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Estudio de la capacidad antioxidante de las frataxinas y de su efecto protector sobre la a-sinucleina

RESUMEN

Las frataxinas son una familia de proteinas que se encuentran altamente conservadas entre los
eucariotas y algunos procariotas. De todas ellas, la frataxina de levadura (Yfh1) y la humana (Hfra) han
sido ampliamente estudiadas.

La frataxina es una proteina mitocondrial cuya funcién no se conoce con exactitud. Sin embargo,
es sabido que su deficiencia da lugar a la acumulacién de hierro y al incremento de los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS), causando un mal funcionamiento de las mitocondrias y del
metabolismo celular en general. De hecho, la baja expresién de Hfra estd relacionada con la ataxia de
Friedreich (FRDA), una enfermedad autosémica recesiva, progresiva y neurodegenerativa en la que el
estrés oxidativo juega un papel fundamental.

La sobreexpresion de Hfra en la célula incrementa su tolerancia al estrés oxidativo, al aumento de
las concentraciones de hierro y a la presencia de H,0,. Por este motivo, la Hfra ha surgido como
candidata a ser utilizada farmacolégicamente como terapia de enfermedades inducidas por las ROS.
Sin embargo, no se conoce cudl es el mecanismo mediante el cual la Hfra es capaz de regular la
concentracién de ROS en la célula.

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la muerte progresiva de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra del cerebro y por la consecuente disminucién en la produccién
de dopamina. Ademas, estudios post mortem de cerebros de pacientes que han padecido la EP revelan
la presencia de inclusiones neuronales conocidas como “cuerpos de Lewy” formadas principalmente
por agregados insolubles de la proteina a-sinucleina (a-Syn). Aunque la causa de la EP es desconocida,
se apunta a que la degeneracion neuronal y la formacidon de cuerpos de Lewy podrian estar
relacionadas con el estrés oxidativo en la sustancia negra del cerebro.

La Hfra unida a un péptido de tipo CPP (del inglés Cell-penetrating peptide) es capaz de cruzar la
barrera hematoencefdlica y de proteger las neuronas dopaminérgicas de las ROS, lo que sugiere que
la Hfra podria tener un papel fundamental en la proteccidn del estrés oxidativo y prevenir la oxidacién
de otras proteinas como la a-Syn, disminuyendo el riesgo de desarrollar la EP.

En este trabajo se ha estudiado la capacidad antioxidante de la Hfra y se ha comparado con la de
su homologo procedente de levadura (Yfh1). Asi, se ha podido comprobar que tanto la Hfra como la
Yfh1l son capaces de secuestrar radicales O,"", de retardar la formacién de H,0, y de inhibir la
formacion de radicales HO® procedentes de la degradacion oxidativa del acido ascérbico. Sin embargo,
a diferencia de lo observado con la Yfh1, la Hfra no es capaz de secuestrar radicales HO®, lo que sugiere
que la evolucién podria haber hecho que la Hfra sea menos susceptible que la Yfh1 a ser dafiada por
este tipo de radicales. Adicionalmente, y en base a la utilizacién reciente de la frataxina como terapia
contra la EP, también se ha estudiado si se produce algln tipo de interaccién entre la frataxina y la a-
Syn y se ha analizado si existe algun efecto protector o beneficioso mas alld de dicha interaccién. Los
resultados obtenidos han demostrado que, a pesar de no producirse ninguna interaccién entre las dos
proteinas, la Hfra inhibe el secuestro de radicales HO® por parte de la a-Syn, protegiéndola de los dafios
gue puede causar la neutralizacion de los mismos en su estructura; mientras que la Yfh1, debido a su
gran capacidad para inhibir la degradacion del acido ascérbico y la formacién de ROS, también protege
a la a-Syn de la oxidacion.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Frataxina: caracteristicas generales

Las frataxinas son una familia de pequefias proteinas, formadas por 100 — 220 aminoacidos, que
se encuentran altamente conservadas entre los eucariotas y algunos procariotas. De todas ellas, las
mas estudiadas han sido la frataxina de bacteria (CyaY), procedente de Escherichia coli, |a de levadura
(Yfh1), de Saccharomyces cerevisiae, y la humana (Hfra). Estas han sido escogidas como proteinas
representativas de organismos de complejidad filogenética creciente, tratando de encontrar alguna
similitud que permitiera relacionar su secuencia y estructura con su funcién bioldgica [Adinolfi, 2002].

La frataxina humana es una proteina mitocondrial codificada por el gen FXN del cromosoma 9.
Los niveles mas altos de proteina se encuentran en el corazén y en la médula espinal, aunque se
expresa en todos los tejidos del organismo. El estudio de la Hfra ha sido promovido por su relacion con
la ataxia de Friedreich (FRDA), una enfermedad autosdmica recesiva, progresiva y neurodegenerativa
gue afecta al sistema nervioso periférico, la médula espinal y el tejido muscular, incluido el musculo
cardiaco [Lupoli, 2017]. La FRDA esta causada por una expansion de tripletes GAA en el primer intrén
del gen FXN [Campuzano, 1996]. Esta mutacidn genera una disminucién de hasta un 30% en la
expresidn de la frataxina en las células neuronales y musculares, lo que da lugar a la degeneracion de
neuronas sensitivas y a cardiomiopatias [Campuzano, 1997]. Adicionalmente, la frataxina esta siendo
utilizada en investigaciones que van mas alld de su relacion con la FRDA, basdandose en su posible
accion como agente antioxidante [Kim, 2012].

1.1.1. Secuencia y localizacion en la célula

A partir del alineamiento secuencial de las frataxinas CyaY, Yfh1 y Hfra (Figura 1), algunos autores
han concluido que las proteinas presentan dos regiones diferenciadas. La primera region, que
comprende unos 70 — 90 residuos del extremo N-terminal, Unicamente se presenta en los eucariotas
y su grado de conservacién es bajo. La segunda regién, que comprende unos 100 — 120 residuos del
extremo C-terminal, estd bastante conservada entre las distintas especies, con un porcentaje de
similitud de un 45% en base a sus propiedades quimicas, lo que parece indicar que ésta es la regidn
funcional de la proteina [Pastore, 2013].

1 10 20 30 40 ---- 50 60
CYAY o -moneeeeeeeeeeme e eeeesaseemesaeasassoae
YFH1 - --MIKRSLASLV--------m-mmmmmm- RVSSVMGRRYMIAAAGGERARFCPAVT -NKKNHTVNTF - - -Q
HFRA MWTLGRRAVAGLLASPSPAQAQTLTRVPRPAELAPLCGRRGLRTDI - - - -DATCTPRRAS SNQRGLNQIWNVK
70 80 ---90 100 110 - 120 130
CYAY  momommm e MNDSEFHRLADQLWLTIEERLDDWD- - - - - GDSDIDCEINGGVLTITFE-

YFH1 K--R-FVESSTDGQV-VPQEVLNLPLEKYHEEADDYLDHLLDSLEELSEAHPDCIPD--VELSHGVMTLEI-P
HFRA KQSVYLMNLRKSGTLGHPGS---LDETTYERLAEETLDSLAEFFEDLAD-KPYTFEDYDVSFGSGVLTVKLGG

140 150 160 170 180 190 200 210

CYAY NGSKIIINRQEPLHQVWLATKQ-GGYHFDLKGDEWICDRSGETFWDLLEQAATQQAGETVSFR---------
YFH1 AFGTYVINKQPPNKQIWLASPLSGPNRFDLLNGEWVSLRNGTKLTDILTEEVEKAISKSQ------------
HFRA DLGTYVINKQTPNKQIWLSSPSSGPKRYDWTGKNWVYSHDGVSLHELLAAELTKALKTKLDLSSLAYSGKDA

Figura 1. Alineamiento de la secuencia de las frataxinas CyaY¥, Yfh1l y Hfra realizado con el programa Clustal
Omega (European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK). Los residuos coloreados en verde coinciden en las
tres secuencias y los coloreados en rojo o azul presentan propiedades mds o menos similares. Las secuencias de
la figura corresponden a los codigos P27838-CyaY, Q07540-Yfh1 y Q16595-Hfra de la base de datos Swiss-prot.

|71



Introduccién y antecedentes

En los eucariotas, la frataxina se codifica en el nucleo y se expresa en el citoplasma en forma de
precursor, con una pre-secuencia en el extremo N-terminal que actia como sefial de importacién a la
matriz mitocondrial, donde la proteina lleva a cabo su funcién [Gibson, 1996; Koutnikova, 1997].
Posteriormente, la frataxina sufre un proceso de maduracion en el que la peptidasa mitocondrial
escinde parte del extremo N-terminal. Estudios in vitro han demostrado que la frataxina humana

81-210 3 partir de la ruptura proteolitica de la forma intermedia Hfra**%19,

alcanza su forma madura Hfra
aunque se ha visto que la forma Hfra®®?!° también es estable [Cavadini, 2000; Condo, 2007]. Sin
embargo, la frataxina de levadura sufre una Unica ruptura proteolitica que da lugar a la forma madura
Yfh152174 [Branda, 1999]. Este hecho explicaria la baja conservaciéon de la region N-terminal en las

frataxinas eucariotas y la ausencia de ella en las procariotas que carecen de mitocondrias.

1.1.2. Propiedades estructurales

Estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) y de difraccidn de rayos X han demostrado que
las frataxinas CyaY, Yfh1 y Hfra comparten un plegamiento de tipo sandwich a-B (Figura 2) formado
por dos hélices-a terminales en un plano de la proteina, 5 hebras B antiparalelas en un segundo plano
y una sexta hebra B (séptima en el caso de la Yfh1) que une los dos planos [Musco, 2000; Nair, 2004;
He, 2004; Vilanova, 2014]. Ademas, se ha comprobado que el extremo N-terminal de la Yfhl se
encuentra parcialmente ordenado, adoptando una estructura de tipo hélice 310 entre los residuos GIn®?
y Leu®®; mientras que el de la Hfra esta desordenado [Prischi, 2009].

CyaY Yfhl

Figura 2. Estructura terciaria de las frataxinas de bacteria, de levadura y humana resueltas
mediante RMN. Los colores rojo, verde y amarillo hacen referencia a los elementos de estructura
secundaria de la proteina, mientras que en azul se indica el fragmento C-terminal sin estructura
definida. Las estructuras corresponden a los cédigos PDB: 1SOY (CyaY), 2GAS5 (Yfh1) y 1LY7 (Hfra).

La principal diferencia en la estructura de las tres frataxinas es la longitud del extremo C-terminal.
En la frataxina de levadura, este fragmento esta formado por tan solo 4 residuos, mientras que el de
la frataxina de bacteria y la humana presenta 7 y 16 residuos, respectivamente.

La resolucion estructural de las frataxinas también ha permitido estudiar las regiones mas
conservadas entre los distintos homdlogos, las cuales deberian ser importantes en su funcién vy
estabilidad. La primera regidn conservada se sitla en la interfaz de la hélice-a, y la hebra B1. Esta zona
esta formada por numerosos residuos cargados negativamente que dan lugar a una regidn acida que
representa un cuarto de la superficie total de la proteina. En la frataxina humana, por ejemplo, existen
10 residuos con carga negativa en la hélice-a; y 3 residuos adicionales en la hebra B;. Entre ellos, el
Glul®, Glul%®, Glu''t, Asp!?? y Asp'?? se encuentran altamente conservados. Adem3s, las frataxinas
presentan una segunda regidn conservada que se trata de una zona hidrofdébica situada en la [amina
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B. En esta regién, los residuos Val®!, Val***, Pro®°, Trp®>®, Pro'* y Pro'®3, correspondientes a la Hfra,
también se encuentran en las demas frataxinas (Figura 3).

CyaY Yfhl Hfra

-100 0 +100

Figura 3. Arriba: Estructura de las frataxinas de bacteria, de levadura y humana donde se
muestran los residuos con carga negativa (rojo) y los residuos hidrofébicos (azul) altamente
conservados. Abajo: Superficie de potencial electrostatico de las frataxinas CyaY, Yfh1 y Hfra.
La orientacidon de las proteinas es la misma que la mostrada en la parte de arriba. Las
estructuras corresponden a los cadigos PDB: 1SOY (CyaY), 2GAS5 (Yfh1) y 1LY7 (Hfra).

A pesar de compartir el mismo plegamiento, las frataxinas presentan una estabilidad térmica muy
diferente: la frataxina de levadura, con un punto de fusion (Tm) de 35,8 + 1,2°C, es mucho menos
estable que la de bacteria (Tm =50,1+£0,7°C) y la humana (Tm = 69,4 + 0,04°C) [Adinolfi, 2002]. Ademas,
la Yfh1 presenta la menor estabilidad térmica a baja temperatura en comparacién con el resto de
homdlogos, perdiendo también su estructura alrededor de los 5°C en condiciones fisiolégicas y en
ausencia de cualquier agente quimico desnaturalizante [Adrover, 2010]. Este fendmeno ha hecho que
la proteina haya sido utilizada como modelo para estudiar el proceso de desnaturalizacién fria, el cual
ocurre habitualmente por debajo del punto de congelacién del agua. Pastore y colaboradores, tras
disefiar una serie de frataxinas mutantes de diferente longitud en la regidén C-terminal, consiguieron
demostrar que cuanto mayor es la longitud de este extremo, mas protegidos estan los residuos
hidrofdbicos situados entre las dos hélices-a y mayor es la estabilidad térmica de las frataxinas
[Adinolfi, 2004].

1.1.3. Capacidad de union a cationes metalicos

Es sabido que muchas de las funciones bioldgicas de las frataxinas estan ligadas a su capacidad de
unién al hierro (Fe?*/Fe3*) y a otros cationes divalentes con una estequiometria y una afinidad
variables. Estudios de RMN junto con estudios de mutagénesis han demostrado que los residuos acidos
de la regién de la hélice-a; y la hebra B; constituyen la zona de unidn a los cationes metalicos [Cook,

9]
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2006; Bencze, 2007; Correia, 2010]. La unién de los cationes a la proteina es de tipo electrostatico, por
lo que los residuos cisteina e histidina no participan, hecho que si ocurre en la mayoria de proteinas
gue enlazan cationes metalicos de forma especifica [Adinolfi, 2002].

La unién de las frataxinas al catién Fe?* ocurre con una estequiometria 1:2 en las frataxinas de
bacteria y de levadura, y 1:7 en la humana. Sin embargo, a concentraciones elevadas del catidon
metalico, la Yfh1 es capaz de enlazar un mayor nimero de iones por monémero. Ademas, mediante
calorimetria de valoracién isoterma (ITC) se ha podido determinar que las constantes de disociacién
globales para CyaY y Yfh1 son similares (~4 y 3 uM) [Bou-Abdallah, 2004; Cook, 2006], mientras que la
de la Hfra es mucho mas elevada (55 uM) (Tabla 1) [Yoon, 2003].

