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Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) esta considerada como la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente, después del Alzheimer. La EP es una enfermedad
progresiva del sistema nervioso que afecta al movimiento y afectar al 1% de las personas
mayores de 60 anos. Los sintomas de la EP incluyen rigidez muscular, temblores y
cambios en el habla. En Espafia, la EP afecta aproximadamente a unas 150.000 personas
y se suelen detectar unos 10.000 nuevos casos anualmente, segun la Sociedad Espafiola
de Neurologia (SEN). Este mismo organismo estima que el nimero de afectados se
duplicara en 20 afios y llegara a triplicarse para el 2050 [Benito Ledn, 2018].

La a-sinucleina (aSin) es una proteina de gran interés para los investigadores de
la enfermedad del Parkinson porque es un componente importante de los cuerpos de
Lewy que son el sello patolégico de la EP. Aunque muchos estudios relacionan a la aSin
con la EP, a dia de hoy se desconoce el mecanismo de actuacion y la funcién de la aSin
en la EP.

Adicionalmente, la exposicion ocupacional a ciertos metales parece ser un factor
de riesgo para la EP. Estudios in vitro demuestran que la presencia de cationes metalicos
puede inducir cambios estructurales en la aSin y acelerar su agregacién. La actividad
redox de los cationes metalicos conduce a la formacidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que hace aumentar los efectos nocivos de la aSin en la EP. Por otra parte, la
estructura y la funcién de la aSin también pueden ser alteradas por modificaciones
postraduccionales (MPTs) como son la oxidacidn, fosforilaciéon, nitracion, glicacion y la N-
acetilacién.

En este trabajo se ha estudiado la interaccidon que se establece entre la aSin, en
su forma nativa y algunas de sus MPTs, con algunos cationes metalicos relevantes a nivel
bioldgico. En la primera parte de este trabajo final de grado (TFG), se determinan las
constantes de unién proteina-metal mediante dos técnicas diferentes: espectroscopia
de fluorescencia y calorimetria de titracion isotérmica (ITC). Los valores de las
constantes de asociacion obtenidos indican una menor capacidad de unién entre las
diferentes MPTs y los cationes metalicos analizados en este TFG.

En segundo lugar, se ha analizado como la presencia de ciertos cationes
metalicos puede alterar la formacién de fibras de la aSin en su forma nativa, en su forma
glicada y en su forma oxidada. Se ha comprobado que la presencia de Al(lll) favorece la
formacion de fibras en la aSin nativa. En cambio, la formacion de fibras en las MPTs
analizadas en este trabajo no se ven afectadas por la presencia de cationes metalicos.



1. Introduccion

1.1.  Funciony estructura de la a-sinucleina

La a-sinucleina (aSin) es una proteina pequefia (14 kDa) que pertenece a la familia
de las proteinas intrinsecamente desordenadas. Se encuentra principalmente en los
terminales nerviosos presinapticos del cerebro, aunque también se ha detectado en
cantidades mdas pequefias en el corazén, los musculos y otros tejidos. La funcién
concreta de la aSin no se conoce con exactitud, aunque su presencia en las
terminaciones nerviosas apunta que podria participar en la sintesis de
neurotransmisores y en el mantenimiento de vesiculas sinapticas [McCann, 2014].

En los ultimos afos se ha asociado a la aSin como un regulador principal de la
enfermedad de Parkinson (EP), por las siguientes evidencias experimentales: a) se han
observado diversos puntos de mutacion de la aSin (por ejemplo, A30P, E46K y A53T,
entre otros) que aceleran la enfermedad de Parkinson y b) los cuerpos de Lewis y
neuritos de Lewis, lesiones caracteristicas de la EP, estan compuestos por fibras de aSin
[Burre, 2012]. Asi pues, la aSin es una proteina de gran interés bioldgico ya que es
considerada un marcador de la enfermedad del Parkinson.

La aSin es una proteina de 140 aminoacidos (Figura 1) que se pueden agrupar en
tres regiones: la regién N-terminal que consta de 60 residuos que contienen cuatro
repeticiones imperfectas de 11 aminodacidos con un motivo hexamérico de KTKE(G)V,
con propensidén a adoptar una estructura helicoidal; una region central hidrofébica
conocida como componente no amiloideo (NAC) que va del residuo 61 al 95 de caracter
hidrofébico y esenciales en el proceso de agregaciéon y de interaccion con membranas
bioldgicas; y la regién C-terminal (residuos 96-140), rica en residuos acidos y prolinas, y
gue contiene tres residuos de tirosina conservados [Plotegher, 2014].

