas, las mutantes A30W y K28A disminuyeron significativamente
su citotoxicidad gracias a la disminucion en la produccion de ROS (Estrada Rodriguez ef al.

2018)

Por ello, se plante6 evaluar el efecto del péptido mutante A30W en un modelo in vivo, y se
propuso el uso del nematodo Caenorhabditis elegans dada su facil manipulacion y homologia
con el humano como la expresion del gen de la proteina precursora amiloide (APP); ademas
de permitir la realizacion de revisiones periddicas.
2.9 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo no parasito de vida libre con un ciclo de vida corto
de 3 dias. Es un nematodo redondo pequeiio de 1 mm de longitud, y transparente, lo que
facilita su manipulacion y analisis. Este nematodo se caracteriza por tener una vida util de 2-

3 semanas, lo que facilita su estudio (Alexandre et al. 2014).



Ademas, posee genes ortdlogos con el ser humano, destacdndose principalmente el gen que
codifica para la proteina APP, que cumple un papel esencial en la patologia del AD.
Adicionalmente, se reportd la estructura del sistema nervioso de este nematodo, describiendo
las 302 neuronas, lo que ha posicionado a C. elegans como un interesante modelo para el

estudio del AD (Alexander et al. 2014; White et al. 1986).

A pesar de que la cepa WT de C. elegans (N2) carece de la expresion del péptido AP, se han
desarrollado cepas transgénicas capaces de expresar el péptido A humano y permitan el uso

de C. elegans como modelo de AD (Alexander et al. 2014).

Se ha descrito que una consecuencia de la acumulacion de agregados amiloides es el deterioro
sinaptico (Cheignon et al. 2018; Bharadwaj et al. 2009), deriva en la pérdida de memoria y

deterioro progresivo de la motilidad, llegando a causar paralisis en casos severos.

Por lo que en investigaciones previas se evaluo el efecto de la agregacion amiloide sobre la
motilidad y paralisis progresiva de C. elegans en la cepa WT N2, observando que un
incremento en la formacion de agregados amiloides deriva en un incremento en la fraccion
de nematodos paralizados, ademas de inducir una disminucion en el movimiento y actividad

faringea (Gallrein ef al. 2021)

Otros estudios en la cepa transgénica CL2006, caracterizada por la expresion de AP en
musculo que deriva en un fenotipo de paralisis progresiva, demostraron que el silenciamiento
de proteinas con efecto protector contra la toxicidad de AP potencia el deterioro motor y la

paralisis progresiva (Mufioz et al. 2014).

De manera similar, investigaciones en la cepa transgénica CL4176 que expresa el péptido AP
muscular, demostraron que el tratamiento a C. elegans con diterpenos retrasa el fenotipo de

paralisis progresiva (Cui et al. 2022).

No obstante, a pesar de la toxicidad amiloide muscular; en la AD el blanco principal de la
toxicidad es el péptido AP, lo que condujo al desarrollo de la cepa CL2355, que se caracteriza
por la expresion la secuencia de AB-42 humano bajo regulacion del promotor neuronal snb-

1, ademas de deficiencias en la quimiotaxis (Wu et al., 2006).

En este contexto, estudios han evaluado el rol de la agregacion amiloide sobre la memoria

asociativa en la cepa CL2355. Se ha descrito que la cepa WT es sensible a la serotonina, que



cumple un papel en la regulacién del aprendizaje, locomocion, fertilidad, etc., y se ha
reportado que la serotonina exdgena induce un fenotipo de pardlisis. Por lo que en otro
estudio se propuso evaluar el papel de la agregacion amiloide sobre el fenotipo de paralisis
inducido por serotonina exogena, donde se observo que el tratamiento con oligdmeros
disminuyo6 la fraccion de nemdatodos paralizados a comparacion del control, resaltando el

papel de la agregacion amiloide sobre la induccion del fenotipo de paralisis (Kang et al. 2022)

Sin embargo, se desconocia el efecto de los péptidos mutantes sobre la viabilidad, paralisis
y memoria asociativa de C. elegans, por lo que nuestro grupo de investigacion se planteo
evaluar el efecto de los péptidos A30W, K28A y M35C sobre estos fenotipos asociados a la
toxicidad amiloide, observandose que ninguno de los péptidos afectd significativamente la
viabilidad de los nematodos. A su vez, los péptidos A30W y K28A indujeron un incremento

significativo en la vida media de los neméatodos de hasta 3 dias (Quijano-Guerrero 2021).

Por otro lado, en la cepa CL2006 se observé un retraso significativo en el fenotipo de paralisis
progresiva, incrementando hasta 48 horas el tiempo en que el 50% de los nematodos mostraba

un fenotipo de paralisis (Quijano-Guerrero 2021).

Finalmente, en la cepa CL2355 se evalu6 la memoria asociativa mediante ensayos de
quimiotaxis, observandose una recuperacion significativa en el indice de quimiotaxis (CI) en

los nematodos tratados con los péptidos K28A y M35C. (Quijano-Guerrero 2021).

Estos resultados en conjunto demuestran el potencial de los péptidos A30W, K28A y M35C
para mejorar los fenotipos asociados a la toxicidad amiloide en C. elegans.

2.10 Co expresion de péptidos mutantes y WT marcados con
proteina fluorescente en Escherichia coli

Investigaciones previas evaluaron la agregacion amiloide utilizando el péptido APi-42
desnudo, o sin marcar. Lo anterior les permitio la observacion de oligdbmeros de distintos
tamafios. Sin embargo, no pudieron observar la fibrilizacion amiloide, lo cual no permitia su

evaluacion en tiempo real (Ochiishi et al. 2016).