Los estudios de ITC también han permitido estudiar la unién de la frataxina de bacteriay la humana
al cation Fe*. La Hfra presenta la misma estequiometria para el Fe3* que para el Fe?*, pero su afinidad
es mayor (Kggioba) ~10 UM) [Yoon, 2003]. La CyaY también es capaz de enlazar Fe?* con una
estequiometria 1:7, aunque existen sitios de unién de menor afinidad con los que la proteina llega a
enlazar hasta 25 iones Fe** por monédmero [Bou-Abdallah, 2004]. Asimismo, mediante experimentos
de atenuacidn de fluorescencia, se ha demostrado que la Yfh1l es capaz de enlazar Fe3* con una
estequiometria de 1:1 y una constante de disociacidon de ~30 uM [Han, 2017].

A su vez, se ha observado que la Yfh1 puede enlazar dos cationes Cu?* por unidad monomérica con
constantes de disociacion de 0,13 y 310 uM y un Unico catidn Cu* con una constante de disociacién de
0,032 pM. Ademas, la Yfh1 interacciona con el Mn?*, formando dos complejos con constantes de
disociacion de 0,04 y 0,4 uM [Han, 2017]. También se ha comprobado que la CyaY, ademas de
interaccionar con iones Fe?* y Fe®*, es capaz de enlazar otros cationes divalentes, como Cu?*y Co%, y
lantanidos trivalentes, aunque la estequiometria y las constantes de disociacidn no han sido descritas
[Nair, 2004].

Tabla 1. Estequiometria (n) y constantes de disociacion (Kq) determinadas por fluorescencia o
ITC para la interaccidn de las frataxinas con el hierro y el cobre.

Homoélogo Cation metalico n Ka (kM) Referencia
CyaY 1:2 3,80° [Bou-Abdallah, 2004]
Yfhl Fe* 1:2° 3,00/ 2,00 [Cook, 2006]
Hfra 1:7 55,0° [Yoon, 2003]
CyaY 1:.7° - [Bou-Abdallah, 2004]
Yfhl Fe3* 1:1 29,4 [Han, 2017]
Hfra 1:7 11,0° [Yoon, 2003]
Yfhl Cu* 1:1 0,032 [Han, 2017]
Yfhl Cu® 1:2 0,13 /310 [Han, 2017]

3 La estequiometria indicada en esta tabla solo incluye los sitios de unién de mayor afinidad,
aunque es sabido que la CyaY y la Yfh1 son capaces de enlazar un mayor nimero de cationes
Fe3* y Fe?, respectivamente. ® El valor de las constantes de disociacién indicadas hace
referencia al valor de una constante aparente que engloba todos los sitios de union del catién
metalico a la proteina.

| 10|
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1.1.4. Tendencia a oligomerizar

Otra diferencia en el comportamiento de los homdlogos de frataxina es su tendencia a formar
oligdmeros. En ausencia de cationes metdlicos, cualquiera de las tres frataxinas (CyaY, Yfh1 y Hfra) se
encuentra en forma monomérica soluble. Sin embargo, en condiciones aerdbicas y en presencia de
exceso de Fe?* (1:20), la frataxina de bacteria y la de levadura oligomerizan [Adamec, 2000; Gakh,
2002].

Estudios de mutagénesis han demostrado que los residuos conservados de la regién situada entre
la hélice-ai y la hebra 1 son esenciales en el proceso de oligomerizacion. Asi, la sustitucion de residuos
importantes para la uniéon del hierro por otros cargados positivamente inhibe la oligomerizacién de las
frataxinas, lo que indica que el proceso debe tener naturaleza electrostética, en la que los iones Fe?*
actian como puente de union entre los distintos mondmeros [Adinolfi, 2002]. Ademas, la
oligomerizacién promovida por el hierro en la CyaY y la Yfh1 se inhibe al incrementar la fuerza idnica
o anadiendo especies quelantes, lo que indica que la unién es muy débil y que en condiciones
fisioldgicas probablemente habrd un pequeno porcentaje de frataxina en forma oligomérica [Adinolfi,
2002; Cook, 2006].

En el caso de la frataxina humana, la oligomerizacion solo se ha observado en la forma Hfra®%21°,

Bajo las mismas condiciones, la forma madura Hfra%-210

mantiene su estado monomeérico o precipita,
pero no forma oligdmeros, lo que indica que los residuos adicionales del extremo N-terminal son
esenciales en el proceso de oligomerizacién [O’Neill, 2005; Ahlgren, 2017]. Ademas, la sustitucién de
residuos no conservados en la CyaY como Glu*®, Glu'®, Asp?? y Glu3? por los correspondientes en la Hfra
ha mostrado ser suficiente para inhibir la oligomerizacién, lo que explicaria el diferente

comportamiento de la Hfra respecto a los demas homalogos [Adinolfi, 2002].

1.2. Funcion de la frataxina

Existen evidencias experimentales que demuestran que la frataxina participa en la homeostasis
del hierro en la célula. A pesar de ello, su funcidén concreta sigue sin conocerse, ya que su deficiencia
genera fenotipos bastante complicados, lo que parece indicar que la frataxina lleva a cabo mas de una
funcion en la célula [Bencze, 2006].

Estudios recientes han demostrado que organismos con niveles bajos de frataxina presentan
alteraciones asociadas a la acumulacion de hierro en las mitocondrias y una reducida actividad de
enzimas que contienen clusters hierro-azufre (Fe-S) [Bencze, 2006; Lupoli, 2017]. Debido a ello, se ha
propuesto que la frataxina podria actuar como proteina de almacenamiento de hierro y como
chaperona de hierro en la biosintesis de clusters Fe-S [Adamec, 2000; Puccio, 2001; Ramazzotti, 2004].
Ademas, se ha comprobado que la deficiencia de frataxina da lugar a una disfuncidn en la respiracion
mitocondrial, por lo que la proteina podria tener un papel como chaperona de hierro en la biosintesis
de grupos hemo y en la fosforilacién oxidativa [Ristow, 2000; Yoon, 2004; Gonzalez-Cabo, 2005].

1.2.1. Frataxina como proteina de almacenamiento de hierro

La primera hipodtesis acerca de la funcién de la frataxina fue sugerida por Adamec y col. después
de comprobar que la Yfh1 era capaz de unirse al hierro y formar oligdmeros [Adamec, 2000]. El proceso
de oligomerizacion de la Yfh1 sigue la progresidn n; = n3 = n.4 (Figura 4), donde el paso del monémero
(n) al trimero (n3) es la etapa limitante. En este proceso, la oligomerizacion estd impulsada por dos
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reacciones de oxidacidén consecutivas. En primer lugar, la proteina forma trimeros que, por medio de
la accion de los residuos His”*, Asp”®, Asp’®, Asp®? y His®?, catalizan la oxidacidn del Fe?*, utilizando O, o
H,0, como oxidantes. Posteriormente, se produce la fusidn de los trimeros para formar multimeros de
orden superior, los cuales son capaces de enlazar mas de 50 iones de hierro por mondmero,
manteniéndolo soluble y estable en forma de Fe®* [Gakh, 2002]. Ademas, estudios estructurales de los
oligdmeros que forma la Yfh1 han demostrado un mecanismo de cierre y apertura a través de cambios
conformacionales, hecho que permitiria tanto la liberaciéon del hierro a otras proteinas, como la
entrada del mismo a los multimeros [Karlberg, 2006].

Figura 4. Proceso de formacién de oligédmeros de Yfhl donde aparecen representadas las estructuras del
monomero y de los oligdmeros formados por 3 y 24 unidades, las cuales fueron propuestas por Karlberg y col.
en base a los resultados obtenidos mediante difraccion de rayos X y microscopia electrénica [Karlberg, 2006].

Las similitudes en la formacién de oligdmeros de Yfhl con el comportamiento descrito para la
ferritina fue determinante a la hora de sugerir que la frataxina puede actuar como proteina de
almacenamiento de hierro. Sin embargo, el hecho de que ciertos cationes, como el magnesio o el
calcio, inhiban la oligomerizacién o que la Hfra solo oligomerice en su forma Hfra*¢21% ha hecho que la
funcién biolégica de la frataxina como almacenadora de hierro no esté clara, al menos en humanos
[Pandolfo, 2009].

1.2.2 Frataxina como proteina chaperona de hierro

Otra posible funciéon de la frataxina es su capacidad para actuar como chaperona de hierro en dos
procesos fundamentales para el organismo: la biosintesis de clusters Fe-S y la biosintesis de grupos
hemo.

La participacion de la frataxina en la formacion de clusters Fe-S fue sugerida tras observar una
disminucién de la actividad de las enzimas que dependen de estos clisters en organismos con
deficiencia de frataxina [Foury, 1999; Puccio, 2001]. Las enzimas Fe-S participan en numerosos
procesos celulares como por ejemplo el transporte de electrones en la cadena respiratoria. En
eucariotas, los clisters Fe-S se construyen en las mitocondrias a través de una maquinaria proteica
muy conservada. La frataxina estd relacionada con las etapas iniciales de la biosintesis de estos
clusters, ya que se cree que libera hierro a Isulp, una proteina clave en el ensamblaje de los clisters
Fe-S. De hecho, evidencias experimentales han demostrado la interacciéon entre Yfhl e Isulp
[Ramazzotti, 2004]. De igual manera, se ha comprobado que Yfhl interacciona con la aconitasa
mitocondrial, una enzima que participa en el ciclo de Krebs, lo que sugiere que la frataxina también
podria actuar como chaperona facilitando la transferencia de Fe?* al cluster [3Fe-4S]* de la aconitasa
dafiada, lo que implicaria la reactivacion de esta enzima [Bulteau, 2004].

De forma alternativa, Pastore y col., en base a un estudio con CyaY de E. coli, propusieron que la
frataxina actia como sensor de la concentracién de hierro en las mitocondrias, regulando la velocidad
de sintesis de los clusters Fe-S [Adinolfi, 2009].
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Por otro lado, se ha propuesto que la frataxina puede actuar como chaperona de hierro en la
biosintesis de grupos hemo, ya que la ausencia de la proteina da lugar a deficiencias en algunos
citocromos. En este proceso, la frataxina catalizaria la insercidon de Fe2* en el anillo porfirinico, dando
lugar a un grupo hemo funcional. Esta etapa también involucra la ferroquelatasa, una proteina
asociada a la membrana interna de las mitocondrias que interacciona tanto con la Yfhl como con la
Hfra [Lesuisse, 2003; Yoon, 2004].

1.2.3 Papel de la frataxina en la fosforilacion oxidativa

Ademas de las hipodtesis anteriores, se ha sugerido que la frataxina también es capaz de actuar
como activador de la fosforilacién oxidativa.

Estd demostrado que la sobreexpresion de Hfra en adipocitos humanos incrementa el transporte
de electrones, el potencial de membranay la produccion de ATP [Ristow, 2000], lo que podria explicar
el hecho de que pacientes con FRDA presenten una menor produccion de ATP en los musculos
esqueléticos [Lodi, 1999] y que levaduras con bajos niveles de Yfhl presenten defectos en la
respiracion [Rotig, 1997].

Adicionalmente, la interaccidén de la frataxina con la succinato deshidrogenasa sugiere que la
proteina podria estar relacionada con la entrada de electrones en la cadena de transporte electrénico
de las mitocondrias [Gonzalez-Cabo, 2005].

1.3. Efecto de la frataxina sobre el estrés oxidativo

1.3.1. Estrés oxidativo: origen y descripcion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

En condiciones normales y como consecuencia del metabolismo aerébico de las células, se generan
especies quimicas altamente reactivas. Los mas conocidos son los radicales libres, que son moléculas
o fragmentos de moléculas que contienen uno o mads electrones desapareados, aunque también
existen otras especies reactivas no radicalarias [Birben, 2012]. Estas especies, a bajas concentraciones,
tienen funciones bioldgicas importantes, como la sefalizacion celular o la defensa inmunitaria. Sin
embargo, cuando se encuentran en exceso pueden causar grandes dafios a la célula debido a sus
reacciones directas sobre proteinas, lipidos y acidos nucleicos, hecho que puede acabar derivando en
patologias como la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, la diabetes o el envejecimiento [Valko,
2007].

Junto con las especies reactivas, los organismos aerdbicos han desarrollado sistemas antioxidantes
qgue equilibran la produccidn y destruccion de las moléculas oxidantes. Cuando el balance entre las
especies reactivas y los antioxidantes se desequilibra a favor de los primeros, se produce el fendmeno
conocido como estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan a partir del oxigeno molecular y representan la
clase mas abundante en los sistemas bioldgicos. Entre las ROS se pueden encontrar formas radicalarias
y no radicalarias, entre las que destacan el radical anion superodxido (02"), el radical hidroxilo (HO®) y
el perdxido de hidréogeno (H20,).

El O," se genera tras la adicidon de un electrén al oxigeno molecular y es considerado una ROS
primaria, a partir de la cual se generan otras ROS, ya sea por interaccién directa con otras moléculas o
mediante procesos catalizados por metales o enzimas. La produccién de O, tiene lugar, de forma
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mayoritaria, en la cadena de transporte electrénico de las mitocondrias. Ademas, la accion de los
sistemas enzimaticos NADPH y xantina oxidasa también produce esta especie reactiva.

En condiciones fisioldgicas, el O,"” se convierte rapidamente en perdxido de hidrégeno por la
accion de las superdxido dismutasas (SODs), que catalizan la dismutaciéon del O,* (Ecuacion 1)
[McCord, 2001]. Adicionalmente, el O,°~ puede reaccionar con el H,0, generando el radical hidroxilo a
través de la reaccion de Haber-Weiss (Ecuacidn 2).

2 02_ + 2H+ d H202 + 02 (1)
05~ + Hy0y = 0, + HO* + HO~ )

Por otro lado, en presencia de metales de transicion reducidos, como el cobre o el hierro, el radical
hidroxilo puede generarse a partir del H,0, a través de la reaccién de Fenton (Ecuacidn 3) [Birben,
2012].