I(9-19) IT (20-30) III (3;-41) IV (42-52)
1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
_— =

N-Terminus

V(s7-67) VI (68-78) VII (79-89)
51 GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL

NAC C-Terminus

101 GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

C-Terminus

Figura 1. Secuencia primaria de la aSin y su organizacion. Siete repeticiones imperfectas de 11
residuos estdn resaltadas y designadas con niimeros romanos. Las regiones que adoptan conformacion
helicoidal en presencia de micelas estdn subrayadas en azul. Los sitios de mutacion que se conocen, 0

que se cree que causan la EP, se indican con letras rojas [Burre, 2012].



Aunque la aSin es una proteina desordenada en disolucién acuosa, en 2011
Bartels y col., y Wang y col. sugirieron que podia adoptar una estructura tetramérica
cuando ésta se une a membranas o vesiculas con fosfolipidos [Bartels, 2011]. Esta
estructura se forma por uniones ditirosinicas entre las diferentes cadenas. Actualmente
estd aceptado que la aSin intracelular es monomérica, adoptando una conformacién
colapsada alrededor del centro hidrofébico (NAC) [Theillet, 2016], y en algunos casos,
puede adoptar una estructura definida tras su unién a otras macromoléculas. La
ausencia de orden en la aSin se debe principalmente a la elevada carga que provoca una
repulsion electrostatica importante, y a su baja hidrofobicidad. La ausencia de orden en
la aSin no es total, ya que segun la unidon que establezca con otras macromoléculas
adoptard una conformacién o estructura secundaria que afectara a su funcionalidad.
[Wang, 2011].

1.2.  Proceso de agregacion y formacion de fibras

Como se ha mencionado anteriormente, las fibras de aSin son los mayores
componentes de los cuerpos de Lewy, sello intraneuronal de la EP. La formacion de los
agregados de aSin se inicia a partir del mondmero, el cual puede sufrir cambios
conformacionales que dan lugar a especies intermedias parcialmente plegadas [Kumar,
2007]. Las especies actuan como moldes para el ensamblaje de otros monémeros,
formando oligédmeros solubles. Posteriormente, como se puede observar en la Figura 2,
dichos oligdmeros sufren un crecimiento que tiene como resultado la formacion final de
fibras amiloideas, pudiendo ser éstas de diferente morfologia.
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Figura 2. Modelo de fibrilacion de aSyn [Kumar, 2007]

Estudios de difraccion de rayos X de las fibras de aSin muestran un patrdn estructural
caracteristico que consiste en la formacidon de laminas B colocadas perpendiculares al
eje longitudinal de la fibra. [Serpell, 2000]. El dominio de la lamina B esta formado por
12 aminoacidos (V/*TGVTAVAQTV®®) del dominio central NAC y dicha organizacién
implica un incremento de la hidrofobicidad de la estructura.



Las mutaciones A30P y E46K en la aSin son las que esencialmente inducen el
desarrollo de la EP, acelerando la formacion de oligdmeros y fibras [Ono, 2011]. Otros
factores enddgenos y exdgenos como la exposicion a metales, pesticidas,
modificaciones postraduccionales (MPTs) e interacciones proteina-proteina
[Deleersnijder, 2013] también facilita la formacién de agregados proteicos.

1.3. Capacidad de la a-sinucleina para unirse a cationes metalicos

Segun estudios epidemioldgicos realizados por Rybicki y col., la exposiciéon
ocupacional a metales como aluminio, cobre, hierro, manganeso, mercurio, plomo o
zinc es un factor de riesgo para la enfermedad de Parkinson [Rybicki, 1993]. Se ha
demostrado que la modificacién de la concentracién de estos cationes metalicos en el
organismo induce disfunciones neuronales. Ademas, estudios post-mortem en
pacientes con la EP han revelado una concentracién andmala de Fe(lll), Zn(lIl), Mg(ll),
Pb(I1), Mn(ll) y Al(lll) en el cerebro [Breydo, 2012] y de Cu(ll) en el fluido cerebroespinal
[Pall, 1987].