Por lo que en estudios posteriores se evalud la agregacion de AP y fenotipos asociados a la
toxicidad de C. elegans utilizando un modelo sub-estequidmetrico, con el péptido APi-42

marcado con la proteina fluorescente mScarlet asi como desnudo, dado que la traduccion de



ApP1-42-mScarlet asi como Ai-42 desnudo, provenientes de un mRNA bicistronico, genera un
exceso de APi-42 desnudo sobre el péptido marcado; donde se observo que la incorporacion
de la proteina fluorescente mScarlet a los agregados amiloides permitia su evaluacion in vivo

sin perturbar su agregacion (Gallrein ef al. 2021).

Adicionalmente, se estudio el efecto de la agregacion in vivo sobre C. elegans, observando
que el péptido APi-42 disminuye la tasa de supervivencia y es capaz de inducir efectos
sistémicos como la disminucion del movimiento y actividad faringea, asi como un
incremento en la paralisis progresiva. Por lo que se evaluo si el péptido ABi-42 era capaz de
expandirse hacia otros tejidos, encontrando que el péptido APi-42 es capaz de expandirse hacia
coelomocitos e hipodermis, ademas de inducir la activacion de la proteina Galectina- 3 (Gal-

3) indicativo de un dafio a membrana (Gallrein et al. 2021).

Por otro lado, se evaluo el efecto de los agregados AP WT en C. elegans mediante la
expresion del péptido WT en E.coli, para posteriormente alimentar al nematodo, dado que
esta bacteria es la base de la dieta de este nematodo; encontrdndose que la agregacion
amiloide es capaz de inducir la formacion de endosomas y dafio a membrana. A su vez, se
evaluo el efecto de la sustitucion de la Glicina ubicada en el residuo de aminoacidos 37 (G37)
por una Leucina (G37L) expresada en E.coli, observando que el péptido G37L es capaz de
disminuir la formacion de endosomas inducida por la toxicidad amiloide, disminuyendo hasta

niveles similares al control (Julien et al. 2018).

Estudios similares donde se expreso el péptido WT en E. coli con la finalidad de dilucidar su
mecanismo de citotoxicidad, demostraron que la agregaciéon amiloide induce dafo a
membrana mediante la expresion de proteinas chaperonas como hsp-16 y hsp-70, ademas de

inducir la formacion de vesiculas endociticas o endosomas (Hassan et al. 2015)

Estos resultados en conjunto proveen evidencia de las ventajas que ofrece la expresion de
péptidos mutantes y WT marcados con una proteina fluorescente en E. coli, para evaluar la
agregacion amiloide y su invasion hacia otros tejidos en tiempo real in vivo, asi como su
efecto en fenotipos asociados a la toxicidad amiloide. Sin embargo, a la fecha no se ha

monitoreado la dispersion en tiempo real de los agregados, por lo que se desconoce de qué
manera los péptidos mutantes como el WT migran hacia el intestino y/o a otros 6érganos. Por

ello, en un intento de solucionar esta problematica se propuso la expresion de los péptidos



mutantes y WT en E. coli marcados con una proteina fluorescente y su exposicion a C.
elegans. Por lo que esta investigacion pretendera evaluar en tiempo real la dispersion y efecto

de los péptidos A30W, K28A, M35C y WT sobre fenotipos asociados a la toxicidad amiloide.



3. JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un sindrome de naturaleza crénica o progresiva que
conduce al deterioro de la funcion cognitiva. Ademas, es la forma mas comin de demencia
y afecta principalmente a los adultos mayores. Sin embargo, no se ha descrito ningin
tratamiento que tenga un efecto notable sobre la reversion del dafio neurologico inducido por
la agregacion del péptido. En este sentido, se ha propuesto que el principal evento en la
patogénesis de esta enfermedad es la agregacion del péptido AP en oligdmeros que deriva en
dafo neurolégico inducido por la formacioén de placas seniles. Por lo que se ha propuesto la
inhibicion de la agregacion de AP como un blanco terapéutico para el tratamiento de esta
enfermedad. Investigaciones previas han demostrado que sustituciones en aminoacidos
especificos en la secuencia del péptido A tienen un efecto inhibitorio sobre su agregacion.

Se ha propuesto el uso del nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) como modelo in

vivo, debido a su facil manipulacion y similitud genética con el humano.

Bajo esta perspectiva, los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C han demostrado prevenir
la agregacion de novo en un modelo in vivo de C. elegans, asi como disminuir la produccion

de ROS y la citotoxicidad inducida por el péptido AP en células de glioblastoma in vitro.

Sin embargo, una problematica de este tratamiento es que se desconoce si estos péptidos son
capaces de migrar de intestino a otros tejidos. Para ello, previas investigaciones han
administrado de forma oral péptidos mutantes marcados con una proteina fluorescente
mediante su expresion en E.coli utilizando un modelo in vivo de C. elegans, no obstante, su

modelo no permitia observar la fibrilizacion.

Por lo que en este estudio se propuso la expresion de los péptidos mutantes A30W y WT en
E.coli en un sistema que incluya el péptido marcado con una proteina fluorescente, asi como
desnudo, lo que permitira monitorear la dispersion en tiempo real y conocer si la expresion
de estos péptidos induce efectos sistémicos, mediante ensayos de viabilidad, dispersion y

memoria



4. HIPOTESIS

La coexpresion de AP y AB-mScarlet y su mutante A30W en E. coli permite monitorear la
dispersion del péptido en tiempo real, evaluar su efecto sistémico su efecto terapéutico en un

modelo in vivo de C. elegans.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Monitorear la dispersion y efecto de AP y AB-mScarlet expresados en E.coli y su mutante

A30W sobre un modelo in vivo de C. elegans.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Expresar en Escherichia coli el péptido mutante A30W y el péptido AP marcados con
la proteina fluorescente mScarlet asi como sin marcaje.