Fe?* + H,0, » Fe3* + HO" + HO™ (3)

1.3.2. Frataxina como agente antioxidante

A dia de hoy, la relacién entre el estrés oxidativo y la funcidon de la frataxina es un tanto
controvertida. In vivo, niveles bajos de frataxina dan lugar a un incremento del estrés oxidativo, siendo
éste uno de los factores que causa el dafio celular de los pacientes que sufren FRDA [Lupoli, 2017].
Adicionalmente, estudios llevados a cabo en humanos y en levaduras han demostrado que la
sobreexpresion de frataxina incrementa la tolerancia de las células a las condiciones de estrés
oxidativo, al aumento de las concentraciones de hierro o a la presencia de H,0; [Runko, 2008]. Sin
embargo, no se conoce con exactitud cudl es el mecanismo por el que la frataxina es capaz de regular
la concentracién de ROS en la célula.

En bacterias y en levaduras, el proceso de oligomerizacién podria explicar cdmo la frataxina es
capaz de mantener el balance oxidativo. De acuerdo al mecanismo propuesto por Adamec y col., la
presencia de Fe?* y oxigeno induciria la oligomerizacién, reduciendo la concentracion de Fe?* libre en
las mitocondrias y, a su vez, la formacion de ROS a través de la reaccién de Fenton [Adamec, 2000]. De
hecho, estudios in vitro han demostrado que la presencia de Yfh1 o CyaY inhibe la produccién de HO®
[Park, 2002; Ding, 2007]. Mientras que en humanos, si los oligédmeros observados con la forma Hfra>®
210 de |a frataxina existieran in vivo, también podrian ser los responsables de proteger la célula frente
al dafio oxidativo [O’Neill, 2005]. De igual manera, la utilizacién del Fe** para la biosintesis de los
clusters Fe-Sy de los grupos hemo, mediante la accion de la frataxina, disminuiria la concentracién del
cation metalico libre en la matriz mitocondrial (Figura 5) [Pandolfo, 2009].

Adicionalmente, los estudios que demuestran que la frataxina interacciona con la aconitasa
mitocondrial refuerzan la idea de que la proteina pueda actuar como agente antioxidante, aunque sea
de forma indirecta. La actividad reducida de la aconitasa hace que se incremente la transcripcion del
mecanismo que introduce hierro en la mitocondria con el objetivo de reparar los clisters [3Fe-4S]* de
la enzima dafiados por oxidacion [Chen, 2004]. La liberacién de Fe?* desde la frataxina a la aconitasa
para reparar sus clisters Fe-S reduciria la entrada de hierro en la mitocondria, disminuyendo la
probabilidad de que el metal pueda acumularse e inhibiendo la formacién de ROS [Bencze, 2006].
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Biosintesis de clusters Fe-S y grupos hemo
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Figura 5. Esquema de las funciones propuestas para la frataxina, en el que se describe el proceso de
formacién de los clusters Fe-S y de los grupos hemo, asi como el proceso involucrado en la oligomerizacion
de la proteina. Ademas, se puede ver como la disminucién en la concentracién de Fe?*, utilizado por la
frataxina en los procesos descritos anteriormente, daria como resultado una menor produccion del radical
HO°®, lo que reduciria la probabilidad de que la célula sufriera estrés oxidativo. Adaptacion de [Lane, 2010].

1.4. Enfermedad de Parkinson y su relacion con la a-sinucleina y la frataxina

1.4.1. Aspectos generales de la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es uno de los desdrdenes neurodegenerativos de mayor
incidencia en la sociedad, con una prevalencia de un 2% en las personas mayores de 65 afios
[Cacabelos, 2017].

La EP se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra
del cerebro y por la consecuente disminucidn en la produccién de dopamina, un neurotransmisor que
actua en el cerebro y en las células nerviosas [Wirdefeldt, 2011]. En la sustancia negra del cerebro se
originan las sefiales del movimiento voluntario que son dirigidas hacia el area motora de la corteza
cerebral mediante procesos sindpticos accionados por la dopamina. En la EP, la disminucion de la
concentracién de dopamina hace que estas sefiales queden inhibidas, alterando el control de los
movimientos voluntarios sobre los musculos [Hamani, 2003]. Debido a ello, los pacientes con EP suelen
presentar temblores, bradicinesia, acinesia, rigidez muscular e inestabilidad postural [Dawson, 2003].

Adicionalmente, estudios post mortem de cerebros de pacientes que han padecido la EP revelan
la presencia de inclusiones neuronales conocidas como “cuerpos de Lewy” formadas principalmente
por agregados insolubles de la proteina a-sinucleina (a-Syn) [Baba, 1998]. Estas inclusiones alteran la
funcién normal del cerebro, interfiriendo en los procesos de trafico de las neuronas, alterando
membranas y secuestrando proteinas [Valko, 2007; Shults, 2006].
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Aungue la causa de la EP es desconocida, se apunta a que la degeneracion neuronal y la formacion
de cuerpos de Lewy podrian estar relacionadas con el estrés oxidativo en la sustancia negra del
cerebro. Esta hipdtesis deriva de datos bioquimicos e histopatoldgicos obtenidos de tejidos de
pacientes con EP y se apoya en estudios in vitro y de experimentacion animal, donde se ha observado
un aumento en la formacién de radicales libres y una alteracion en los mecanismos de defensa
antioxidante [Larumbe, 2009].

1.4.2. La a-sinucleina y su tendencia a formar agregados
1.4.2.1. Propiedades y funcion

La a-Syn es una proteina de 140 aminodcidos codificada por el gen humano SNCA del cromosoma
4 [Chen, 1995]. Esta proteina se localiza en las terminaciones nerviosas presinapticas y en el ntcleo de
las neuronas y se puede encontrar en forma soluble o asociada a membranas [Maroteaux, 1988].

La secuencia primaria de la a-Syn (Figura 6) se puede dividir en tres dominios. El primer dominio,
situado entre los residuos 1-60 del extremo N-terminal, contiene varias repeticiones del motivo
KTKEGV, responsable de la unién a membranas lipidicas [Perrin, 2000]. El segundo dominio, formado
por los residuos 61-95, es el responsable de la agregacién y de la formacion de las fibras presentes en
los cuerpos de Lewy [Giasson, 2001]. El tercer dominio, localizado entre los residuos 96-140, contiene
multitud de residuos cargados negativamente y es responsable de la interaccién con otras proteinas
[Fernandez, 2004], de la unién a cationes metalicos [Sung, 2006; Brown, 2007] y de la modulacion de
la interaccidn con las membranas lipidicas [Bodner, 2009]. A su vez, se ha comprobado que la a-Syn
sin la regién C-terminal agrega mds rapido que la proteina de secuencia completa, por lo que este
dominio también podria modular la agregacion [Crowther, 1998; Murray, 2003].

1 10 20 30 40 50 60 70
aSYN MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAV
80 90 100 110 120 130 140

aSYN VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

Figura 6. Secuencia primaria de la a-sinucleina que coincide con el cédigo P37840 de la base de datos Swiss-prot.

Mayoritariamente, la a-Syn es una proteina monomérica e intrinsecamente desordenada, que
carece de estructura secundaria. Sin embargo, cuando la proteina interacciona con membranas
lipidicas, la region N-terminal adquiere forma de hélice-a [Burré, 2015].

La funcidon concreta de la a-Syn no se conoce con exactitud. Su localizacidn en las terminaciones
nerviosas presinapticas y su posible interaccidén con estructuras vesiculares sugiere que la proteina
podria estar relacionada con la neurotransmision y la liberacion de dopamina [Abeliovich, 2000]. Por
ejemplo, la a-Syn modula la organizacién de los componentes lipidicos de las membranas, dando lugar
a la formacién de estructuras vesiculares pequenas que podrian participar en la sinapsis [Madine,
2006]. Ademas, la a-Syn puede regular la actividad de enzimas, como la tirosina hidroxilasa, que actua
como agente limitante de la velocidad en la sintesis de dopamina, lo que refuerza la idea de que la a-
Syn esta involucrada en la regulacién de la neurotransmision sindptica [Pérez, 2002]. Otros estudios
también han demostrado que la a-Syn inhibe la oxidacion de lipidos al unirse a las membranas, lo que
se ha atribuido a su propia autooxidacion mediante la formacién de sulféxido de metionina [Zhu,
2006]. La presencia de a-Syn enddgena es también importante para mantener el balance entre la
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oxidacion de dopamina (una fuente importante de ROS) y la respuesta de enzimas antioxidantes
[Béraud, 2013]. De hecho, las neuronas en las que no se expresa la proteina presentan un incremento
en la produccién de ROS y son mas susceptibles al dafio oxidativo [Musgrove, 2013].

Estudios in vitro también han demostrado que la formacién del complejo a-Syn/Cu?* inhibe la
formacién de ROS debido a la disminucidn de la concentracidn del cation metalico libre en disolucién.
A su vez, se ha comprobado que la a-Syn monomérica presenta una alta eficacia in vitro secuestrando
radicales HO®, lo que indicaria una elevada susceptibilidad de la proteina a modificar su funcién y su
estructura en presencia de ROS [Pedersen, 2016].

1.4.2.2 Capacidad de unidn a cationes metalicos

La a-Syn puede formar complejos con cationes de elementos como Al, Ca, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn o Zn
[Breydo, 2012]. Sin embargo, el papel de la a-Syn como agente quelante no esta todavia claro. A pesar
de ello, se sabe que su unién a cationes metalicos induce cambios conformacionales y promueve su
agregacion [Paik, 1999], por lo que estos cationes constituyen un factor de riesgo en la EP, al estimular
la formacion de cuerpos de Lewy. Ademads, dado que el estrés oxidativo podria estar involucrado en la
EP, el efecto de iones metdlicos con actividad redox sobre la a-Syn (como el cobre o el hierro) ha sido
uno de los aspectos mas estudiados [Wirdefeldt, 2011].

Experimentos de ITC y de RMN han demostrado que la a-Syn presenta tres sitios independientes
de unién al Cu?* (Tabla 2). El de mayor afinidad (K4 < 1 uM) se encuentra entre los residuos Val*>-Ser® y
es seguido por los sitios de unidn situados entre los residuos Val*-Val>? (K4 = 50 uM) y Asp*°-Alal?* (K4
= 1 mM) [Binolfi, 2008; Binolfi, 2010; Ranjan 2017]. Adicionalmente, se ha comprobado que la a-Syn
enlaza Fe?*y Fe3* con una estequiometria 1:1, aunque los sitios de unién no se han descrito [Peng, 2010].

Tabla 2. Estequiometria (n = a-Syn:ion) y constantes de disociacidn (K4) determinadas
por ITC para la interaccién de la a-Syn con el hierroy el cobre.

Cation metalico n Ka (LM) Referencia
Fe?* 1:1 170 [Peng, 2010]
Fe3* 1:1 <0,01 [Peng, 2010]
0,20 (K1)
Cu? 1:3 50,0 (Kg2) [Binolfi, 2008]
1000 (Kg3)

1.4.2.3 Agregacion de la a-sinucleina y su implicacion patoldgica

Las neuronas de pacientes con EP presentan diferentes tipos de agregados como cuerpos de Lewy,
neuritas de Lewy y depdsitos esféricos en los axones [Giasson, 2001]. La a-Syn es el componente
mayoritario de los cuerpos de Lewy [Spillantini, 1997], tanto en forma de fibras amiloideas como de
oligédmeros [Hashimoto, 1998; Wang, 2016].

El mecanismo de formacién de los agregados de a-Syn se inicia a partir del mondémero, el cual
puede sufrir cambios conformacionales que dan lugar a especies intermedias parcialmente plegadas
[Uversky, 2001]. Estas especies actian como moldes para el ensamblaje de otros mondmeros,
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formando oligdmeros solubles. Posteriormente, dichos oligémeros sufren un crecimiento que tiene
como resultado la formacion de fibras amiloideas (Figura 7) [Wood, 1999; Poirier, 2002].
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Figura 7. Esquema del proceso de formacion de agregados que sufre la a-Syn. Adaptacién de [Cox, 2014].

Estudios de difraccién de rayos X de fibras de a-Syn muestran un patrén estructural caracteristico
gue consiste en la formacion de laminas B colocadas de forma perpendicular al eje longitudinal de la
fibra [Serpell, 2000]. Estas laminas B estdn formadas principalmente por 12 aminoacidos
(""VTGVTAVAQKTV®?) del segundo dominio de la secuencia de la a-Syn [Giasson, 2001].

Las mutaciones Ala*°Pro y Glu*®Lys aceleran la formacidon de oligdmeros y fibras [Ono, 2011],
induciendo el desarrollo de la EP. Ademas, otros factores enddgenos y exdgenos como metales,
pesticidas, modificaciones post-traduccionales e interacciones proteina-proteina, pueden facilitar la
formacion de agregados [Deleersnijder, 2013]. Asimismo, estudios in vitro han demostrado que las
condiciones asociadas al estrés oxidativo promueven la agregacién de la a-Syn [Hashimoto, 1999]
debido a la alta capacidad de la proteina captando radicales HO"® [Pedersen, 2016].

1.4.3. Papel de la frataxina como agente antioxidante en la enfermedad de Parkinson

Debido a la disminucién de los niveles de dopamina que sufren los pacientes con EP, el tratamiento
mas eficaz contra los sintomas de la EP se ha basado en administrar farmacos que suplan la deficiencia
del neurotransmisor, ya sea en forma de agonistas o en forma de precursor, como es la “levodopa”
[Rascol, 2002].

Con la progresiéon de la enfermedad y el uso prolongado de farmacos, los pacientes responden
menos a los medicamentos y comienzan a desarrollar fluctuaciones en sus respuestas. Ademas, con el
uso crénico de los mismos, surgen una serie de efectos adversos que conducen a alteraciones
cognitivas, psiquiatricas y gastrointestinales que limitan de forma considerable el tratamiento
sintomatico de la EP [Hamani, 2003].

De acuerdo a la aceptacion general de que el estrés oxidativo puede ser una de las causas mas
relevantes de la EP, se ha propuesto que el uso de antioxidantes puede ser una nueva estrategia para
paliar la enfermedad [Valko, 2007]. El principal problema es que los farmacos deben atravesar la
barrera hematoencefalica para llegar a la zona afectada [Kim, 2012].