El efecto de los metales en la fibrilaciéon de la aSin estd determinado por las
propiedades quimico fisicas de su unién. Por esta razon, es importante conocer: a) los
sitios de anclaje de la aSin con los cationes metdlicos; b) las caracteristicas geométricas
de los complejos que se formen; c) sus constantes de asociacion; y d) el efecto de dicha
unién sobre la estructura conformacional de la aSin.

El Cu(ll) es uno de los cationes mas estudiados. Se han identificado tres zonas de
union del Cu(ll) en la proteina. Una primera zona de alta afinidad en la seccién N-
terminal entre los residuos 1-5 (K4~ 0,1 — 1uM); un segundo sitio de baja afinidad
cercano a la His50 (K4 = 1mM) y un tercer sitio, también de baja afinidad, en la regién
C-terminal (residuos 116 y 127), con un valor de K4 > 1mM [Rasia, 2005]. También se
han realizado estudios con el Cu(l), ya que es la forma predominante del cobre en los
ambientes reductores de las células. A partir de estudios realizados con Ag(l)
(electronicamente equivalente al Cu(l)) se determind que la aSin presenta dos sitios de
union, que abarca las regiones 1-5y 116-127. La afinidad en este caso es mayor, con
valores de K4 del orden de micromolar [Camponeschi, 2013].

Mediante estudios de RMN se ha comprobado que el Fe (ll) se une a la aSin en
la region C terminal, concretamente en los residuos Asp-121, Asn-122 y Glu-123, como
lo hacen otros metales divalentes [Binolfi, 2006]. Mediante la combinacidn de ESI-MS y
voltametria ciclica, se determiné que la constante de unién con Fe (lll) era de 1,2 -
1013M~1 [Sun, 2012]. En este mismo estudio, se demostré una baja afinidad para el
Mn(Il), en el rango de 1mM con los mismos residuos peptidicos que el Fe(ll).

Un trabajo reciente sugiere que, en la célula, la aSin se encuentra acetilada en la
posicion N terminal [Fauvet, 2012]. Esta modificacidn altera la capacidad de unién de la
aSin a los cationes metalicos. Por ejemplo, bloquea el anclaje del nitrégeno a-amino de
la Met1 al cation Cu(ll) e impide la formacién del complejo. Estudios recientes realizados
por Ramis y col. en los que se ha utilizado la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
indican que el Al(lll) y el Cu(ll) forman complejos tetracoordinados de gran estabilidad
con la forma acetilada de la aSin con los residuos 49-50 y 119-123. Con el aluminio se
forma un complejo tetraédrico mientras que con el Cu(ll) se forma un complejo plano
cuadrado distorsionado [Ramis, 2017].



1.4. Modificaciones postraduccionales (MPTs) de la a-sinucleina

En general, las MPTs son modificaciones quimicas que se dan sobre las proteinas una
vez han sido sintetizadas. Las MPTs implican la adicién covalente de un grupo funcional
sobre un sitio especifico de la proteina, cambio que puede alterar su estructura y
funcionalidad. Se han detectado diversas modificaciones postraduccionales en los
depdsitos insolubles de aSin aislados de personas que fallecieron debido a la EP que son
de caracter no enzimatico y aparecen debido al incremento del estrés oxidativo. Estas
modificaciones incluyen la nitracion de tirosinas, la oxidaciéon de metioninas y la
glicacién de lisinas [Sun,2012]. Por lo cual, el estudio de las MPTs en la aSin es de suma
importancia en la compresion de los mecanismos moleculares que inducen al desarrollo
del EP.

Las MPTs modifican las propiedades de la aSin, como por ejemplo su afinidad a
los cationes metalicos. Se ha comprobado que tras la fosforilacién en el extremo C-
terminal de los residuos Ser-129 o Tyr-125 se altera la afinidad de unién a los metales.
Tras la fosforilacién en las posiciones de unidn, la aSin aumenta su afinidad de union por
el Cu(ll), Pb(Il) y Fe(ll), pero no por el Fe(lll) [Anderson, 2006].

En este trabajo, se han estudiado dos de las MPTs que se dan in vivo en la aSin
como son la glicacién de los residuos lisina y la oxidacion de grupos metionina, y se
comentan de forma resumida en el apartado siguiente.