2. Monitorear en tiempo real la dispersion del péptido mutante A30W y el péptido AP
en C. elegans

3. Evaluar el efecto del péptido mutante A30W y el péptido AP sobre la viabilidad y

movilidad de C. elegans



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas
La cepa N2 Bristol del fenotipo Wildtype (WT) fue obtenida del Caenorhabditis Genetics

Center de la Universidad de Minnesota (Minneapolis, Minnesota, USA).
Todas las cepas previamente mencionadas se encuentran descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas de C. elegans

Cepa Genotipo Caracteristicas

N2 Wildtype (WT) Cepa silvestre de la variante Bristol

A su vez, las variantes utilizadas del péptido AP se encuentran descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Variantes utilizadas del péptido AP

Péptido Secuencia de aminoacidos
AP1-42WT DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
AP1-42A30W | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGWIIGLMVGGVVIA

6.2 Mantenimiento de los nematodos
Los nematodos se mantuvieron en incubacion a una temperatura de 20°C. Para su
alimentacion, se inoculd una cepa de Escherichia coli OP50 en un medio de cultivo Luria-
Bertani (LB) (1% triptona, 0.5% de extracto de levadura, 172 mM de cloruro de sodio, pH:
y 250 uL de estreptomicina), en un matraz de 50 mL, el cual se mantuvo en agitacién durante

16 horas aproximadamente hasta alcanzar un valor de densidad 6ptica igual a 1.

Una vez obtenido el cultivo bacteriano, se inoculd la bacteria en placas Petri preparadas con
medio de crecimiento de nematodos (Nematode Growth Medium, NGM) y se dejaron secar
al menos 2 horas. Posteriormente, se dejaron crecer los neméatodos colocandolos en

incubadoras Digital Mini Incubator.




Para su sincronizacion, se utilizaron placas Petri con la mayoria de nematodos adultos con la
finalidad de obtener organismos en la misma etapa de desarrollo, mediante la metodologia
previamente utilizada por de la Porta y colaboradores (2012). Para ello, se recuperaron los
nematodos en un tubo estéril con 1.5 mL de medio M9, y se trataron con NaClO y NaOH a

una concentracion 5 N para ser homogeneizados durante 5 minutos.

Una vez realizado esto, se centrifugaron a 200 rpm durante 1 min y se decanto el
sobrenadante. Posteriormente, se agregd 1 mL de medio M9 y se repitiéo la metodologia
previamente mencionada de 5 a 7 veces. Finalmente, se suspendieron los huevos de los

nematodos en un volumen minimo para ser colocados en una nueva placa.

6.3 Disefio de construcciones
Para generar las cepas de E. coli capaces de expresar el péptido AP, se disefi6 una
construccion que incluye el gen del péptido ABi42 WT o el mutante y rio abajo la proteina
fluorescente mScarlet fusionada a la secuencia del péptido correspondiente regulado por un
RBS débil. Las secuencias se enviaron a sintetizar e insertar en el vector pET3a entre los
sitios Ndel y BamHI a GeneUniversal.

Lo anterior se puede ver representado en la figura 4.

Xbal Ndel Hindlll Agel Agel Kpnl Kpnl  Apal Apal Smal BamHI

Figura 4. Cassette base para la expresion de los péptidos en E. coli BL21 DE3

6.3.1 Expresion de los péptidos en E. coli
Los vectores pET3a-AB-AB mScarlet y pET3a-A30W-A30W Scarlet se utilizaron para

transformar bacterias E. coli BL21 DE3 pLYSS calcio competentes utilizando la metodologia
basada en choque térmico (Ausubel et al., 2003; Hanahan y Harbor, 1983) con las
modificaciones correspondientes. Para ello, se mezclaron 100 pL de bacterias calcio
competentes con 1 pl. de plasmido a una concentracion de 1 ng/pL y se incubaron por 30
minutos en hielo. Después, se indujo el choque térmico introduciendo el tubo en agua a 42°C
por 1 min, y posteriormente incubando en hielo por 5 minutos. Se agregaron 200 pLL de medio

LB y se incub6 a 37°C en agitacion. Finalmente, se inocularon en placas con ampicilina



[99.9983 ng/mL] y cloranfenicol [25 pg/mL] y se incubaron a 37° durante 12 a 15 horas.

Para confirmar la expresion de los péptidos, se indujo su expresion creciendo las bacterias en
medio con IPTG (0.ImM) y se detectd la fluorescencia de mScarlet en el microscopio de
fluorescencia.

Finalmente, se detectd la expresion del péptido AP mediante una tincion con tioflavina S
(ThS). Para ello, se centrifug6 el cultivo bacteriano de E. coli a 12,000 rfc, a una temperatura
de 4°C por 15 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 el cultivo en PBS. Se

agrego a la suspension Tioflavina S a 25 mM y se observo el microscopio de fluorescencia.

6.4 Mini-preps por lisis alcalina

Primeramente, se inocul6 una colonia de E.coli BL21 DE3 en 3 mL de medio LB con 6 puL
de ampicilina (AMP) y/o 3 uL de cloranfenicol (CM) o el antibiotico correspondiente y se
incubo a 37°C en agitacion. Posteriormente, se centrifugé de forma sucesiva 1.5 mL del
cultivo por 2 min y se decant6. Una vez obtenido el pellet, se disgrego la pastilla generada
en 100 pL de buffer de resuspension (50 mM Tris Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pL. RNAsa
A) y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Transcurrido este tiempo, se agregaron 200 puL de buffer de lisis (200 mM NaOH, 1%
SDS), se mezcld por inversion y se incub6 en hielo durante 5 minutos.

De manera similar, se agregaron 150 pL de buffer de neutralizacion (3.0 M CH3CH2K pH
5.5), se incubd en hielo y se centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos.

Una vez centrifugado, se transfirieron los sobrenadantes a tubos nuevos y se agregaron 500
uL de isopropanol 100%, se mezclaron por inversion y se incubaron en hielo durante 2
minutos. Se centrifug6 a 6000 rpm durante 1 minuto y se decantd el sobrenadante. Una vez
obtenido el pellet, se agregaron 200 pL de etanol al 70% y se centrifugd a 6000 durante 1
minuto.