La frataxina estd asociada con la homeostasis del hierro y la biosintesis de clUsters Fe-S en la célula
y se ha visto que su sobreexpresion conduce a una mayor tolerancia a las condiciones de estrés
oxidativo, prolongando la vida de las células [Runko, 2008]. Debido a ello, se ha propuesto como
candidata a ser utilizada como terapia de las enfermedades relacionadas con las ROS, incluida la EP.
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Algunos estudios han demostrado que la frataxina unida a un péptido de tipo CPP (del inglés Cell-
penetrating peptide) es capaz de cruzar la barrera hematoencefdlica y de proteger las neuronas
dopaminérgicas del estrés oxidativo [Britti, 2018; Kim, 2012]. Ademas, estudios en los que se trabajd
con células transfectadas con la frataxina madura, sin la secuencia de importacién a la matriz
mitocondrial, han demostrado que no es necesario que la frataxina se encuentre en las mitocondrias
para mantener el balance oxidativo de la célula, sino que también ocurre cuando la proteina
permanece en el citoplasma [Condo, 2006]. Por tanto, esto sugiere que la frataxina puede tener un
papel fundamental en la proteccién del estrés oxidativo y prevenir la oxidacidn de otras proteinas
como la a-Syn, disminuyendo el riesgo de desarrollar EP.
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2. OBJETIVO

Dado que la sobreexpresion de frataxina da lugar a una mayor tolerancia a las condiciones de
estrés oxidativo y teniendo en cuenta que el mecanismo mediante el cual la proteina actia como
antioxidante no esta establecido, en este trabajo de fin de master se pretende estudiar la capacidad
antioxidante de la frataxina humana y compararla con la de su homélogo procedente de levadura.
Adicionalmente, y en base a la utilizacidn reciente de la frataxina como terapia contra la EP, en este
trabajo también se estudiara si se produce algun tipo de interaccidon entre la frataxina y la a-sinucleina
y se analizara si existe algun efecto protector o beneficioso mas alla de dicha interaccion.

Para conseguir el objetivo global propuesto, se plantean los siguientes objetivos parciales:

- Producir, purificar y caracterizar la a-Syn.

- Determinar la capacidad de la Hfra, la Yfh1l y la a-Syn para inhibir la formacién de las
especies reactivas de oxigeno HO®, O,y H,0,.

- Determinar la capacidad de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn para secuestrar HO® y O,"".

- Determinar si la capacidad de secuestro e inhibicion de la formacién de ROS se ve alterada
por la presencia conjunta de frataxina y a-Syn en el medio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de las empresas comerciales
Sigma-Aldrich, Scharlau, ACROS Organics y ThermoFisher. La a-Syn fue producida siguiendo la
metodologia descrita en esta memoria y las frataxinas (Hfra y Yfh1) se encontraban a disposicién del
grupo de investigacion en Reactividad Molecular y disefio de farmacos (ReacMol) de la Univesitat de
les llles Balears, donde he desarrollado mi trabajo de fin de master.

3.1.2. Disoluciones tampén

Las disoluciones tampdn (DT) utilizadas en este trabajo se indican a continuacion:

- DT2: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, pH 8,0.
- DT2:Tris-HCI 10 mM, pH 7,4.

- DT3: Tris-HCI 10 mM, NaCl 600 mM, pH 7,4.

- DT4: Tampodn fosfato (Na;HPO4 / NaH,PO4) 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4.

- DT5: Tampodn fosfato (Na;HPO4 / NaH,PO4) 10 mM, pH 7,4.

Estas disoluciones se prepararon con agua milli-Q, obtenida mediante el sistema de purificacidn
Milli-Q® de Millipore Corporation, y se utilizé acido clorhidrico o hidréxido sddico para ajustar el pH,
el cual fue medido con un pH-metro digital Crison modelo Basic 20" equipado con un electrodo de
vidrio Crison modelo 5029. Las disoluciones obtenidas se filtraron mediante un filtro de membrana de
nailon con un didametro de poro de 45 um y se mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion.

3.2. Métodos experimentales

3.2.1. Produccidn, purificacidn y caracterizacion de la a-sinucleina

Para la produccién de la a-Syn se utilizé una cepa de bacterias E. coli modificada genéticamente
con un plasmido que incluia la secuencia de nucleétidos que codifican para la a-Syn humana y otra
para una B-lactamasa que aporta a las células resistencia a la ampicilina. El cultivo celular se realizé en
20 mL del medio de cultivo Luria Bertani (LB) (25 g/L) previamente esterilizado, en el que se afiadié
una alicuota de unos 2-5 plL de una suspension celular de la cepa bacteriana y 400 pL de una disolucion
de ampicilina (5 mg/mL). Esta mezcla se incubd durante 12h a 37°C y 180 rpm. La suspensidn celular
resultante se adicioné a 1L de medio LB que contenia ampicilina 100 pg/mL Yy se incubé a 37°Cy 180
rpm hasta que la mezcla alcanzé una densidad dptica a 600 nm superior a 0,6. A continuacidn, se
adiciond 1 mL de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 M con el fin de inducir la expresion de
la proteina y se incubd durante 4h a 37°C y 180 rpm. Una vez transcurrido el tiempo indicado, las
células se separaron del medio de cultivo mediante centrifugacion (15 min, 4°C, 4000 rpm) y el pellet
resultante se resuspendid en DT1 mediante agitacion durante 1h en un bafio de hielo. Posteriormente,
se llevd a cabo la lisis celular sonicando la suspension anterior durante 2 min. La mezcla resultante se
centrifugd 20 min a 4°Cy 10 Kxg con el fin de descartar el precipitado (P1) y recuperar el sobrenadante
(S1). Seguidamente, se afiadié sulfato de estreptomicina a S1 hasta alcanzar una concentracion del 1%
(m/v) y se agité durante 15 min en un bafio de hielo con el fin de precipitar los dcidos nucleicos (P2).
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La mezcla obtenida se centrifugd durante 30 min a 4°Cy 13,5 Kxg y se recuperd el sobrenadante (S2),
al que se afadié sulfato de amonio hasta una concentracion de 0,295 g/mL y se agité durante 1h en
un bafio de hielo para precipitar la a-Syn producida (P3). A continuacién, se centrifugd la mezcla
durante 30 min a 4°Cy 13,5 Kxg y se descarté el sobrenadante (S3). Por ultimo, la a-Syn obtenida se
disolvié en un volumen de DT2 igual a 1/20 veces el volumen inicial de medio LBy la disolucién se filtrd
a través de un filtro de membrana de nailon con un didametro de poro de 45 um.

La a-Syn producida se purificé utilizando un equipo cromatografico GE AKTA Start equipado con
una columna de intercambio aniénico GE Healthcare RESOURCE™ Q de 6 mL y un colector de
fracciones. Para llevar a cabo la elucién se aplicé un gradiente de NaCl de 0 a 600 mM utilizando dos
disoluciones tampdn diferentes (DT2 y DT3) con un flujo de 4 mL/min. El método de deteccidn utilizado
fue la espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 280 nm.

Las fracciones de a-Syn obtenidas durante la purificacidon se juntaron y la muestra se concentro,
utilizando tubos equipados con una membrana de 5000 Da como peso molecular de corte y
centrifugando repetidas veces a 4°C y 4 Kxg. Posteriormente, la disolucidn obtenida se dializdé en DT4
y se determind la concentracién de a-Syn midiendo la absorbancia a 280 nm, sabiendo que el
coeficiente de absorcién molar de la proteina a esa longitud de onda es 5960 Mcm™, de acuerdo al
valor determinado a partir de su secuencia primaria mediante la plataforma on-line EXPASy-ProtParam
[Gasteiger, 2005].

El grado de pureza de la a-Syn se comprobé usando SDS-PAGE y MALDI-TOF/TOF, mientras que la
masa exacta se determind usando un espectrémetro de masas Q-Exactive Orbitrap de alta resolucion
equipado con una sonda de ionizacidn por electroespray de alta temperatura (HESI) (Thermo Fisher).
Para la electroforesis SDS-PAGE se utilizaron geles BIORAD Mini-PROTEAN® TGX™. En cada uno de los
pocillos se afiadieron 15 L de las alicuotas recogidas en el proceso de produccién y purificacion de la
a-Syn, las cuales se trataron previamente con Laemmi/DTT. La electroforesis se llevé a cabo a 200V
durante 30 min y los geles se tifieron con azul de Coomasie.

3.2.2. Estudio de la degradacion del acido ascérbico

Las cinéticas de degradacién del 4cido ascdrbico (AA), un antioxidante que se encuentra a elevadas
concentraciones en las neuronas (~10 mM) [Covarrubias-Pinto, 2015], se estudiaron en ausenciay en
presencia de cationes metdlicos mediante espectroscopia UV-Vis, ya que el AA absorbe en la region
UV, mostrando su maximo de absorcién a 265 nm. Para ello, se utilizé un espectrofotdmetro Shimadzu
UV-2401PC de doble haz equipado con un termostato que mantuvo la temperatura a 25°C y cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso dptico.

3.2.2.1. En ausencia de cationes metalicos

La cinética de degradacion del AA en ausencia de cationes metdlicos se estudié mediante un
conjunto de experimentos en los que se registrd la variacion de la absorbancia a 265 nm durante 90
minutos. Los experimentos se realizaron utilizando disoluciones tampdn que presentaban diferente
concentracion de fosfato total (Na;HPO4 / NaH,PO,) (5, 10, 20 y 50 mM) y de NaCl (0, 50, 100, 150 y
200 mM). Ademas, se realizd un experimento en el que se siguid la degradacién del AA en DT4 en
presencia de EDTA (5 uM). En los experimentos se utilizd una concentracion inicial de AA de 70 uM.
Todos ellos se realizaron por triplicado.
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Para llevar a cabo el estudio, se prepard a diario una disolucién madre de AA 4 mM en agua milli-
Q que se conservé a 4°C en un recipiente dmbar para evitar su degradacion mediante reacciones
fotoinducidas [Tikekar, 2011]. Ademas, se prepard una disolucién de EDTA-Na; (CioH14N2Na20s5:2H,0)
100 uM en DT4.

3.2.2.2. En presencia de Cu?* y Fe3*

El AA en condiciones aerdbicas y en presencia de cationes metdlicos se degrada desencadenando
una cascada de reacciones (Esquema 1) en las que se generan las ROS: 0,7, H,0, y HO® [Harel, 1994].
Debido a ello, se decidié estudiar la degradacion del AA catalizada por los cationes Cu?* y Fe®* en
ausencia y en presencia de Hfra, Yfh1 y a-Syn, lo que permitié evaluar la capacidad inhibidora de estas
proteinas sobre la degradacién mencionada.

Ascorbato Ascorbato Ascorbato
M(n—1)+ M M(n-1)+ M M(n—1)+ M

0¥>0._¥>H0 v
2 2 292

—~—~" o HO +HO'

Esquema 1. Reacciones de formacidn de especies reactivas de oxigeno durante la degradacion
del acido ascérbico catalizada por cationes metalicos.

Para llevar a cabo el estudio, se prepararon disoluciones 100 uM de CuCl; y 100 uM de FeCl; en
DT4, a partir de disoluciones madre 20 mM preparadas utilizando como disolvente una disolucién 40
mM de glicina en agua. Este procedimiento se adoptd para evitar la formacidn de hidréxidos insolubles
al anadir los cationes al tampdén DT4 [Pedersen, 2016]. Ademas, se prepard una disolucién madre de
AA 4 mM en agua milli-Q y una disolucién de EDTA-Na; 100 uM en DT4.

Las cinéticas de degradacion del AA se adquirieron por triplicado, registrando la absorbancia de la
disolucién a 265 nm durante 150 min. Las mezclas de reaccién utilizadas en estos experimentos se
prepararon en DT4 y contenian: I) AA 70 uM; I1) AA 70 uM + M™ 2,5 uM; 1lIl1) AA 70 UM + M™ 2,5 uM +
X UM de Hfra, Yfh1l o a-Syn; IV) AA 70 uM + M™ 2,5 uM + x uM de frataxina (Hfra o Yfh1) + 10 uM a-
Syn; V) AA70 uM + 10 uM de Hfra o a-Syny VI) AA70 uM + M"™" 2,5 uM + EDTA 5 uM.

3.2.3. Estudio de la formacidn de especies radicalarias

La formacidn de radicales procedentes de la degradacion del AA catalizada por cationes metdlicos
se estudid registrando la disminucion temporal en la intensidad de fluorescencia de la fluoresceina
debida a la oxidacién del fluoréforo [Ou, 2002; Ahmad, 2008]. Para ello, se prepard una disolucién
madre de fluoresceina 2 mM en DT4 y se afiadidé a las mezclas de reaccién hasta una concentracidn
final de 26 uM. Las mezclas de reaccidn contenian AA 70 uM solo o en presencia de Cu?* o Fe®* 2,5 uM.
Ademas, se prepararon en presencia de a-Syn (0,5 y 10 uM), Hfra (0,5 y 10uM), Yfh1 (0,5 y 10 uM), a-
Syn + Hfra (0,5/0,5 uM y 10/10 uM) y a-Syn + Yfh1 (0,5/0,5 uM). Los experimentos se llevaron a cabo
por duplicado a 25°C, utilizando un fluorimetro Varian Cary Eclipse y cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso optico. En todos ellos, se midio la variacion en la intensidad de fluorescencia a 518 nm (Aex 490
nm) durante 150 min.
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3.2.4. Estudio de la cinética de formacion de las ROS procedentes de la degradacion
oxidativa del acido ascérbico

3.2.4.1. Formacion del radical 02°*~

La cinética de formacién del radical O,", generado durante la degradacion del AA catalizada por
Cu?, se sigui6 afiadiendo Nitroblue Tetrazolium (NBT) al medio de reaccidn. Cuando el NBT reacciona
con el O," producido se genera formazan, un compuesto que aumenta la absorbancia de la disolucién
a 560 nm [Sirota, 2012]. Para realizar el estudio se prepard una mezcla de reaccién que contenia AA
70 uM, Cu?* 2,5 uM y NBT 50 uM en DT5 y se registraron los espectros de absorbancia entre 400 y 800
nm cada 5 min (25°C), utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401PC de doble haz y cubetas
de metacrilato de 1 cm de paso dptico. Los experimentos se realizaron por duplicado.

3.2.4.2. Formacion de H.0:

Para seguir la formacién del H,0, producido durante la degradacidn del AA catalizada por Cu®*y
Fe3* se utilizd el kit comercial MAK165 de Sigma-Aldrich. En el ensayo, el sustrato de la horseradish
peroxidasa (RS), que no es fluorescente, se transforma en resorufina (fluorescente) después de que la
enzima (HRP) haya sido oxidada por el H,0, (Esquema 2) [Wang, 2017].

CH3COzH, H*
HO o o] HO_ i :Oj i 0
\@ﬁﬁ N/
H,0

Ao

Resorufina

HO OH O OH
1099 —— 1084
N N

()

H,0  H,0,

Compuesto | HRP

Esquema 2. Mecanismo de oxidacién de RS a resorufina en presencia de HRP y H,0>. En este esquema solo se
muestra la parte activa de HRP que participa en la reaccién [Wang, 2017].