1.4.1. Glicacién de residuos lisina

La glicacion es un proceso no catalitico que consiste en la condensacién de los
grupos amino libre de las proteinas con grupos carbonilo de azucares reductores para
dar lugar a una base de Schiff que, posteriormente, se reordena a una cetoamina o
compuesto de Amadori (Figura 3). Las bases de Schiff y los compuestos de Amadori
pueden sufrir procesos de oxidacién, deshidratacion y fragmentacién generando
compuestos carbonilicos y dicarbonilicos reactivos (RCS), asi como compuestos
reactivos de oxigeno (ROS) que aceleran la glicacién. En la etapa final, la evolucion del
compuesto de Amadoriy la accion de los RCS y ROS sobre las cadenas laterales proteicas
(p.e. lisinas, argininas y cisteinas) conduce a la formacién de los AGEs (Advanced
Glycation End Products), compuestos que se acumulan sobre las proteinas de larga vida
media y causan enormes dafios en su funcién y estructura [Salahuddins, 2014]. Los AGE
se acumulan a lo largo de la vida de una proteina, y el aumento de los niveles de
productos de reaccion de glicacién desempefia un papel importante en las
complicaciones diabéticas. Estudios recientes sugieren que la diabetes aumenta el
riesgo a desarrollar la EP en un 23% [Sun, 2012], dato que corrobora que la glicacion
estd directamente relacionada con la EP.
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Figura 3. Etapas en la reaccion de glicacion proteica.

Por otra parte, el compuesto intermedio de Amadori se reorganiza y se
descompone generando compuestos carbonilicos y dicarbonilicos que pueden
adicionarse a residuos proteicos y formar AGEs de diferente estructura quimica.

La aSin posee 15 residuos lisina en su secuencia primaria susceptibles de ser
glicados [Yang, 2017]: a) 11 en la zona N terminal -K6, K10, K12, K21, K23, K32, K34, K43,
K45, K58 y K60-; b) 1 en la NAC -K80- ; y c) 3 en la zona C terminal -K96, K97 y K102-. Los
AGEs caracterizados in vivo sobre la aSin son escasos. Castellani et al. detectaron que la
pentosidina y la pirralina se acumulan en la sustancia negra del cerebro de pacientes
con la EP [Castellani, 1996]. Otro estudio indicé que la N-g-carboximetillisina (CML) se
localizaba en los cuerpos de Lewy de pacientes con Parkinson [28]; mientras que otros
autores mostraron la formacién de los AGEs N-g-carbometillisina (CML) y N-¢-
carboxietillisina (CEL) en ratones infectados por compuestos neurotdxicos [Shults,
2006].

1.4.2. Oxidacion de residuos metionina

Los cationes metalicos estan presentes en pequefias cantidades en los seres vivos.
Sin embargo, la exposicidn crénica a niveles elevados de diferentes metales puede tener
efectos perjudiciales en la salud y puede provocar diferentes patologias.

Por otra parte, los cationes metdlicos son capaces de catalizar la oxidacidn de ciertos
aminodcidos presentes en la aSin. Todos los aminoacidos son susceptibles a la
oxidacion, aunqgue sus reactividades varian mucho [Stadtman, 2006]. La metionina y la
cisteina son los aminoacidos mas faciles de oxidar y son los Unicos en que los productos
de la oxidacion pueden, en algunas circunstancias, reducirse a los residuos de
aminodcidos nativos. La aSin al no presentar residuos cisteina en su estructura, sufrird
Unicamente la oxidacion de los residuos metionina. Los residuos metionina se oxidan
facilmente a sulféxido de metionina (MetO) por H,0,, hipoclorito, cloraminas y
peroxinitrito (todos estos oxidantes son producidos en sistemas biolégicos). Algunos
estudios han demostrado la existencia de agregados de aSin en pacientes de EP que
presentan sus metioninas oxidadas (M1, M5, M116 y M127), proceso que disminuye la
tendencia de la aSin a formar fibras [Ponzini, 2019].



2. Objetivo

Dada la importancia que tiene la formacidon de complejos entre la aSin y ciertos
cationes metalicos en el organismo, en este trabajo se estudiara la interaccion que se
establece entre la aSin y algunos cationes metalicos. Concretamente, se analizara la
afinidad de unién de cationes metdlicos con: a) la aSin en su forma nativa; b) la aSin en
su forma glicada, con todos los residuos lisina en forma de N-e-carboxietillisina (AGE
localizado en los cuerpos de Lewy de pacientes con Parkinson); y c¢) la aSin oxidada, con
los residuos metionina (M1, M5, M116 y M127) oxidados a sulfoxido de metionina.