Finalmente, se decant6 y dejo secar la pastilla y se resuspendio en 20 pL de agua MiliQ

para su posterior analisis mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.



6.5 Monitoreo de la dispersion de los péptidos en tiempo real
Con el fin de conocer si los péptidos eran capaces de migrar al intestino del nematodo y/o
hacia otros 6rganos. Se evalud la localizacion en tiempo real de los péptidos mediante
microscopia de fluorescencia. Nematodos de la cepa N2 fueron tratados alimentandose con
cultivo de E. coli expresando los diferentes péptidos. Para ello, se agreg6 IPTG a una
concentracion de 0.1 mM al medio NGM y se inocul6 con cultivo de E. coli transformada.
Se contaron con cuatro tratamientos distintos: A WT, A30W un vector control y sin vector.
Se conto con 3 réplicas para cada grupo experimental.
Una vez que alcanzaron la etapa larvaria L4, los nematodos se recuperaron y colocaron en
tubos Eppendorf de 1.5 mL con buffer M9 para su fijacion. Para ello, los tubos se
centrifugaron a 2000 rpm durante 1.5 min y se decanto el sobrenadante, después, se agregd
1 mL de buffer M9 y se repiti6 la metodologia previamente descrita para eliminar el exceso
de bacterias.
Una vez decantado el sobrenadante, se resuspendieron en 1 mL de etanol al 100% y se
incubaron a -80°C durante 30 min. Posterior a la incubacidn, los tubos se descongelaron y se
lavaron 2 veces con buffer MO.
Para su visualizacion, los nematodos se colocaron en portaobjetos y se agregd una gota del
marcador fluorescente 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Se observé la fluorescencia de
DAPI y de mScarlet utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss Imager A2.
A su vez, para verificar que la sefial emitida por mScarlet coincida con los agregados AB, se
tifieron los nematodos con marcador Tioflavina S al 0.125% diluido en etanol al 50%, y se
incubaron a 4°C en agitacion durante 10 minutos. Finalmente, se lavaron con etanol al 50%
para eliminar el exceso de Tioflavina S y se montaron para observarse en el microscopio de
fluorescencia.

Las imagenes se obtuvieron utilizando el software Zenlite y se analizaron utilizando ImageJ.



6.6 Analisis de viabilidad
Con el fin de evaluar el porcentaje de inhibicidon de la viabilidad inducido por el péptido
mutante A30W, asi como por el péptido WT, se realiz6 el tratamiento de los nematodos de
la forma anteriormente descrita. Los tratamientos fueron: AB WT, A30W un vector control
y sin vector. Se cont6 con 3 réplicas para cada grupo experimental.
Los nematodos se mantuvieron a una temperatura de 25°C. Una vez que alcanzaron el estadio
larvario 4 (L4), fueron transferidos cada 2 dias a una nueva placa hasta que dejaron de ser
fértiles. De manera simultanea, los nematodos fueron observados diariamente en un
estereoscopio para realizar el conteo de nematodos viables.

6.7 Analisis de movilidad
Con el fin de evaluar el efecto inducido por el péptido WT y el péptido mutante A30W, sobre
la movilidad, se analizo el “trashing” de los nematodos, definido como el movimiento lateral

que realizan los nematodos para desplazarse.

Para ello, se realizé el tratamiento de los nematodos de la forma anteriormente descrita,
contando con cuatro tratamientos distintos: WT, A30W, un vector control y sin vector. Se
realizaron 3 réplicas para cada grupo experimental.

Se colocaron en placas de 30 mm los nematodos de la cepa N2 todos previamente
sincronizados en el estadio L3 y mantenidos a una temperatura de 25°C.

Una vez realizado esto, se colocaron los nemétodos en una gota de buffer de fosfatos M9 y
se dejaron durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo, se observaron al estereoscopio y se
grabaron durante 30 segundos.

Finalmente, los videos fueron analizados mediante el plugin WrMTrck (Wormtrack) del

software ImageJ para determinar la frecuencia en Hertz (Hz).

6.8 Analisis estadistico
Para los datos de viabilidad se generaron graficos con el estimador Kaplan Meier y se

realizaron analisis estadisticos mediante la prueba log-Rank en el programa OASIS 2. Por
otro lado, para el ensayo de movilidad el andlisis estadistico se realiz6 con el software SPSS
utilizando la prueba Mann-Whitney, considerando como significativos valores de p<0.05.
Los datos representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por

triplicado +DE.



7. RESULTADOS

7.1 El péptido AP y su mutante A30W son capaces de expresarse en Escherichia coli
Para determinar el correcto aislamiento de los vectores correspondientes al péptido AP y su
mutante A30W, se realiz6 primeramente un gel in silico del péptido Ap WT digerido con la
enzima Kpnl, observandose el sitio de corte a 676 y 1381 pares de bases (pb) (Figura 7A).
De manera similar, se realizo el gel in silico para el péptido mutante A30W digerido con las
enzimas Agel-Kpnl, observandose los sitios de corte de Agel a 4099 y 4237 pb, y de Kpnl a
4259 y 4264 pb (Figura 7B).

A) ABpWT B) A30W

4964 Kpnl {2)
676 Kpnl (2)

Secuencia PE3A-mScarlet 4259 Konl (2) A30W-mscarlet secuencia

4237 Agel (2)
! 5644 o9 4099 Agel (2)

1381 Kpnl (2)

5644 bp

Figura 7. Esquema de ADN circular del péptido Ap WT y su mutante A30W. Las
secuencias correspondientes al péptido Ap WT (A) y A30W (B) fueron analizadas in silico
previo a su caracterizacion y se simulo la digestion con Kpnl (A) y Kpnl-Agel (B) como
enzimas de restriccion utilizando mediante el software “A Plasmid Editor” (APE). Los datos
representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por

triplicado.