De acuerdo al protocolo de Sigma-Aldrich, el sustrato (RS) se reconstituyé en 250 pL de DMSO para
preparar la disolucién madre, mientras que la peroxidasa (HRP) se reconstituyé en 1 mL del tampdn
que contenia el propio kit, obteniendo una disolucion de 20 U/mL. A partir de las dos disoluciones se
preparo otra, denominada master mix (MX), que contenia 50 uL de la disolucién madre de RS, 200 uL
de lade HRP y 4,75 mL del tampdn comercial.

La formacién de H;0, se midid6 en 50 uL de mezclas que contenian AA, M™ vy diferentes
concentraciones de Hfra, Yfhl y a-Syn, las cuales se mezclaron previamente con 50 uL de MX. En las
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mezclas de reaccidn finales, la concentracién de cada reactivo fue: AA 70 uM, M 2,5 UM y 0,5, 2,5 0
10 uM de proteina. En todos los casos, el AA fue el ultimo reactivo aifadido e inmediatamente se midio
la intensidad de fluorescencia durante 200 minutos a 590 nm (Aex 540 nm). Ademas, se llevaron a cabo
experimentos de control en los que el MX se mezclé con los reactivos por separado. Los ensayos se
realizaron por triplicado utilizando un fluorimetro Varian Cary Eclipse equipado con lector de placas.
En todos los experimentos se utilizé como blanco el tampdn del kit comercial (50pL tampdn + 50uL MX).

Por otro lado, se determind la concentracién de H,0, producido a cada instante de reaccién
mediante una curva de calibrado que se realizé mezclando 50 pL de diferentes disoluciones a distinta
concentracién de H,0, (0; 0,5; 2; 4; 10; 20; 30 y 50 uM) con 50 pL de MX. Estas mezclas se incubaron
durante 30 min a 25°C y una vez transcurrido el tiempo indicado se midié su intensidad de
fluorescencia a 590 nm (Aex 540 nm).

3.2.4.3. Formacion del radical HO®

El 4cido cumarin-3-carboxilico (3-CCA) se oxida en presencia de radicales HO® para formar el acido
7-hidroxicumarin-3-carboxilico (7-OH-3-CCA), que emite radiacidn fluorescente a 450 nm (Aex 395 nm).
En base a esto, se decidio utilizar este compuesto para estudiar la capacidad de la Hfra, la Yfhlyla a-
Syn para inhibir la formacién de radicales HO* durante la degradacién del AA catalizada por Cu?*y Fe3*.

Para realizar estos experimentos, se prepard una disolucion madre de 3-CCA 2,5 mM en DT5 y se
afiadio hasta una concentracidn final de 100 uM a mezclas de reaccién que contenian los reactivos
indicados en el apartado 3.2.2.2 (I-1V). Seguidamente, se adquirié la variaciéon temporal de la intensidad
de fluorescencia a 450 nm (Aex 395 nm) durante 150 min a 25°C, utilizando un fluorimetro Varian Cary
Eclipse y cubetas de cuarzo de 1 cm de paso dptico.

3.2.5. Estudio de la capacidad de la frataxina humana, la frataxina de levadura y la a-
sinucleina para secuestrar radicales 0,"" y HO®

3.2.5.1. Secuestro del radical O, [Método (PMS)-NADH]

El estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn para secuestrar o neutralizar el radical O,*~
se llevd a cabo utilizando el método (PMS)-NADH [Sun, 2015]. En este método, el radical O,"” se genera
tras la reaccion del fenazin metosulfato (PMS) con el dinucleétido nicotinamida adenina (NADH) en
presencia de oxigeno molecular. Posteriormente, el O, generado reacciona con el NBT produciendo
formazan (Esquema 3), un compuesto que absorbe en la regidén del visible. De esta manera, si las
proteinas son capaces de secuestrar O,°7, la produccion de formazan disminuird, al igual que la
absorbancia de la disoluciéon a 560 nm.

Para llevar a cabo el estudio se prepararon disoluciones madre de PMS (30 uM), NADH (338 uM) y
NBT (200 uM) en DTS5, las cuales se mantuvieron a 4°C y en recipientes dmbar hasta ser utilizadas.
Posteriormente, se prepararon las mezclas de reaccién que contenian NADH 84,5 uM y PMS 7,5 uM,
en ausencia o en presencia de: 1) Hfra 10 uM; Il) Yfh1 10 uM; Hll) a-Syn 10 uM; IV) Hfra + a-Syn (10/10
uM); V) Yfhl + a-Syn (10/10 uM); y VI) AA 5, 30, 100, 200 y 300 uM. Seguidamente, se afiadié NBT
hasta una concentracion final de 50 uM y se incubd la mezcla 5 min a temperatura ambiente. Por
ultimo, se registraron los espectros de absorbancia entre 400 y 800 nm a 25°C, utilizando un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401PC de doble haz y cubetas de metacrilato de 1 cm de paso
Optico. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Esquema 3. Reacciones de formacién de radicales O>*" y formazan de acuerdo al método (PMS)-NADH.

3.2.5.2. Secuestro del radical HO* (Método CUPRAC)

El estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn para neutralizar el radical HO® se llevo a
cabo utilizando el método CUPRAC (Esquema 4) [Ozyirek, 2008; Ozyiirek, 2011]. En este método, el
radical HO® se genera como resultado de la reaccion entre el Fe?* y el H,0,. Posteriormente, el radical
formado reacciona con el acido salicilico, dando lugar a una serie de productos hidroxilados que
reaccionan con el complejo neocuproina-Cu?* (Nc-Cu?*), reduciéndolo a neocuproina-Cu* (Nc-Cu*), un
complejo de color amarillo que presenta una absorbancia maxima a 450 nm. De esta manera, si las
proteinas son capaces de secuestrar HO®, la formacién de hidroxisalicilatos sera menor, al igual que la
cantidad de complejo Nc-Cu* formado, lo que se vera reflejado en una disminucidn de la sefial de
absorcion.

Para llevar a cabo el ensayo, se prepararon en agua milli-Q disoluciones madre de: acido salicilico
10 mM; FeCl; 20 mM con 40 pL de HCI 1M por cada mL de disolucién; EDTA 20 mM; H,0; 10 mM; CuCl,
10 mM; acetato de amonio (NH4Ac) 1M; neocuproina 7,5 mM en etanol y una disolucion de catalasa
(298 U/mL) en tampdn DT4.

El experimento se realizd preparando 0,5 mL de una mezcla de reaccion (R1) en DT4 que contenia:
acido salicilico 0,5 mM; Fe?* 0,5 mM; EDTA 0,5 mM; H,0, 0,5 mM; y 10 uM de Hfra, Yfh1, a-Syn, Hfra+a-
Syn (10/10 uM) o Yfh1+a-Syn (10/10 uM). El H,0, fue el Ultimo reactivo afiadido y una vez adicionado,
se incubd la mezcla a 37°C y 500 rpm durante 10 min. Posteriormente, se afiadié catalasa hasta una
concentracion final de 15 U/mL para eliminar el exceso de H,0,, se agitd la mezcla 30 sy se dejé reposar
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Adicionalmente, se preparé 1 mL de una mezcla de
reaccion (R2) en agua que contenia Cu?* 1 mM, Nc 0,75 mM, NH;Ac 0,2 My 100 pL de R1. La disolucién
se dejo reposar durante 2,5 h a temperatura ambiente y, posteriormente, se adquirié su espectro UV-
Vis entre 340 y 600 nm a 25°C, utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC de doble haz y
cubetas de cuarzo de 1 cm de paso dptico. Los experimentos se realizaron por triplicado. Como blanco
se utilizé una mezcla que contenia los reactivos de R2 y 100 pL de agua, en lugar de R1.
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Esquema 4. Mecanismo de reaccidon del método CUPRAC. En la etapa 1 se forma el radical HO* y los derivados
hidroxilados del acido salicilico (ArOH). En la etapa 2 se produce la reaccién redox entre el complejo Nc-Cu?* y ArOH.

3.2.6. Efecto del secuestro de ROS sobre algunas propiedades de la frataxina humana, la
frataxina de levadura y la a-sinucleina

3.2.6.1. Efecto sobre el peso molecular proteico

Para estudiar si la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn eran capaces de secuestrar las ROS formadas durante la
degradacién del AA, se analizaron por MALDI-TOF/TOF mezclas de reaccion que contenian: I) AA 70
UM + a-Syn 10 pM; 11) AA 70 pM + M™ 2,5 uM + Hfra/Yfh1/a-Syn 10 pM; 111) AA 70 pM + M™ 2,5 pM +
o-Syn 10 uM + Hfra/Yfh1 5 uMy IV) AA 70 uM + M™ 2,5 uM + a-Syn 10 uM + Hfra 10 uM, a distintos
tiempos de incubacidn (0 y 150 min). Asi, el secuestro de ROS por parte de estas proteinas deberia
guedar plasmado en un incremento de su peso molecular.

Las mezclas de reaccidn se prepararon en DT4 y se congelaron después de 0 y 150 min de
incubacién a 25°C. Posteriormente, 1 pL de cada muestra se mezclé con 1 plL de una disolucidén matriz
(10 pg de acido sinapinico en una disolucion de agua:acetonitrilo 70:30 y acido trifluoroacético al 0,1%)
y la mezcla resultante se depositd sobre una placa de acero que se secé con aire. Seguidamente, las
muestras se analizaron en un espectrémetro Bruker Autoflex Il MALDI-TOF/TOF equipado con un laser
de N pulsado de 200 MHz. Los voltajes de las fuentes de ionizacidon 1y 2 fueron de 20 y 18,5 kV,
respectivamente, y el de la lente 7,5 kV.

3.2.6.2. Efecto sobre el entrecruzamiento de residuos tirosina

El efecto de las ROS sobre los residuos Tyr de las proteinas puede inducir su unién covalente
mediante un proceso que da lugar a la dimerizacién proteica (Esquema 5). Este hecho da como
resultado la pérdida de la sefial de fluorescencia correspondiente a la Tyr (Aem_max 305 nm) y un
aumento de la intensidad de fluorescencia entre los 405-410 nm [Correia, 2009; Al-Hilaly, 2016].
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Esquema 5. Mecanismo de dimerizacién en el que dos residuos tirosina se unen para formar di-tirosina
[Correia, 2012].

Para estudiar si las ROS formadas durante la degradacién del AA catalizada por cationes metalicos
son capaces de inducir entrecruzamientos entre los residuos tirosina de las proteinas utilizadas en este
trabajo, se registraron cada 5 minutos los espectros de fluorescencia entre 375 y 550 nm (Aex 325 nm)
de mezclas de reaccion que contenian: 1) 10 uM Hfra/Yfh1/a-Syn + M™ 2,5 uM + AA 70 uM; 11) 10 uM
a-Syn + Cu?* 10 uM + AA 100 mM y 111) 10 uM a-Syn + Cu?* 5/10/20 uM + AA 70 pM. Los experimentos
se realizaron a 25°C, por duplicado, utilizando un fluorimetro Varian Cary Eclipse y cubetas de cuarzo
de 1 cm de paso dptico.

3.2.7. Estudio de la interaccion de la frataxina humana y la frataxina de levadura con la
a-sinucleina

En este trabajo se estudio si se producia algun tipo de interaccidn entre las frataxinas y la a-Syn.
Para ello, se llevaron a cabo experimentos de entrecruzamiento quimico, utilizando el éster bifuncional
“etilen glicol bis-(succinimidil succinato)” (EGS) (Figura 8) [Ciric, 2015]. Este compuesto contiene dos
grupos éster que pueden romperse al interaccionar con las aminas proteicas (del extremo N-terminal
o de los grupos Ne¢ de las lisinas). Asi, si las proteinas llegan a estar suficientemente cerca durante un
tiempo suficientemente largo y poseen grupos accesibles que puedan reaccionar con el EGS, quedaran
unidas mediante la formacidn de enlaces covalentes con el linker.

o)
o] o [¢]
N\OJ\/\’(C’\/\O)‘\/\’("\N
o o [e]
[e)
Figura 8. Estructura quimica del EGS.

Para llevar a cabo el estudio, se prepard una disolucién madre de EGS 10 mM en una disolucién de
CH3COOH:agua (50:50). Esta disolucidn se afadio hasta una concentracidn final de 0,1 mM a mezclas
de reaccién que contenian 10 uM de a-Syn, Hfra, Yfh1, a-Syn+Hfra o a-Syn+Yfh1 en DT4. Estas mezclas
de reaccion se incubaron a 25°C durante 30 min. Seguidamente, se afiadié tampén Tris 0,3 M a pH 7,5
hasta una concentracién final de 50 mM con el fin de eliminar el exceso de EGS que no habia
reaccionado. La mezcla resultante se incubod durante 15 min a 25°C. Posteriormente, las muestras se
analizaron mediante SDS-PAGE y MALDI-TOF/TOF para comprobar si se habian formado dimeros u
otras especies poliméricas. Para la electroforesis SDS-PAGE se afiadieron 15 puL de las muestras, que
habian sido tratadas previamente con Laemmi/DTT, en cada uno de los pocillos y se aplicé un voltaje
de 200 V durante 30 min. Finalmente, los geles obtenidos se tifieron con Silver Staining. Por otro lado,
la espectroscopia MALDI-TOF/TOF se llevd a cabo de acuerdo al protocolo descrito en el apartado
3.2.6, midiendo la aparicidn de sefiales en torno a los 30.000 Da. En este estudio se utilizaron como
control las mezclas de reaccién preparadas sin la presencia de EGS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Produccion, purificacion y caracterizacion de la a-sinucleina

La produccidon recombinante de la a-Syn se siguidé recogiendo alicuotas de cada etapa de la
produccién y de la purificacion para su posterior analisis mediante SDS-PAGE (Figura 9). El gel del
cultivo bacteriano antes y después de la induccién evidencid la apariciéon de una banda en torno a los
15.000 Da que deberia corresponder a la a-Syn (Figura 9A). Este hecho confirmd la correcta expresion
de la proteina al afiadir IPTG. El seguimiento de esta misma banda en las alicuotas de sobrenadante y
de precipitado obtenidas durante la purificacién (Figura 9B) confirmd que el aislamiento de la proteina
fue el adecuado y que no se perdié parte de ella al descartar las fracciones correspondientes. Por otro
lado, la aparicion de una unica banda en las fracciones en las que se dividiod el pico obtenido durante
la cromatografia de intercambio anidnico (Figura 10A) confirmé que la proteina obtenida era pura y
gue no existian formas oligoméricas. Este hecho también pudo confirmarse a partir del espectro
MALDI-TOF/TOF (Figura 10B) en el que la sefial mas intensa aparecié en torno a los 14.500 Da. En
cuanto a la masa exacta de la proteina, determinada mediante espectrometria de masas de alta
resolucién (Anexo Fig.1), fue de 14.451,26 Da, que corresponde al peso molecular de la a-Syn.