Para analizar el efecto de las MPTs de la aSin sobre su afinidad de unién a cationes
metalicos, en este trabajo se han seleccionado los siguientes cationes metalicos: Cu(ll),
Fe(ll1) y AI(I1).

Los objetivos parciales que se plantean en este trabajo son los siguientes:

e Determinacidon de las constantes de unidén, mediante fluorescencia, de la forma
nativa, glicada y oxidada de la a-Sinucleina con cationes metalicos

e Determinaciéon de las constantes de unidn, mediante Calorimetria de Valoracién
Isotérmica (ITC), para la forma nativa y oxidada de la a-Sinucleina con Cu(ll).

e Influencia del Cu(ll), Fe(lll) y Al{lll) sobre la formacidon de fibras en la forma nativa,
glicada y oxidada de la a-Sinucleina.

3. Metodologia y material

3.1. Reactivos

La aSin fue producida por el grupo de Reactividad Molecular (ReacMol) del
departamento de quimica de la Universidad de las Islas Baleares (UIB). Para la
produccion se utilizé una cepa de bacterias E. Coli modificada genéticamente con un
plasmido que incluia la secuencia de nucleétidos que codifican para la aSin humana. La
aSin se purificd por cromatografia y se concentrd con el uso de una membrana de
5000Da como peso molecular de corte. La concentracién de la aSin se determind por
absorbancia molecular, el grado de pureza se determind usando SDS-PAGE y MALDI-
TOF/TOF y finalmente la masa exacta se obtuvo usando un espectrémetro de masas.
[Martinez-Orozco, 2019].

A partir de la aSin producida, el grupo de ReacMol también produjo las diferentes
MPTs. La proteina oxidada se llevd a cabo siguiendo el protocolo publicado por Uversky
y col., donde la proteina se oxida en presencia de H,O, a pH 8 durante 20 min a
temperatura ambiente [Uversky, 2001]. Por otra parte, para la produccion de la aSin
glicada en forma N-g-carboxietillisina se hizo reaccionar la proteina con acido piravico y
NaBHsCN durante 48h y a 50°C.
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b)

c)

El resto de reactivos fueron adquiridos a través de las siguientes empresas
comerciales:

- Scharlau: Acido clorhidrico (1N), Hidréxido de sodio (1N), Cloruro de hierro(lll)
hexahidratado, Cloruro de aluminio(lll) hexahidratado

- Sigma-Aldrich: Tioflavina T

- Avantor: Cloruro de sodio

- Fisher Scientific: Tampon Tris (tris(hidroximetil)aminometano)

- Panreac: Cloruro de cobre(ll) dihidratado.

3.2. Procedimientos y técnicas experimentales

3.2.1. Preparacién de disoluciones
a) Preparacion de la disolucion tampdn

Los estudios realizados en este trabajo se han realizado a pH 7,4. Se ha utilizado el
compuesto Tris para preparar las disoluciones tamponadas. Ademas, se hizo uso de
acido clorhidrico o hidroxido sodico 1N para ajustar el valor de pH. Se utilizé un pH-
metro digital Crison modelo Basic 20+ que presenta un electrodo de vidrio Crison
modelo 50 29. Las disoluciones resultantes se filtraron con un filtro de membrana de
nailon con un diametro de poro de 45um y se mantuvieron a 5°C hasta su utilizacion.

En el estudio de la interaccién entre la aSin y los cationes metalicos se utilizé un
tampdn Tris 20mM de pH 7,4 y ademas se ajusto la fuerza idnica con NaCl 150mM. Por
otra parte, para el estudio de la formacion de fibras en presencia de metales también se
utilizé el tampdn Tris 20mM de pH 7,4 y NaCl 150mM. Para las lecturas de fluorescencia
mediante Tioflavina T se utilizé un tampdn Tris 20mM pH 8, ya que es el pH en que se
obtiene mayor sensibilidad [Uversky,2001].

Disolucién de cationes metalicos

Se prepararon disoluciones 4mM de AICl;, CuCl, y FeCls a partir de las
correspondientes sales de cloruro comercial utilizando como disolvente la disolucion de
tampdn Tris 20mM pH 7,4 y NaCl 150mM. Se comprobd que no hubiese problemas de
precipitacion (formacion de hidroxidos) en estas condiciones.