Una vez realizado el aislamiento de los vectores correspondientes al péptido Ap WT y su
mutante A30W, se realiz6 la caracterizacion de éstos mediante la técnica de mini preps por
lisis alcalina, posteriormente se analizaron en un gel de agarosa 0.8% mediante la técnica de

electroforesis en gel. Teniendo en el carril izquierdo el grupo control, observando la



precipitacion de las bandas a 676 pb en los carriles 2, 3, 9 y 11 (Figura 8A). Por otro lado,
se realiz6 el mismo procedimiento para el mutante A30W, teniendo en el carril izquierdo el
grupo control, observandose la precipitacion de ambas bandas (central e inferior)

correspondientes a ambas enzimas en la mayoria de las colonias aisladas (Figura 8B).

A) ApWT B) A30W

Figura 8. Caracterizacion del péptido Ap WT y su mutante A30W. Las colonias de
Escherichia coli BL21 expresando Afp WT (A) y A30W (B) fueron tratadas mediante lisis
alcalina y digeridas con Kpnl (A) y Kpnl-Agel (B). La caracterizacion de los péptidos fue
analizada mediante la técnica de electroforesis en gel. Los datos representan el promedio de

al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado.

Una vez que se realiz6 el aislamiento de los vectores, asi como la correcta caracterizacion de
los péptidos AP y su mutante A30W, y con el fin de evaluar si ambos péptidos eran capaces
de expresarse en Escherichia coli 'y, posteriormente, darse como alimento a C. Elegans, se

indujo la expresion del péptido AP y su mutante A30W en E. coli BL21 DE6.

Para ello, se utilizo para cada péptido un grupo con el péptido inducido con Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG), un grupo control (sin IPTG), asi como E.coli que expresa GFP

como control positivo de fluorescencia, utilizandose para cada grupo una n de 30 nematodos.

Posteriormente, se analizo la expresion del péptido AP en E. coli BL21 DE6 incubadas
durante 4 y 6 h mediante la técnica de tincion con Tioflavina S (ThS) y su andlisis por
microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio Zeiss Imager Z1, observando la
expresion del péptido AP en forma de cuerpos de inclusion a los extremos de los bacilos a

partir de las 4 h de tratamiento y manteniéndose a las 6 h del mismo (Figura 9A), contrario



a lo observado en los controles de 4 y 6 h, donde solamente se observaron residuos de
Tioflavina S (Figura 9B). Finalmente, se observo la expresion de la proteina verde

fluorescente (GFP) en una cepa transgénica de E. coli que expresa GFP (Figura 9C).
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Figura 9. Expresion del péptido Ap WT en E.coli BL21 DE3. Se inocularon colonias de

Escherichia coli BL21 en agar LB y se tom6 un grupo induciendo la expresion del péptido



AP WT con IPTG (A), un grupo control (B) asi como E.coli que expresa GFP como control
positivo de fluorescencia (C) y se incubaron durante 4 y 6 horas. La expresion de los péptidos
fue analizada mediante microscopia de fluorescencia y la tincion con ThS. Los datos
representan el promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por

triplicado.
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Figura 10.

Expresion del péptido A30W en E.coli BL21 DE3. Se inocularon colonias de Escherichia
coli BL21 en agar LB y se tom6 un grupo induciendo la expresion del péptido A30W con
IPTG (A), un grupo control (B) asi como E.coli que expresa GFP como control positivo de
fluorescencia (C) y se incubaron durante 4 y 6 horas. La expresion de los péptidos fue
analizada mediante microscopia de fluorescencia y la tincion con ThS. Los datos representan

el promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado.

7.2 Monitoreo de la dispersion amiloide

Una vez que se observo que el péptido AR WT y su mutante A30W son capaces de expresarse
en E. coli, y de esta manera optimizar el tratamiento, decidimos evaluar si éstos eran capaces
de migrar hacia intestino y/o hacia otros organos, por lo que E.coli expresando Afp WT y

A30W se expuso como alimento a C. Elegans.

Para ello, decidimos evaluar la dispersion dejandolos a distintos tiempos de tratamiento.
Primeramente, se analizaron durante 24 horas de tratamiento, posteriormente, durante 5 dias,
y finalmente, se analizd tratdndose desde estadios larvarios o huevos, donde la tonalidad
amarilla/roja se asocid con una mayor intensidad en la fluorescencia. Sin embargo, no
pudimos observar una diferencia significativa en la intensidad de fluorescencia entre los

grupos tratados con el péptido WT IPTG y sus controles (Figura 11A-C).



A) HUEVOS B) ADULTOS 24 H C) ADULTOS 5 DiAS
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Figura 11. Dispersion del péptido WT en C. elegans. Se inocularon colonias de
Escherichia coli BL21 en agar LB y se tom6 un grupo induciendo la expresion del péptido
WT con IPTG y un grupo control, y se expusieron como alimento a C. elegans en distintas
etapas: huevos (A); adultos 24 horas (B); adultos 5 dias (C). La expresion de los péptidos fue
analizada mediante microscopia de fluorescencia y la tincion con ThS. Los datos representan

el promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado.

A su vez, se realizaron andlisis en la intensidad de fluorescencia para poder observar la
diferencia de manera cuantitativa. Sin embargo, no observamos una diferencia significativa

en los nematodos tratados con WT IPTG a comparacion de su control (datos no mostrados).

A pesar de que no pudimos observar con claridad una diferencia en la intensidad del péptido
WT a comparacién de su control, decidimos evaluar cudl era su efecto sobre la viabilidad de

los nematodos.

7.3 El péptido A30W mejora la viabilidad de C. Elegans
Una vez que se observo si el péptido AR WT y su mutante A30W son capaces de migrar
hacia el intestino, decidimos evaluar su efecto sobre fenotipos asociados a la toxicidad

amiloide. Por ello, se evalud su efecto sobre la viabilidad de los nematodos, analizando
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grupos tratados con AR WT inducido con IPTG (gris medio) y su control (negro); su mutante
A30W IPTG (gris oscuro) y su control (negro); asi como E.coli OP50 (gris claro) y su

control (negro).