A) M C1cC2 B) M S1 S2 S3 P1 P2 P3 F1 F2 F3
200 200
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ar ar
23,k 14,k
6,5 6,5

Figura 9. Geles SDS-PAGE de las alicuotas recogidas durante la produccidn y la purificacion de la a-Syn. A)
Bandas correspondientes al cultivo bacteriano antes (C1) y después (C2) de afadir IPTG. B) Bandas
correspondientes a las alicuotas de sobrenadante (S1, S2, S3) y de precipitado (P1, P2, P3) recogidas durante
la purificacién y fracciones (F1, F2, F3) en las que se dividid el pico cromatografico obtenido en la
cromatografia de intercambio anidnico. M hace referencia al marcador utilizado (Sigma S8445) (peso en kDa).
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Figura 10. Caracterizacién de la-Syn producida. A) Pico mayoritario del cromatograma obtenido durante la
purificacion de la proteina mediante cromatografia de intercambio aniénico. B) Espectro MALDI-TOF/TOF de
la muestra recogida en la cromatografia de intercambio anidnico en el que la sefial mas intensa corresponde
a la a-Syn monomérica.
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4.2. Eleccidn de las condiciones experimentales en funcidn de la velocidad de
degradacion del acido ascérbico

La seleccidn del medio de reaccion se realizé con el objetivo de que fuera lo mas parecido posible
al medio fisioldgico. Es por ello que se decidid trabajar en una disolucidn tamponada de fosfato
(Na;HPO4/NaH,P0O,) a pH 7,4 y en presencia de NaCl. Ademas, se buscaron unas condiciones en las que
la velocidad de degradacién del AA fuera minima para que este proceso no interfiriera en el estudio.
Con este objetivo, se analizé la cinética de degradacion del AA en funcién de la concentracién de
fosfato y la de NaCl. Cuanto mayor fue la concentracién de NaCl menor fue la velocidad de degradacién
del AA (Figura 11A); mientras que con la concentracion de fosfato ocurrio lo contrario (Figura 11B). Ya
es sabido que el NaCl inhibe la oxidacién del AA y la produccién de ROS, dificultando la interaccién
entre los cationes de transicién y el oxigeno molecular [Harel, 1994]. Aunque en estos experimentos
no se afadieron cationes metalicos, es posible que hubiera trazas de los mismos, hecho que pudo
comprobarse afadiendo EDTA al medio de reaccién, lo que dio como resultado una velocidad de
degradacién del AA menor que en ausencia del compuesto quelante (Anexo Fig.2).
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Figura 11. Degradacion del acido ascorbico a 25°C en disoluciones tampén con distinta concentracién de
fosfato (Na2HPOas/NaH:POs) y NaCl. A) En funcidon de la concentracién de NaCl, manteniendo una
concentracion de fosfato de 10mM. Las concentraciones de NaCl utilizadas fueron: OmM (¢), 50mM (e), 100mM
(®), 150mM () y 200mM (e). B) En funcién de la concentracién de fosfato, manteniendo una concentracion
de NaCl de 150mM. Las concentraciones de fosfato fueron: 50mM (), 20mM (e), 10mM (¢) y 5mM (e).

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron las concentraciones 10 mM de fosfato y 150
mM de NaCl para preparar la disolucidon tampén con la que se abordaria el trabajo. Aunque estas
concentraciones no corresponden a las condiciones en las que la degradacion del AA es minima
(Na;HPO4/NaH,PO; 5 mM y NaCl 200 mM) la diferencia existente entre esta velocidad y la de las
condiciones seleccionadas es muy baja. De esta forma, se aseguraba que la concentracién de fosfato
era suficiente para tamponar el medio y que la concentracién de NaCl no era demasiado elevada para
evitar la agregacion de las proteinas [Kastelic, 2015].

4.3. Efecto de la frataxina humana, la frataxina de levadura y la a-sinucleina
sobre la velocidad de degradacidn del acido ascérbico catalizada por cationes
metalicos

La adicién de Cu®** y de Fe** acelera la degradacién oxidativa del AA, tal y como evidencid el
aumento en la velocidad de descenso de la absorbancia a 265 nm respecto a los datos obtenidos sin

estos cationes metalicos (Figuras 12 y 13). Ademas, bajo las condiciones experimentales escogidas, el
Cu?* hace que la absorbancia disminuya por completo a los 20 min de reaccién; mientras que con el
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Fe3*, la sefial no llega a desaparecer durante los 150 min registrados, sugiriendo que el Cu?* cataliza
mejor la reaccién de oxidacién del AA que el Fe3*. Por otro lado, la presencia de Hfra, Yfh1 o a-Syn
altera la velocidad de degradacion del AA. Cuando la reaccidn se lleva a cabo en presencia de Cu?*, la
Hfra acelera la degradacion del AA (Figura 12A). Sin embargo, la a-Syn y la Yfh1 la inhiben de forma
mas o menos efectiva (Yfh1 > a-Syn), siendo necesaria una mayor concentracién de a-Syn que de Yfh1l
para conseguir el mismo efecto (Figura 12B). Cuando la reaccidn se realiza en presencia de Fe®*, la Hfra
mantiene el comportamiento observado con el Cu?* (Figura 13A); mientras que la a-Syn pierde su
capacidad para inhibir la degradacidn del AA y la Yfhl la incrementa, siendo necesaria una menor
concentracion de Yfh1 para lograr el mismo efecto que con el Cu?* (Figura 13B). En cuanto al efecto
gue causa la presencia conjunta de a-Syn y frataxina (Hfra o Yfh1) sobre la velocidad de degradacion
del AA (Figuras 12 y 13), el perfil cinético obtenido aparece en la zona intermedia a los registrados con
las proteinas por separado, tanto en presencia de Cu?* como de Fe*, lo que sugiere que la presencia
simultdnea de las dos proteinas no induce ningun efecto adicional al observado cuando las proteinas
son afadidas por separado.
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Figura 12. Degradacion del AA catalizada por Cu?*. En la Figura A se compara el efecto de la Hfra y la a-Syn sobre
la cinética de degradacion del AAy en la B, el de la Yfh1 y la a-Syn. La composicidn de las mezclas de reaccion
de la Figura A es: AA (¢), AA + Cu®* (), AA + Cu?* + Hfra 10uM (), AA + Cu®* + a-Syn 10uM ( ), AA + Cu?* + Hfra
10uM + a-Syn 10uM (e); mientras que la de la Figura B es: AA (¢), AA + Cu?* (o), AA + Cu?* + a-Syn 10uM (), AA
+ Cu® + Yfh1 0,5uM (e), AA + Cu®* + Yfh1 0,5uM + a-Syn 10uM (e), AA + Cu?* + Yfh1 1uM (), AA + Cu?* + Yfhl
2,5uM (). En todos los experimentos la concentracion de AA fue 70uM vy la de Cu?* 2,5uM.
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Figura 13. Degradacion del AA catalizada por Fe®*. En la Figura A se compara el efecto de la Hfra y la a-Syn sobre
la cinética de degradacion del AAy en la B, el de la Yfh1 y la a-Syn. La composicidn de las mezclas de reaccion
de la Figura A es: AA (¢), AA + Fe3* (o), AA + Fe3* + Hfra 10uM (e), AA + Fe®* + a-Syn 10uM (), AA + Fe3* + Hfra
10uM + a-Syn 10uM (e); mientras que la de la Figura B es: AA (¢), AA + Fe3* (o), AA + Fe3* + a-Syn 10uM (), AA
+ Fe® + Yfh1 0,5uM (e), AA + Fe®* + Yfh1 0,5uM + a-Syn 10uM (), AA + Fe®* + Yfh1 1uM (e), AA + Fe3* + Yfhl
2,5uM (). En todos los experimentos la concentracidn de AA fue 70uM vy la de Fe3* 2,5uM.
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Dado que el EDTA es capaz de reducir la velocidad de degradacién del AA en presencia de Cu®'y
de Fe®* (Anexo Fig.2), la actividad inhibidora de las proteinas debe estar relacionada con su capacidad
para coordinar a estos cationes, haciendo que la concentracién de cation metdlico que puede
reaccionar con el oxigeno molecular del medio disminuya [Pedersen, 2016]. La a-Syn se une al Cu?* con
una constante de disociacién (kq: = 0,20 uM) mayor que la del Fe3* (kq< 0,01 uM). Sin embargo, el
ndmero de sitios de unidn con los que la proteina coordina al Cu?* es mayor que en el caso del Fe%*, lo
que explicaria la mayor capacidad de la a-Syn para inhibir la degradacion del AA en presencia de Cu®,
respecto al otro catién metalico [Binolfi, 2008; Peng, 2010]. La Yfh1 se une al Cu?* con una constante
de disociacion (kq1 = 0,13 uM) y una estequiometria similares a las de la a-Syn. No obstante, se ha
comprobado que, en ausencia de cationes metalicos, la simple presencia de Yfh1 ralentiza la velocidad
de degradacion del AA y la de a-Syn la acelera ligeramente (Anexo Fig.3), lo que podria influir en el
hecho de que la Yfh1l presente una mayor capacidad de inhibicion de la degradacion del AA en
presencia de Cu?* que la a-Syn. Por otro lado, a pesar de que la Yfh1 no posee una gran afinidad al Fe3*
(ka= 30 uM), podria llegar a enlazar un elevado numero de cationes hierro, lo que explicaria su mayor
capacidad para inhibir la degradacién del AA catalizada por este catidn metalico [Cook, 2006; Han,
2017]. En cuanto al hecho de que la Hfra acelera la degradacion del AA, podria deberse a su baja
afinidad por los cationes metadlicos. De hecho, no existe una constante de asociacion descrita para el
Cu?. Ademads, se ha comprobado que, en ausencia de cationes metalicos, la simple presencia de la
proteina acelera ligeramente la velocidad de degradacién del AA (Anexo Fig.3), por lo que la Hfra debe
poseer regiones estructurales que aceleran la degradacion del compuesto.

4.4. Capacidad de la frataxina humana, la frataxina de levadura y la a-
sinucleina para inhibir la formacién de las ROS

4.4.1. Estudio de la capacidad de inhibicion sobre la formacién de especies radicalarias

Una vez estudiado el efecto de las diferentes proteinas sobre la degradacion del AA, se analizé su
efecto sobre la formacién de radicales libres. La presencia simultdnea de AAy Cu?* implica una notable
disminucién temporal de la intensidad de fluorescencia emitida por la fluoresceina durante los
primeros 25 min de reaccién, momento en que la velocidad de descenso de la sefial recogida disminuye
(Figura 14A). Este hecho demuestra que las especies radicalarias se generan a la vez que el AA es
oxidado por el Cu?*, de manera que el tiempo en el que la fluorescencia de la fluoresceina disminuye
de forma mds répida es practicamente igual a lo que tarda el AA en degradarse en presencia de Cu®*
(~20 min) (Figura 12). Sin embargo, la presencia de Hfra, Yfh1l o a-Syn reduce la disminucion de la
intensidad fluorescente en funcidn de la concentracién de las mismas, hecho que sugiere que estas
proteinas son capaces de inhibir la formacién de radicales libres a pesar de que el AA se degrade (Figura
14A, 14B y 14C). No obstante, hay que destacar que la capacidad de cada tipo de proteina para inhibir
la formacién de radicales no es la misma y parece que sigue el orden: Hfra > a-Syn > Yfh1. En cuanto
al efecto causado por la presencia conjunta de a-Syn y frataxina (Hfra o Yfh1), se ha comprobado que,
al utilizar una concentracién de proteinas en la que se consigue una inhibicién pequefa por separado
(0,5uM), la mezcla de a-Syn y Yfh1 (0,5/0,5 uM) da lugar a una inhibicién total (Figura 14C); mientras
que la mezcla de a-Syn y Hfra (0,5/0,5 uM) hace que se pierda por completo la capacidad observada
con las proteinas por separado (Figura 14B). No obstante, cuando se aumenta la concentracién de Hfra
y a-Syn (10/10uM), la inhibicidn conseguida es mayor que con las proteinas por separado (Figura 14B).

Por otro lado, se ha comprobado que la formacién de radicales procedentes de la degradacién del
AA catalizada por Fe®* es practicamente nula, ya que la disminucidn de la fluorescencia emitida por la
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fluoresceina en presencia de este cation metalico coincide con el comportamiento observado con el
AA solo (Figura 14D), por lo que no se procedio a la utilizacidn de proteinas sobre este sistema.
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Figura 14. Formacion de radicales seguida a partir de la disminucién en la sefial fluorescente a 518 nm de la
fluoresceina. A) Estudio de la capacidad inhibidora de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn. Mezclas compuestas por: AA (¢),
AA + Cu?* (®), AA + Cu®* + Hfra 10uM (e), AA + Cu?* + a-Syn 10uM () y AA + Cu?* + Yfh1 10uM (*). B) Analisis del
efecto que causa la presencia conjunta de Hfra y a-Syn. La composicidn de las mezclas fue: AA (¢), AA + Cu?* (o),
AA + Cu® + Hfra 0,5uM (e), AA + Cu®* + a-Syn 0,5uM (°), AA + Cu®* + Hfra + a-Syn (0,5/0,5uM) () y AA + Cu®* +
Hfra + a-Syn (10/10uM) (). C) Estudio del efecto que causa la presencia conjunta de Yfh1 y a-Syn. La composicion
de las mezclas fue: AA (¢), AA + Cu?* (¢), AA + Cu®* + a-Syn 0,5uM (e), AA + Cu®* + Yfh1 0,5uM (e) y AA + Cu®* + a-
Syn + Yfh1 (0,5/0,5uM) (e). D) Disminucién de la sefial fluorescente durante la degradacién del AA en ausencia
(®) o en presencia de Fe3* (*). En todas las mezclas, la concentracién de fluoresceina fue 26puM, la de AA 70uM y
la de M™ 2,5uM. Los datos se han suavizado utilizando la funcion exponencial negativa del programa SigmaPlot.