Disolucion de Tioflavina T

Para la determinacion de fibras de aSin se utilizé una disolucién de Tioflavina T
(ThT). Se ha demostrado que a pH > 9 se produce un proceso de hidroxilacion reversible,
proceso que afecta a la intensidad de fluorescencia de la ThT, impidiendo el seguimiento
de deteccion de fibras proteicas [Fodera, 2008]. Por este motivo, se prepard una
disolucién stock 1ImM de ThT a pH 7,4 en tampodn Tris 20mM y NaCl 150mM.
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3.2.2. Medidas de fluorescencia

La presencia de cuatro residuos de tirosina (Y39, Y125, Y133 y Y136) fluorescentes
en la estructura primaria de la aSin permite aplicar la espectroscopia de fluorescencia
para determinar las constantes de unidon metal-aSin. Por otra parte, con la utilizacion
del fluoréforo ThT se pudo realizar un seguimiento de la formacion de fibras en
presencia de los diferentes cationes metalicos.

3.2.2.1. Interaccion entre la a-sinucleina y diferentes cationes metdalicos

Mediante la fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina se puede estudiar
como los diferentes cationes metalicos interaccionan con la aSin. Los residuos tirosina
se excitaron a 275nm vy la lectura se hizo desde 290 a 350nm. En este experimento se
utilizé un espectrofluorimetro modelo Varian Cary Eclipse, equipado con un porta-
cubetas controlado con un Peltier que permitié mantener la temperatura constante a
37°C.

El procedimiento experimental fue el siguiente. Se afiadié 1mL de tampdn Tris
20mM, pH 7,4 en presencia de NaCl 150mM en la cubeta de fluorescencia. A
continuacion, se afiadieron los voliumenes correspondientes de las diferentes
disoluciones tamponadas de aSin nativa, oxidada y glicada para obtener una
concentracion 4,5uM de dicha proteina en la cubeta. Los diferentes espectros se fueron
registrando a medida que se anadian alicuotas de 10uL de la disoluciéon de catidn
metalico, hasta saturar la proteina con el cation. Ademads, se corrigieron los datos
debido al proceso de dilucién de la proteina. El experimento se realizé por triplicado
para asi poder obtener un valor de desviacion.

3.2.2.2. Estudio de la formacion de fibras en presencia de cationes metdlicos

Desde su primera descripcion en 1959, el fluordforo Tioflavina T es uno de los
compuestos mas utilizados para la deteccion de fibras proteicas tanto in vivo como in
vitro [Biancalana, 2010]. En disolucién, la ThT es un fluoréforo que no presenta
fluorescencia, ya que los estados excitados se desactivan térmicamente (desactivaciéon
no radiante) debido a la capacidad del fluordforo para girar alrededor del eje central de
su estructura molecular (Figura 4).

CH3
N

Figura 4. Estructura molecular de la Tioflavina T. La union entre los anillos benzotiazol y
aminobenceno permite la torsion entre si, lo que resulta en una desactivacion no radiante de los estados
excitados [Biancalana, 2010].

En presencia de fibras, el ThT puede incorporarse en las cavidades producidas por
la estructura cuaternaria de la proteina. De esta forma, la rotacidn se ve restringida, lo
qgue resulta en un aumento significativo del rendimiento cudntico de fluorescencia
[Biancalana, 2010].
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Esta descrito que la formacion de fibras de aSin depende de la concentracion de
proteina, el tiempo de incubacion, la agitacién y la temperatura [Uyersky, 2001]. En este
trabajo, se controlaron todas estas condiciones y se establecieron las condiciones
experimentales en las que durante el experimento la muestra control (formada por la
proteina en ausencia de cationes) no formase fibras en comparacion a las muestras que
presentasen cationes metalicos.

Para la monitorizacién de la formacién de fibras se utilizé un Eppendorf de 1mL.
Se adiciond el volumen necesario de las diferentes disoluciones tamponadas de aSin
nativa, oxidada y glicada para obtener una concentracién 30uM de dicha proteina. Para
determinar cdmo los diferentes cationes metalicos afectan a la formacion de fibras, se
anadié el volumen correspondiente de la disolucién madre 4mM para lograr una
concentracion final 150uM de catidn en el Eppendorf. Se completd el volumen restante
del Eppendorf con la disoluciéon tampdn Tris 20mM pH 7,4 y 150mM NaCl.