En este sentido, se observé que el péptido AR WT (gris medio), indujo una disminucion en
la vida media de los nematodos, alcanzando solamente 14 dias, siendo el ciclo de vida del
nematodo de 21 dias, tiempo similar al observado en el control de Ap WT (negro) (Figura

124).

Por el contrario, se observo que el mutante A30W no afect6 la viabilidad de los nematodos,
al tiempo que indujo una extension en la vida media, llegando hasta 27 dias (gris oscuro),
obteniendo valores similares a su control (negro) (Figura 12B). A su vez, se observaron
valores similares a E.coli OP50 IPTG (gris claro) y su control (negro), alcanzando valores

de 21 y 24 dias, respectivamente (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto del péptido Ap WT y su mutante A30W sobre la viabilidad de
C.elegans. Se inocularon colonias de Escherichia coli BL21 en agar LB y se tomd un grupo
induciendo la expresion del péptido AR WT con IPTG (resa) y su control (azul); A30W con
IPTG (dorado) y su control (guindo); asi como E.coli OP50 IPTG como control negativo
(celeste) y su control (verde). La viabilidad de los nemétodos fue analizada mediante su
observacion al estereoscopio. Los datos representan el promedio de al menos 3 experimentos

independientes realizados por triplicado.
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7.4 El péptido A30W mejora la movilidad de C. Elegans

Una vez que se comprobd que el péptido A30W no afecta la viabilidad de C. elegans,
contrario al péptido WT donde se observd una disminucion en la viabilidad, decidimos
evaluar el efecto de ambos péptidos sobre la movilidad del nematodo, dado que deficiencias
en la movilidad estdn asociadas con un dafio neuromotor en C. elegans. Para este fin, se

realiz6 una curva de tiempo, dejandolos en tratamiento durante 24 horas inicialmente.

Se encontrd que el péptido A30W IPTG (gris oscuro) mejor6 significativamente (p<0.05) la
movilidad de los nematodos a comparacion de su control, alcanzando valores de 1.06 Hz
(movimientos por segundo). Ademas, no se encontrd diferencia significativa en los
nematodos tratados con A30W IPTG (gris oscuro) y los tratados con OP50 IPTG (gris
claro), indicando que el péptido A30W induce frecuencias de movilidad similares a los

nematodos alimentados con la dieta base (OP50) (Figura 13A).

Por el contrario, se observo que el péptido AR WT induce una disminucién significativa en
la movilidad de los nematodos, alcanzando solamente un valor de 0.4329 Hz (gris medio),
siendo menor a su control, donde se observo una frecuencia de 1.2460 Hz. A su vez, se
observé que los nematodos tratados con AR WT IPTG (gris medio) induce una disminucion

significativa en la movilidad a comparacion de los tratados con OP50 (gris claro) (Figura
13A)

Finalmente, no se observo diferencia significativa en los nematodos tratados con OP50 IPTG

a comparacion de su control (Figura 13A).

Por otro lado, a los 30 minutos se observo que el péptido A30W no indujo una diferencia
significativa en la movilidad de los nematodos a comparacion de su control. A su vez, no se
observ¢ diferencia significativa con los nematodos tratados con OP50 IPTG. Sin embargo,
se observo un incremento significativo en la movilidad a comparacion de los nematodos

tratados con WT IPTG (Figura 13B).

De manera similar, al dejarlos durante 1 hora en buffer, a pesar de que se observd una
diferencia significativa en los nematodos tratados con A30W IPTG a comparacién de su
control, no se observo una diferencia o mejora significativa a comparacion de los neméatodos

tratados con WT IPTG (Figura 13C). Este comportamiento se extendid hasta el tiempo de



2.5 horas, indicando que el péptido WT es capaz de inducir una disminucion en la movilidad

en los nematodos en todos los tiempos analizados con 24 horas de tratamiento, mientras que

el péptido A30W no induce un efecto 6ptimo sobre C. elegans con 24 horas de tratamiento

(Figura 13D-F).
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Figura 13. Efecto del péptido Ap WT y su mutante A30W sobre la movilidad de

C.elegans tratados por 24 horas. Se inocularon colonias de Escherichia coli BL21 en agar

LB y se tomé un grupo induciendo la expresion del péptido AR WT con IPTG y su control;

A30W con IPTG y su control; asi como E.coli OP50 IPTG y su control y se expusieron como

alimento a C. elegans durante 24 horas. La movilidad de los nematodos fue analizada

mediante el software Wrmtrck de Image J. Los datos representan el promedio de al menos 3

experimentos independientes realizados por triplicado +DE.



Por ello, y dado que se ha descrito que la agregacion amiloide incrementa conforme el tiempo
en un modelo in vivo de C. elegans (Gallrein 2021), decidimos analizar el efecto de los
tratamientos utilizados sobre la movilidad de C. elegans durante 5 dias de tratamiento en

etapa adulta.

Se observéd que el péptido A30W (gris oscuro) no indujo un cambio significativo en la
movilidad a comparacion de su control, mientras que si se observd una disminucion
significativa en la movilidad a comparacion del péptido WT (gris medio), alcanzando valores

solamente de hasta 0.2601 (Figura 14A).