4.4.2. Estudio de la capacidad de inhibicion sobre la formacidn de radicales O,°*~

La formacion de O,*” no ha podido seguirse con el método NBT, ya que estos radicales reaccionan
rapidamente con el AA libre, dando lugar a un ciclo en el que el AA se autooxida [Jackson, 1998].
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Figura 15. Estudio de la capacidad del AA para secuestrar e inhibir la formacién de 0,*". A) Espectros UV-Vis de
mezclas compuestas por PMS 7,5uM, NADH 84,5uM y NBT 50uM en ausencia (==) y en presencia de AA a
diferentes concentraciones [5 (=), 30 (==), 100 (-), 200 () y 500 (==) uM]. B) Espectros UV-Vis de una mezcla
formada por AA 70uM, Cu?* 2,5uM y NBT 50uM a diferentes tiempos de reaccién [5 (), 20 (==) y 50 (==) min].
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En base alo anterior, el AA es capaz de secuestrar los radicales O,"~ en funcién de su concentracién
(Figura 15A). Por este motivo, durante el estudio de la degradacion del AA catalizada por Cu?* no se
produce ningln aumento temporal de la concentracion de O,", impidiendo llevar a cabo el estudio en
presencia de las proteinas utilizadas en este trabajo (Figura 15B).

4.4.3. Estudio de la capacidad de inhibicidn sobre la formacion de H,0,

Tanto el Cu?* como el Fe3* son capaces de oxidar el AA dando lugar a la formacién de H,0; (Figuras
16 y 17). Sin embargo, la concentracidon de H,0, generado durante la degradacion del AA catalizada
por Cu®* es bastante mayor que en presencia de Fe*, lo que puede relacionarse con la distinta
velocidad de degradacién del AA en presencia de cada uno de los cationes metalicos utilizados (Figuras
12 y 13). Ademads, tanto en presencia de Cu?* como de Fe®*, las tres proteinas utilizadas en este trabajo
son capaces de ralentizar, de forma mds o menos efectiva la formacién de H,0,.

Cuando la reaccién ocurre en presencia de Cu®* (Figura 16), la capacidad de las proteinas para
retrasar la formaciéon de H,0, sigue el orden: Hfra < a-Syn < Yfh1, el cual se puede relacionar con su
capacidad para coordinar el cation metalico, de tal manera que cuanto mayor es ésta, mas tarda el AA
en degradarse y, por tanto, mas tarda el H,O, en aparecer. Asimismo, se ha comprobado que el efecto
provocado por la presencia simultanea de frataxina (Hfra o Yfh1) y a-Syn es el mismo que el observado
anteriormente para la inhibicién de la degradacién del AA (Figura 12), donde el perfil cinético aparece
en la zona intermedia a los obtenidos con las proteinas por separado. No obstante, en presencia de
Yfhly a-Syn, la frataxina parece tener un mayor efecto sobre la formacion de H,0,, ya que la capacidad
de ésta para inhibir la degradacion del AA es notablemente superior que la de la a-Syn.
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Figura 16. Estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1y la a-Syn para inhibir la formacién de H.0; procedente de
la degradacidn del AA catalizada por Cu?*. En la figura A se compara el efecto inhibidor de la Hfra y la a-Syn y en
la B, la de la Yfh1 y la a-Syn. Las mezclas estudiadas estaban compuestas por 50uL de Master Mix + 50uL de
mezcla de reaccién, alcanzando las concentraciones finales de: A) Cu?* 2,5uM (), AA 70uM (), Cu?* 2,5uM + AA
70uM (e), Cu?* 2,5uM + AA 70uM + Hfra 10uM (e), Cu®* 2,5uM + AA 70uM + a-Syn 10uM () y Cu®* 2,5uM + AA
70uM + Hfra 10pM + a-Syn 10uM (e); y B) Cu?* 2,5uM (o), AA 70uM (¢), Cu®* 2,5uM + AA 70uM (), Cu?* 2,5uM
+ AA 70uM + a-Syn 10puM (), Cu®* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 2,5uM (¢), Cu®* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 0,5uM (e)
y Cu?* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 2,5uM + a-Syn 10uM (e).

En presencia de Fe®* (Figura 17), la capacidad de las proteinas para inhibir la formacién de H,0; es
similar (Yfh1 = Hfra = a-Syn), a diferencia de lo observado en presencia de Cu?*. Debido a ello, este
comportamiento no puede relacionarse directamente con la afinidad de las proteinas por el Fe®*.
Ademas, la presencia conjunta de frataxina (Hfra o Yfh1) y a-Syn en el medio acelera la formacion de
H,0, respecto a lo observado con las proteinas por separado, lo que parece indicar que, de alguna
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manera, la mezcla de frataxina y a-Syn aumenta la tendencia a formar H,0,, siendo mas acusado para
el caso de la Hfra. Este hecho podria ser relevante, siempre y cuando no se forme HO" a continuacion,
ya que el H,0; es la ROS menos reactiva que se forma en el proceso de degradacion del AA y podria
ser eliminado posteriormente por los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos presentes
en las células.
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Figura 17. Estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1y la a-Syn para inhibir la formacién de H.0; procedente de
la degradacion del AA catalizada por Fe®*. En la figura A se compara el efecto inhibidor de la Hfra y la a-Syn y en
la B, la de la Yfh1 y la a-Syn. Las mezclas estudiadas estaban compuestas por 50uL de Master Mix + 50uL de
mezcla de reaccién, alcanzando las concentraciones finales de: A) Fe3* 2,5uM (o), AA 70uM (¢), Fe3* 2,5uM + AA
70uM (o), Fe3* 2,5uM + AA 70uM + Hfra 10uM (e), Fe3* 2,5uM + AA 70uM + a-Syn 10uM ( )y Fe3* 2,5uM + AA
70uM + Hfra 10puM + a-Syn 10uM (e); y B) Fe3*2,5uM (), AA 70uM (¢), Fe3* 2,5uM + AA 70uM (e), Fe3* 2,5uM +
AA 70uM + a-Syn 10uM (), Fe3* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 2,5uM (¢), Fe3* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 0,5uM () y
Fe3* 2,5uM + AA 70uM + Yfh1 2,5uM + a-Syn 10uM (e).

4.4.4. Estudio de la capacidad de inhibicidn sobre la formacion de HO®

La formacién de radicales HO® solo se detectd a partir de la degradacién del AA catalizada por el
Cu?* (Figura 18). En presencia de Fe*', la variacion de la intensidad de fluorescencia de la mezcla de
reaccion coincidié con la del AA solo (Anexo Fig. 4), lo que sugiere que el Fe** no dirige la degradacién
del AA hacia la formacidn de este tipo de radicales, confirmando los resultados obtenidos en el estudio
de la formacién de especies radicalarias (Figura 14D).
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Figura 18. Estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn para inhibir la formacién de HO® procedentes de
la degradacion del AA catalizada por Cu?*. Medicién de la intensidad de fluorescencia a 450 nm del 7-OH-3-CCA
en presencia de: A) AA (¢), AA + Cu?* (¢), AA + Cu®* + Hfra 10uM (), AA + Cu?* + a-Syn 10uM () y AA + Cu®* +
Hfra + a-Syn (10/10uM) (e); y B) AA (¢), AA + Cu?* (), AA + Cu®* + a-Syn 10uM (), AA + Cu?* + Yhfl 10uM (o), AA
+Cu? + Yhfl + a-Syn (10/10uM) (). Entodos los casos la concentracién de AA fue 70uM y la de Cu* 2,5uM.
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En la degradacidn del AA catalizada por Cu?*, la presencia de Hfra, Yfh1 o a-Syn inhibe la formacién
de radicales HO® (Figura 18). Este hecho explica la menor oxidacién de la fluoresceina en presencia de
proteinas obtenida durante el estudio de la formacion de especies radicalarias (Figura 14A) y se puede
relacionar con el hecho de que las proteinas inhiben la degradacion del AA y retrasan la formacion de
H,0,. Ademas, la presencia simultdnea de frataxina (Hfra o Yfh1l) y a-Syn hace que la inhibicidn
observada sea mayor que con las proteinas por separado, lo cual es muy importante teniendo en
cuenta la reactividad de esta especie radicalaria y los problemas que puede generar en la célula.

4.5. Capacidad de la frataxina humana, la frataxina de levadura y la a-
sinucleina para secuestrar las ROS procedentes de la degradacion del acido
ascorbico

4.5.1. Estudio de la capacidad de secuestro de O,°"

El secuestro de radicales 0, se ha podido estudiar aplicando el método (PMS)-NADH,
comprobando que las tres proteinas (Hfra, Yfhl y a-Syn) son capaces de secuestrar este tipo de
radicales con la misma eficacia (Figura 19). Ademas, la presencia simultanea de frataxina (Hfra o Yfh1)
y a-Syn en la mezcla no hace que aparezca ningln comportamiento notablemente diferente al
observado con las proteinas por separado, lo que indica que ninguna de las dos frataxinas son capaces
de proteger a la a-Syn del dafio oxidativo que le provocarian estos radicales una vez formados.
Asimismo, el hecho de que las tres proteinas utilizadas en este trabajo secuestren radicales O,"” podria
explicar la capacidad de las mismas para retrasar la formacion de H,0, (Figuras 16 y 17) y HO®, ya que
en la degradacién oxidativa del AA este radical es imprescindible para la formacidon de estas ROS
(Esquema 1).
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Figura 19. Estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1 y la a-Syn para secuestrar radicales O,"". Espectros UV-Vis
de mezclas de reacciéon compuestas por PMS 7,5uM, NADH 84,5uM y NBT 50uM (=) solos o en presencia de
Hfra 10uM (=), o-Syn 10uM (), Hfra + a-Syn (10/10uM) (=), Yfh1 10uM (==) o Yfh1 + a-Syn (10/10uM) (==).

4.5.2. Estudio de la capacidad de secuestro de HO®

Los experimentos realizados mediante el método CUPRAC han demostrado que la a-Syn y la Yfh1
secuestran radicales HO". Sin embargo, no se ha observado este comportamiento para la Hfra.
Ademas, la presencia simultanea de Hfra y a-Syn en el medio de reaccién inhibe la capacidad de la a-
Syn para secuestrar estos radicales (Figura 20A) y el efecto es proporcional a la concentracién de Hfra
(Anexo Fig. 5). Mientras que en presencia de Yfh1 y a-Syn se obtiene un comportamiento intermedio
al observado con las proteinas por separado (Figura 20B).
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Figura 20. Estudio de la capacidad de la Hfra, la Yfh1l y la a-Syn para secuestrar radicales HO®. Espectros de
absorcién de la reaccion realizada por el método CUPRAC en ausencia de proteinas (=) y en presencia de Hfra
10uUM (=), a-Syn 10uM (), Hfra 10uM + a-Syn 10uM (=), Yfh1 10uM (=), Yfh1 10uM + a-Syn 10pM (==).

4.5.3. Efecto del secuestro de radicales libres sobre el peso molecular proteico y sobre
el entrecruzamiento de residuos tirosina

Los espectros obtenidos por MALDI-TOF/TOF han evidenciado un incremento del peso molecular
de la a-Syn durante la degradacion oxidativa del AA catalizada por Cu?* (Figura 21A), lo cual puede
relacionarse con la capacidad de la a-Syn para secuestrar los radicales O,"" y HO®, tal y como se ha
demostrado en este trabajo (Figuras 19 y 20). Ademas, la oxidacién sufrida por la a-Syn al secuestrar
estos radicales libres da lugar a la formacién parcial de di-tirosina, lo cual ya fue propuesto por Al-Hilaly
y col. quienes demostraron que los residuos tirosina de la a-Syn se encuentran entrecruzados en los
cuerpos de Lewy [Al-Hilaly, 2016]. A su vez, se ha comprobado que la tendencia de la a-Syn a formar
di-tirosina es proporcional a la concentracién de AA y Cu?* (Figura 21B). Por otro lado, la a-Syn en
presencia de AA y Fe3* no sufre ningun tipo de oxidacién (Figuras 21Cy 21D), lo que concuerda con los
resultados obtenidos en el estudio de la formacidn de radicales libres, donde se ha comprobado que
la degradacién del AA catalizada por Fe** no genera especies radicalarias (Figura 14D).

La Hfra también incrementa su peso molecular durante la degradacidn del AA en presencia de Cu?*,
aunque el aumento de peso observado en su espectro MALDI-TOF/TOF (Figura 22A) no es tan
importante como en el detectado para la a-Syn, ya que la Hfra, a diferencia de la a-Syn, no secuestra
radicales HO" (Figura 20A). Ademas, los espectros de fluorescencia de la proteina (Aex= 325 nm) (Figura
22B) han demostrado que no se forman entrecruzamientos entre los residuos tirosina, ya sea porque
los radicales O, secuestrados no interaccionan con estos residuos o porque la estructura terciaria de
la proteina impide que queden suficientemente cerca como para que tenga lugar el entrecruzamiento.
Por otro lado, se ha comprobado que en presencia de AA y Fe3* la proteina no secuestra radicales ni
sufre entrecruzamientos en sus residuos tirosina (Figuras 22Cy 22D).

La Yfhl, a diferencia del comportamiento observado con las otras dos proteinas, no sufre un
aumento del peso molecular cuando la degradacidn del AA est4 catalizada por el Cu?* (Figura 23A), lo
gue probablemente se debe a que su capacidad para inhibir la degradacion del AA es mucho mayor
que la de la Hfra y la a-Syn (Figura 12), de tal manera que si el AA no se degrada, tampoco se forman
radicales libres que pueden dafiar su estructura. A su vez, se ha comprobado que durante la reaccién
no se entrecruzan los residuos tirosina de la proteina (Figura 23B). De igual manera, el comportamiento
descrito en presencia de Cu?*, ha sido también observado al utilizar Fe3>* como catalizador (Figuras 23C
y 23D).
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Figura 21. Estudio de la capacidad de la a-Syn para secuestrar los radicales libres generados durante la
degradacion oxidativa del AA. A) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la sefial correspondiente a la a-
Syn a tiempo 0 (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM (==) 0 AA 70uM + Cu?* 2,5uM (==).
B) Espectros de fluorescencia (Aex=325nm) de la a-Syn a tiempo O (==) y después de 150 min de incubacidn en
presencia de AA 70uM (—), AA 70uM + Cu?* 2,5uM (==), AA 70uM + Cu®* 5uM (), AA 70uM + Cu?* 10uM (=),
AA 70uM + Cu?* 20puM (=) y AA 100pM + Cu?* 10uM (). C) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la
sefial correspondiente a la a-Syn a tiempo 0 (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM + Fe3*
2,5uM (==). D) Espectros de fluorescencia (Aex=325nm) de la a-Syn a tiempo 0 (==) y después de 150 min de
incubacién en presencia de AA 70uM + Fe3* 2,5uM (=) y AA 100uM + Fe3* 10uM (==). Los datos experimentales
mostrados en los espectros de fluorescencia se han suavizado utilizando la funcion exponencial negativa del
programa SigmaPlot.