La muestra elaborada se incubé a 37°Cy 750rpm durante 4 dias. Para ello se
utilizé un Thermo Shaker modelo TS-100 de la casa comercial Biosan. Por ultimo, para
realizar las lecturas de fluorescencia, en una cubeta de fluorescencia se adicion6 1mL de
tampon Tris 20mM pH 8, 50uL de la disolucién 1mM tamponada de Tioflavina-T y 30uL
de la muestra elaborada de proteina. La fluorescencia de ThT se registrd
inmediatamente después de la adicion de alicuotas de proteina a la mezcla de ThT de
470 a 560nm utilizando una longitud de excitacidon de 450 nm. Las medidas se realizaron
a temperatura ambiente utilizando un espectrofluorimetro modelo RF-5301PC de la
marca comercial Shimadzu. La fluorescencia de ThT se siguid a pH 8,0 ya que
previamente se comprobd que a este pH la sefial de fluorescencia era adecuada. El
experimento se realizd por duplicado.

3.2.3. Experimentos de calorimetria de valoracion isotérmica (ITC)

La calorimetria de valoracidn isoterma es una técnica calorimétrica utilizada en
estudios de biofisica y de farmacologia que permite determinar cuantitativamente de
manera directa diferentes parametros termodindmicos de unidn entre una proteina y
un ligando o catién metdlico. Los diferentes parametros se obtienen mediante la
medicién del calor liberado o absorbido a presidon constante durante una reaccién dada
[Makoska, 2016]. Asimismo, con el tratamiento matematico adecuado se puede obtener
el valor de la constante de unién aSin-metal.

Las mediciones de ITC se realizaron por duplicado en un instrumento de la marca
TA, modelo nano-ITC, a 25°C. La celda de medida se llend del volumen necesario de las
diferentes disoluciones tamponadas de aSin nativa y oxidada para obtener una
concentracion 200uM de dicha proteina, y se mantuvo a una agitacion de 250rpm. En la
jeringa de inyeccién de 50uL, se introdujo una disolucién de Cu(ll) 2mM vy glicina 4mM
en tampodn Tris pH 7,4 y NaCl 150mM. Ambas disoluciones fueron desgasificadas antes
de su uso. A continuacion, la disolucién de aSin fue valorada con 30 inyecciones de
1,43uL de Cu(ll), y con espacios entre inyecciones de 400s. Las valoraciones se realizaron
a 25°C. Finalmente, los datos obtenidos fueron analizados mediante el modelo de ajuste
Sequential Three Site (S3SM) en el software Nano Analyzer, a un intervalo de confianza
del 90%.
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3.2.4. Experimentos de dispersion dindmica de luz (DLS)

Se han realizados experimentos de dispersiéon dinamica de luz (DLS) para
determinar la formacién de agregados proteicos en presencia de Al(lll). Si se incide con
un haz de luz monocromatica, como un laser, sobre una solucién con particulas en
movimiento browniano, se provoca un efecto Doppler cuando la luz incide en la
particula en movimiento. Una caracteristica de este movimiento browniano es que las
moléculas pequefias se mueven mas rapido que las grandes. Tras la irradiacion con luz
monocromatica visible de alta coherencia espacial y temporal, se dispersa una pequeiia
fraccidén de luz. La intensidad de esta luz dispersada fluctia en funcién del tiempo debido
a que las distancias entre las particulas van continuamente cambiando. Esto lleva a una
interferencia constructiva o destructiva. La fluctuacion de intensidad en funcién del
tiempo puede ajustarse a una funcion de autocorrelacion. La decadencia de la
correlacién estd directamente relacionada con el movimiento de las particulas, a su
coeficiente de dispersion, y por lo tanto a sus dimensiones [Lorber, 2012].

Este estudio se ha realizado para la aSin en su forma oxidada y en su forma glicada.
En un Eppendorf de 1mL se adiciond el volumen necesario de las diferentes disoluciones
tamponadas de aSin oxidada y glicada para obtener una concentracion 30uM de
proteina. Seguidamente, se adicioné el volumen necesario de Al(lll) para lograr una
concentracion final de 150uM en el Eppendorf. Se completd el volumen restante con la
disolucién tampdn Tris 20mM pH 7,4 y NaCl 150mM. La muestra resultante se incubd a
37°Cy 750rpm durante 4 dias, se utilizé un Thermo Shaker modelo TS-100 de la marca
comercial Biosan.