A su vez, se observo que los nematodos tratados con Afp WT IPTG (gris medio) se produjo
una disminucion significativa en la movilidad a comparacion de los tratados con OP50 (gris

claro) (Figura 14A)

Finalmente, no se observo diferencia significativa en los nematodos tratados con OP50 IPTG
a comparacion de su control al dejarlos durante 3 min en buffer (Figura 14A). De manera

similar, este efecto se mantuvo al analizar los nematodos durante 30 min y 1 hora (Figura

14 B-C).

Por otro lado, al analizarlos durante 1.5 horas se observo que el péptido A30W IPTG (gris
oscuro) indujo un cambio significativo en la movilidad a comparacion del WT IPTG (gris
medio) y OP50 (gris claro) (Figura 14D). A las 2 horas de analisis el péptido WT IPTG
mantuvo una disminucion significativa en la movilidad, mientras que no se observd un
cambio significativo en la movilidad en ninguno de los otros grupos, a comparacion de sus
controles (Figura 14E). Finalmente, a las 2.5 horas de andlisis no se observé una diferencia
significativa en la movilidad en ninguno de los grupos analizados a comparacion de sus

controles (Figura 14F)
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Figura 14. Efecto del péptido Ap WT y su mutante A30W sobre la movilidad de
C.elegans tratados durante S dias. Se inocularon colonias de Escherichia coli BL21 en agar
LB y se tomd un grupo con una n de 30 nematodos induciendo la expresion del péptido AP
WT con IPTG y su control; A30W con IPTG y su control; asi como E.coli OP50 IPTG y su
control y se expusieron como alimento a C. elegans durante 5 dias. La movilidad de los
nematodos fue analizada mediante el software Wrmtrck de Image J. Los datos representan el

promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado +DE.

Finalmente, decidimos evaluar si el mutante A30W inducia un mejor efecto sobre la
movilidad de los nematodos, por lo que los tratamos desde estadios larvarios (huevos). Se
observoé que el péptido A30W indujo un cambio significativo en la movilidad a comparacion
de sus controles desde los 3 min de analisis, alcanzando valores superiores a 1 Hz; mientras
que si se observo una disminucion significativa en la movilidad en nematodos tratados con
el péptido WT, alcanzando valores menores a 0.5 Hz (Figura 15A). De manera similar, este

efecto se mantuvo al analizar los nematodos durante 30 min (Figura 15B); 1 hora (Figura
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15C) y 1.5 horas (Figura 15D). Finalmente, a las 2 y 2.5 horas no se observo un cambio
significativo en la movilidad en ninguno de los grupos tratados a comparacion de sus

controles (Figura 15E-F).
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Figura 15. Efecto del péptido Ap WT y su mutante A30W sobre la movilidad de
C.elegans tratados desde estadios larvarios. Se inocularon colonias de Escherichia coli
BL21 en agar LB y se tomd un grupo induciendo la expresion del péptido AR WT con IPTG
y su control; A30W con IPTG y su control; asi como E.coli OP50 IPTG y su control y se
expusieron como alimento a C. elegans desde estadios larvarios. La movilidad de los
nematodos fue analizada mediante el software Wrmtrck de Image J. Los datos representan el

promedio de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado £DE.



8. DISCUSION
Para evaluar el efecto del péptido AP y su mutante A30W sobre fenotipos asociados a la
toxicidad amiloide en un modelo in vivo de Alzheimer en C. elegans, se probd su
expresion en E. coli utilizando la cepa transgénica BL21 DE3, y posteriormente se expuso
a C. elegans a esta bacteria como alimento. Previas investigaciones han evaluado fenotipos
asociados a la toxicidad amiloide utilizando péptidos encapsulados en vesiculas (Estrada
Rodriguez et al. 2018). Sin embargo, dado su alto costo se probd su expresion en E.coli como

alternativa.

En este sentido, se observo que el péptido WT y su mutante A30W son capaces de expresarse
en E.coli en forma de cuerpos de inclusion. Investigaciones previas han analizado la
expresion del péptido AP en Escherichia coli mediante la electroforesis en gel de agarosa y
SDS-PAGE, donde se observo que la banda de los geles de agarosa migré conforme al peso
correspondiente al péptido AP y la banda en SDS-PAGE migro entre 4-5 kDa, indicando la
presencia de los agregados amiloides (Walsh et al. 2009).

A la fecha, no se ha evaluado la expresion del mutante A30W en E.coli. Sin embargo, dada
su naturaleza proveniente del péptido A, observamos su expresion en forma de cuerpos de
inclusion. Una vez que se evalud que el péptido WT y su mutante A30W eran capaces de
expresarse en E.coli, decidimos evaluar si eran capaces de migrar hacia intestino y/o hacia
otros 6rganos con la finalidad de explicar su comportamiento en el nematodo. Para ello, se
analiz6 la dispersion del péptido A tratdndose desde estadios larvarios (huevos); durante 24
horas; asi como durante 5 dias. Sin embargo, no pudimos observar una diferencia en la

intensidad de fluorescencia entre los nematodos tratados con respecto a su control.

Previamente se ha descrito que el péptido WT es capaz de migrar hacia intestino e interactuar
con neuronas colinérgicas utilizando péptidos sintéticos y analizdndolo mediante
microscopia confocal (Gallrein et al. 2021), por lo que concluimos que seria necesario
evaluar la dispersion amiloide utilizando otro tipo de microscopia, o una proteina
fluorescente distinta. A pesar de que no pudimos observar si el péptido WT era capaz de
migrar hacia intestino y/o hacia otros 6rganos, decidimos evaluar cual era su efecto, asi como
el de su mutante, A30W, sobre fenotipos asociados a la toxicidad amiloide como Ia

viabilidad.



Se observo que el péptido WT indujo una disminucién en la viabilidad comparado a sus
controles, alcanzando solamente un promedio de 15 dias, siendo que la vida media del
nematodo es de alrededor de 21 dias. Previas investigaciones evaluaron el efecto del péptido
AP sobre la cepa WT de C. Elegans (N2), observando que el péptido AP disminuye la tasa
de supervivencia, similar a lo observado en nuestro estudio (Gallrein et al. 2021). En este
sentido, otros estudios demostraron que la agregacion amiloide induce dafio a membrana
mediante la expresion de proteinas chaperonas como hsp-16 y hsp-70, ademas de inducir la
formacion de vesiculas endociticas o endosomas (Gallrein ef al. 2021; Hassan et al. 2015),
pudiendo ser un mecanismo del péptido WT para inducir una disminucioén en la viabilidad
de C. elegans. Sin embargo, seria necesario evaluar el nivel de expresion de HSP-16 y HSP-

70 en nematodos tratados por el péptido AP para determinar si esto ocurre.