La presencia simultdnea de frataxina (Hfra o Yfh1l) y a-Syn en el medio de reaccién inhibe la
tendencia de la a-Syn a secuestrar los radicales formados durante la degradacidn del AA catalizada por
Cu?*, observando que el peso molecular de ambas proteinas se mantiene inalterado tras llevar a cabo
la reaccion. En el caso de la Hfra, se ha comprobado que su efecto inhibidor depende de la
concentracién de frataxina presente en el medio (Figuras 24A y 24B). Sin embargo, la presencia de Yfh1
inhibe por completo la tendencia de la a-Syn para secuestrar radicales, incluso cuando la
concentracién de Yfhl es inferior a la de la a-Syn (Figura 25A). Asimismo, cuando la reaccidn de
degradacion del AA estd catalizada por el Fe3* ninguna de las proteinas muestra un incremento en su
peso molecular (Figuras 24Cy 25B), tal y como se ha observado hasta ahora.

El hecho de que la Hfra haga que el peso molecular de la a-Syn se mantenga inalterado después
de haber sido incubada en presencia de AA y Cu?* debe estar relacionado con la capacidad de la Hfra
para impedir que la a-Syn secuestre radicales HO® y sugiere que la Hfra es capaz de proteger a la a-Syn
impidiendo que su estructura se vea dafiada por el secuestro de radicales libres.
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Por otro lado, el hecho de que el peso molecular de la Yfh1l y de la a-Syn se mantenga inalterado
cuando las dos proteinas se incuban de forma conjunta en presencia de AA y Cu?* se puede atribuir a
la gran capacidad de la Yfh1 para inhibir la degradacidn del AA, impidiendo la formacién de radicales
libres que puedan ser secuestrados por las dos proteinas.

En base a los resultados obtenidos, el hecho de que la frataxina (Hfra o Yfh1) impida que la a-Syn
secuestre radicales libres apoya la idea de que esta proteina pueda ser utilizada farmacolégicamente
como terapia contra la EP [Kim, 2012], ya que impediria que proteinas como la a-Syn puedan ser
dafiadas por las especies radicalarias y dar lugar a la formacidn de los cuerpos de Lewy presentes en
las neuronas de pacientes con EP. Ademas, su presencia en la célula reduciria la formacién de radicales
libres, tal y como se ha demostrado en los experimentos en los que se ha estudiado la oxidacion de la
fluoresceina, por lo que la frataxina también podria ser utilizada como farmaco en otras enfermedades
inducidas por las ROS.
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Figura 22. Estudio de la capacidad de la Hfra para secuestrar los radicales libres generados durante la degradacion
oxidativa del AA. A) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la sefial correspondiente a la Hfra a tiempo
0 (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM (==) o AA 70uM + Cu?* 2,5uM (==). B) Espectros de
fluorescencia (Aex=325nm) de la Hfra a tiempo O (==) y después de 150 min de incubacidn en presencia de AA
100uM + Cu?* 10uM (==). C) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la sefial correspondiente a la Hfra a
tiempo O (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM + Fe3* 2,5uM (==). D) Espectros de
fluorescencia (Aex=325nm) de la Hfra a tiempo O (==) y después de 150 min de incubacidn en presencia de AA
100puM + Fe3* 10uM (==). Los datos experimentales mostrados en los espectros de fluorescencia se han suavizado
utilizando la funcidn exponencial negativa del programa SigmaPlot.
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Figura 23. Estudio de la capacidad de la Yfhl para secuestrar los radicales libres generados durante la
degradacion oxidativa del AA. A) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la sefial correspondiente a la
Yfh1 a tiempo O (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM (=) o AA 70uM + Cu?* 2,5uM (==).
B) Espectros de fluorescencia (Aex=325nm) de la Yfh1 a tiempo O (==) y después de 150 min de incubacién en
presencia de AA 100pM + Cu?* 10uM (==). C) Espectro MALDI-TOF/TOF en el que se muestra la sefial
correspondiente a la Yfh1 a tiempo O (==) y tras 150 min de incubacién en presencia de AA 70uM + Fe3* 2,5uM
(==). D) Espectros de fluorescencia (Aex=325nm) de la Yfh1 a tiempo O (==) y después de 150 min de incubacidn
en presencia de AA 100pM + Fe3* 10uM (==). Los datos experimentales mostrados en los espectros de
fluorescencia se han suavizado utilizando la funcidn exponencial negativa del programa SigmaPlot.
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Figura 24. Estudio del efecto que causa la presencia conjunta de Hfra y a-Syn sobre el secuestro de radicales
procedentes de la degradacién oxidativa del AA. Espectros MALDI-TOF/TOF de mezclas de reaccion compuestas
por: A) AA 70uM + Cu?* 2,5uM + Hfra 5uM + a-Syn 10uM; B) AA 70uM + Cu?* 2,5uM + Hfra 10uM + a-Syn 10uM;
C) AA 70uM + Fe® 2,5uM + Hfra 5uM + a-Syn 10uM, a tiempo O (==) y tras 150 minutos de incubacién (==). La
linea verde de la figura A (==) muestra una ampliacion de la sefial procedente de la Hfra.
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Figura 25. Estudio del efecto que causa la presencia conjunta de Yfhl y a-Syn sobre el secuestro de radicales
procedentes de la degradacién oxidativa del AA. Espectros MALDI-TOF/TOF de mezclas de reaccidon compuestas
por: A) AA 70uM + Cu?* 2,5uM + Yfh1 5uM + a-Syn 10uM; B) AA 70uM + Fe3* 2,5uM + Yfh1 5uM + a-Syn 10uM,
a tiempo O (==) y tras 150 minutos de incubacion (==).

4.6. Estudio de la interaccidon de la frataxina humana y la frataxina de levadura
con la a-sinucleina

Después de analizar el efecto que causa la presencia simultanea de frataxina (Hfra o Yfh1) y a-Syn
sobre la formacidn y el secuestro de ROS, se estudio si se produce algun tipo de interaccion entre
ambas proteinas. El gel SDS-PAGE obtenido después de incubar la mezcla de proteinas (Hfra + a-Syn y
Yfhl + a-Syn) en presencia de EGS (Figura 26) no evidencio la aparicion de bandas debidas a la
formacion de oligdmeros de frataxina y a-Syn, lo que indica que las proteinas no se encuentran lo
suficientemente cerca en la disolucién como para interaccionar. Sin embargo, la Yfh1 incubada con
EGS dio lugar a la aparicidn de una banda en torno a los 40.000 Da, sugiriendo que la Yfh1 es capaz de
interaccionar consigo misma y de formar oligdmeros. Este hecho puede estar relacionado con la
presencia de residuos adicionales en el extremo N-terminal de la Yfh1 madura, respecto a la Hfra, los
cuales pueden facilitar la formacion de oligdmeros, tal y como han sugerido algunos autores [O’Neill,
2005; Ahlgren, 2017].
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Figura 26. Gel SDS-PAGE de muestras compuestas por: 1) a-Syn + EGS; 2) Hfra + EGS; 3) Yfh1 + EGS; 4)
a-Syn + Hfra + EGS; y 5) a-Syn + Yfh1 + EGS. En todos los casos, la concentracién de proteina fue 10 uM
y la de EGS 0,1mM. M hace referencia al marcador utilizado (peso en kDa) (Thermo Scientific 26614).

A partir de los espectros MALDI-TOF/TOF también se ha podido comprobar que la frataxina y la a-
Syn no interaccionan entre si en la disolucién (Figura 27), ya que la aparicion de picos en torno a los
30.000 Da se da tanto en presencia como en ausencia de EGS. Ademas, la aparicién de estas sefiales
ocurre tanto en las mezclas de frataxina y a-Syn (Figura 27) como en las muestras de las proteinas
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aisladas (Figura 28). Es por ello que la apariciéon de estas sefales debe ser consecuencia de la
interaccion de las proteinas cuando son ionizadas por el laser del MALDI, no debido a la formaciéon de
enlaces covalentes mediante entrecruzamientos con EGS.
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Figura 27. Estudio de la formacién de dimeros de a-Syn + Hfra (A) y a-Syn + Yfh1 (B). Espectros MALDI-TOF/TOF
de mezclas de proteina 10/10uM, en DT4, en ausencia (==) y en presencia (==) de EGS (0,1mM). Los pesos
moleculares aproximados de las proteinas son: 14.450 Da (a-Syn), 13.600 Da (Hfra) y 13.770 Da (Yfh1).
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Figura 28. Estudio de la formacion de dimeros de a-Syn (A), Hfra (B) y Yfh1 (C). Espectros MALDI-TOF/TOF de
muestras de proteina 10uM, en DT4, en ausencia (==) y en presencia (==) de EGS (0,1mM). Los pesos
moleculares aproximados de las proteinas son: 14.450 Da (a-Syn), 13.600 Da (Hfra) y 13.770 Da (Yfh1).

Estos resultados sugieren que el efecto protector de la frataxina sobre la a-Syn frente al estrés
oxidativo comprobado en este trabajo no implica la interaccion de las proteinas, sino que la simple

presencia de frataxina en el medio es capaz de evitar que proteinas como la a-Syn sean oxidadas por
las ROS.
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5. CONCLUSIONES

Con el fin de estudiar la actividad antioxidante de las frataxinas (Hfra y Yfh1), en este trabajo de

fin de master se ha analizado la capacidad de estas proteinas para inhibir la formacion de ROS

procedentes de la degradacion oxidativa del AA y su capacidad para secuestrar radicales libres.

Ademas, con el objetivo de determinar si la presencia de frataxina es capaz de proteger a la a-Syn del

estrés oxidativo, se ha estudiado la capacidad de inhibicidon y de secuestro de ROS de la mezcla de

frataxina y a-Syn y se ha analizado si los resultados se deben a la interaccion entre ambas proteinas.

De esta manera, los resultados obtenidos en este trabajo han permitido concluir que:

a)

b)

c)

d)

f)

g)

h)

La velocidad de degradacion del AA en ausencia de proteinas es directamente proporcional a
la concentracién de fosfato e inversamente proporcional a la concentracion de NacCl utilizadas
para preparar la disolucién tampdn con la que se ha abordado el trabajo.

La capacidad de las proteinas (Hfra, Yfh1 y a-Syn) para inhibir la degradacion del AA catalizada
por Cu?* o Fe3* estd relacionada con la afinidad de las mismas por el catién metalico, de manera
gue cuanto mayor es ésta, menor es la velocidad de degradacion del AA. Ademas, la presencia
de determinadas regiones secuenciales en la proteina puede acelerar la degradacion
estudiada. Asi, la capacidad de las proteinas para inhibir la degradacion del AA sigue el orden:
Yfhl > a-Syn > Hfra.

Las tres proteinas utilizadas en este trabajo (Hfra, Yfhl y a-Syn) son capaces de inhibir la
formacion de radicales libres procedentes de la degradacién del AA catalizada por Cu?* y de
retrasar la formacién de H,0, tanto si el catalizador es el Cu** como el Fe*, reduciendo asi la
concentracién de ROS que se generan.

La a-Syn secuestra radicales O;"" y HO® dando lugar a un aumento de su peso molecular y al
entrecruzamiento parcial de residuos tirosina. La Hfra también secuestra radicales O,y sufre
oxidaciones que se ven reflejadas en el aumento de su peso molecular. Sin embargo, sus
residuos tirosina no se entrecruzan. La Yfh1, a pesar de ser capaz de secuestrar radicales O,"~
y HO®, inhibe por completo la degradacién del AA evitando que su estructura se vea dafiada
por el secuestro de radicales.

La presencia conjunta de frataxina (Hfra o Yfh1) y a-Syn dirige la degradacién del AA catalizada
por Fe3* hacia la formacién de H,0,, siendo ésta la ROS menos reactiva que podria generarse.

La presencia conjunta de Hfra y a-Syn protege a la a-Syn del dafo oxidativo causado por los
radicales HO®, inhibiendo la capacidad de ésta para secuestrarlos.

La presencia conjunta de Yfh1y a-Syn no hace que la a-Syn pierda su capacidad para secuestrar
radicales libres. Sin embargo, la Yfh1 es capaz de inhibir por completo la degradacion del AA,
impidiendo que se generen las ROS correspondientes. Es por ello que la Yfh1 también protege
a la a-Syn del dafio oxidativo.

El efecto protector de la frataxina (Hfra o Yfh1) sobre la a-Syn no se debe a interacciones fisico-
guimicas entre las dos proteinas.
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6. ANEXOS
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Figura Al. Espectro de masas ESI-Orbitrap de la a-Syn producida y purificada en este trabajo. Utilizando el
programa Protein Deconvolution 3.0 (Thermo) se ha podido determinar el peso molecular exacto de la proteina
(14451,263 Da).
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Figura A2. Degradacién del dcido ascérbico solo (¢) y en presencia de Cu?* 2,5uM (e), Fe3* 2,5uM (), EDTA 5uM
(o), EDTA5uM + Cu?* 2,5uM () y EDTA 5uM + Fe3* 2,5uM (e). En todos los casos la concentracién de AA es 70uM.
En la figura se muestra una ampliacién de los tres perfiles cinéticos obtenidos al afiadir EDTA al medio de reaccién
para poder apreciar la diferencia de absorbancia con mayor claridad.
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Figura A3. Degradacion del &cido ascérbico solo (*) y en presencia de Cu?* 2,5uM (e), Fe3* 2,5uM (¢), a-Syn 10uM
(®), Hfra 10uM (e) y Yfh1 0,5uM (e). En todos los casos la concentracion de AA es 70uM.
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Figura A4. Formacién de radicales HO® procedentes de la degradacion del AA catalizada por Cu?*y Fe®*. Medicién

de la intensidad de fluorescencia a 450nm (Aex=395nm) del Acido 7-OH-3-Coumarin Carboxilico en presencia de
AA 70 pM (=), AA 70 UM + Cu?* 2,5uM (e) y AA 70 pM + Fe3* 2,5uM ().
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Figura A5. Estudio de la capacidad de la Hfra para inhibir el secuestro de radicales HO® por parte de la a-Syn.
Espectros de absorcion de la reaccidn realizada por el método CUPRAC en ausencia de proteinas (=) y en
presencia de Hfra 10uM (==), a-Syn 10uM (), Hfra 10uM + a-Syn 10uM (==), Hfra 5uM + a-Syn 10uM (==) y
Hfra 2,5uM + a-Syn 10uM (==).
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