Por otro lado, el péptido mutante A30W no indujo un cambio en la vida media de los
nematodos a comparacion de sus controles, sin embargo, si indujo un incremento en la vida
media a comparacion del péptido WT, alcanzando valores de hasta 27 dias. De manera
similar, estudios previos de nuestro grupo de investigacion demostraron que la mutacion
A30W no afecto significativamente la viabilidad de los nematodos, al tiempo que indujo una

extension en su vida media de hasta 3 dias (Quijano-Guerrero 2021).

En este sentido, investigaciones previas demostraron que la sustitucion de la Alanina 30
(A30) presente en las laminas B es encargada de la formacion y estabilizacion de fibrillas,
por lo que su sustitucion por triptofano ha demostrado desestabilizar su estructura (Estrada-
Rodriguez et al. 2018). A su vez, se demostré que la adicion de un residuo de triptofano
disminuye la produccion de ROS y la concentracion de Ca®" intracelular (Kai et al. 2007,
Hassan et al. 2016), pudiendo ser un mecanismo del mutante A30W para no inducir una
afectacion a la viabilidad de los nematodos, al tiempo que indujo una extension en la vida
media de hasta 3 dias. Sin embargo, seria necesario evaluar la produccién de ROS y la

concentracion de Ca?" intracelular para determinar si esto ocurre.

Una de las principales caracteristicas que se han asociado a un dafio neuromotor en C. elegans
han sido alteraciones en la movilidad, por lo que nos propusimos evaluar el efecto del péptido
WT y sumutante A30W sobre la movilidad de C. elegans en distintos tiempos de tratamiento,

observando que el péptido WT disminuye significativamente la movilidad de C. elegans



desde tiempos cortos de tratamiento (24 horas) indicando las propiedades toxicas del péptido
amiloide sobre C. elegans, mientras que su mutante A30W no indujo afectaciones en la
movilidad en ninguno de los tiempos analizados, al tiempo que indujo una mejora en la

movilidad de los nematodos tratandose desde estadios larvarios.

Investigaciones previas han descrito que la agregacion amiloide inicia desde las neuronas
colinérgicas en C. elegans, teniendo como subtipo las neuronas motoras, pudiendo ser un
causante en la disminucién de la movilidad observada. A su vez, estudios posteriores
demostraron que DAF-16 en conjunto con HSF-1 es capaz de regular la agregacion amiloide
mediante la inhibicion de la via de sefializacion del factor de crecimiento de insulina 1 (IIS-
I), 1a cual se ha destacado por ser una de las principales vias de toxicidad amiloide, por lo
que se evalud el rol DAF-16 y HSF-1 en un fenotipo de paralisis progresiva, observando que
ambos factores mejoran el fenotipo de paralisis (Gallrein ef al. 2021; Martin y Preedy 2015;
Cohen et al. 2016), sugiriendo la activacion de DAF-16 y HSF-1 como posible mecanismo

de toxicidad del péptido amiloide sobre C. elegans.

A la fecha, se desconoce el efecto del mutante A30W sobre ambos factores. Sin embargo,
dada la naturaleza del mutante A30W derivado del péptido WT, pudiera inducir la activacion
de DAF-16 y mejorar la movilidad de C. elegans de esta manera. Sin embargo, seria necesario
evaluar los niveles de expresion de ambos factores en nematodos tratados con WT y A30W

para determinar si esto ocurre.



9. CONCLUSIONES
De los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que el péptido AP y su mutante

A30W son capaces de expresarse en E.coli y observarse en forma de cuerpos de inclusion.

A pesar de que no pudimos observar si estos péptidos eran capaces de migrar hacia intestino
y/o hacia otros organos, el péptido WT indujo una disminucion en la vida media de los
nematodos, viviendo solamente hasta los 15 dias. Por otro lado, el mutante A30W no afectd
la vida media de los nematodos en comparacion con los controles, pero si indujo una

extension de la vida media de hasta 6 dias.

Finalmente, el péptido A30W indujo una mejora significativa en la movilidad de C. elegans
cuando los nematodos se trataron desde estadios larvarios, mientras que en tratamientos en
etapa adulta no indujo cambios significativos en la movilidad en la mayoria de los tiempos
analizados. Por el contrario, el péptido WT indujo una disminucion significativa en la

movilidad de C. elegans en todos los tiempos de tratamiento estudiados.

Los resultados obtenidos en esta investigacion proveen evidencia fidedigna de que la
expresion proteica del péptido WT y su mutante A30W en E. coli representan una estrategia
efectiva para evaluar el efecto de moléculas terapéuticas sobre fenotipos asociados a la

toxicidad amiloide en un modelo in vivo de Alzheimer como C. elegans.



10. PERSPECTIVAS
Andlisis de la dispersion y efecto de otros mutantes derivados del péptido WT como
K28A y M35C sobre C. elegans
Andlisis del efecto del péptido WT y los mutantes A30W, K28A y M35C fusionados a
la proteina fluorescente mRFP1 sobre C. elegans.
Andlisis de la dispersion del péptido WT y los mutantes A30W, K28A y M35C
fusionados a la proteina fluorescente mRFP1 en C. elegans mediante microscopia
confocal.
Analisis de memoria por quimiotaxis en nematodos tratados con el péptido WT y los
mutantes A30W, K28A y M35C.
Evaluacion de la produccion de ROS, Ca*? intracelular y la formacion de autofagosomas
en nematodos tratados con el péptido WT y los mutantes A30W, K28A y M35C.
Mecanismo de dispersion del péptido WT y los mutantes A30W, K82A y M35C sobre
C. elegans.
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