Se realizd una lectura diaria de DLS utilizandose 200uL de la disolucién anterior.
Las medidas se obtuvieron a una temperatura de 25°C con el DLS Zeta Potential
Analyzer, modelo ZS90 de la marca comercial Malvern. Se utilizé una radiacion laser raja
de una longitud de onda de 633nm vy la lectura se realizé a 90°.

3.2. Tratamiento matematico de los resultados experimentales

3.2.1. Determinacion de las constantes de unién mediante fluorescencia

La fluorescencia de una sustancia puede modificarse debido a un proceso
conocido como quenching o atenuacion de fluorescencia y se puede dar por dos
mecanismos: quenching dindmico y quenching estatico.

En los dos tipos de quenching se requiere el contacto molecular de la sustancia
atenuadora con el fluordforo. En el caso del quenching dindmico, el atenuador colisiona
con el fluoréforo cuando éste se encuentra en su estado excitado, provocando una
recuperacion rapida a su estado fundamental sin la emisién de un fotén. Mientras que
en el quenching estatico, la disminucién de la fluorescencia se debe principalmente a la
formacion de un complejo que no es fluorescente [Bharathi, 2008]. Ambos mecanismos
pueden ser descritos mediante la ecuacién de Stern-Volmer (1).

—=1+Kg -[Q] (1)
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Para un proceso controlado por difusion, Iy Iq son las intensidades de

fluorescencia en ausencia y presencia de quencher, respectivamente; K, es la
constante de Stern-Volmer; y [Q] es la concentracidén de quencher.

Para la determinacion de las constantes de unién se utiliza una segunda ecuacién
derivada de la ecuacién (1), conocida como ecuacién de Stern-Volmer modificada o
doble logaritmica, ecuacién (2) [Makowska, 2016; Wang, 2010].

IO - IQ
logI— = logKa + n - log[Q] (2)
Q
De la misma forma que antes, Iyy Iy representan las intensidades de
fluorescencia en ausencia y presencia de quencher (atenuador); Ka es la constante de
union entre ligando-proteina; y n representa el nimero de unién del quencher a la

proteina.

3.3.2. Seguimiento de la formacién de fibras.

Para analizar la formacién de fibras, se representa la intensidad maxima de
emisidon de la Tioflavina T frente al tiempo de incubacion (Figura 5). La formacién de
fibras transcurre en un proceso de tres etapas: a) una primera etapa de nucleacién
donde se forman los primeros fragmentos de fibras; b) una segunda etapa de
crecimiento de las fibras proteicas; y c) una etapa final de saturacién donde se llega a
un estado de equilibrio en la formacion de fibras.

La Ecuacidn 3 es una ecuacion empirica que representa una funcion sigmoidea.
Esta expresion ha sido utilizada ampliamente, ya que describe la cinética de formacion
de fibras proteicas [Nielsen, 2001].
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Figura 5. llustracion esquemdtica del aumento sigmoidal de la fluorescencia de Tioflavina T en la
formacion de fibras de oSin [Nielsen, 2001].

y representa la fluorescencia, x, es el

y = (Yi +m, ) + (yf + m}{_'xf) (3) tiempo en .que .f,e' registra el 50% de la

1+e 7 fluorescencia maxima. La constante de

velocidad aparente, kq, para el crecimiento

de las fibras viene dado por 1/t. m;y mrrepresentan la pendiente del periodo de incubacién y

del periodo de nucleacidn, respectivamente. Otro pardmetro caracteristico es el tiempo de
retraso o incubacidn que viene dado por x, — 2t.
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3.3.3. Determinacion de las constantes de unién mediante ITC

Integrando los datos de calor liberado, a presidon constante, por unidad de
tiempo (mJ/s) se puede obtener el cambio de entalpia en cada valoracién. Aplicando la
Ecuacidn (4) se puede determinar la constante de disociacion de la interaccion entre la
aSin y los diferentes cationes metalicos.

1
(14 [MInky + KalLeD) = [+ [MInKy + KalLe)? — 4[MInkZ[L71]
Q= 2K, %)
V-AH
Q representa el calor liberado, V es el volumen de la celda del calorimetro, AH
es la entalpia (kJ/mol), Kd (M) es la constante de disociacion, [M] y [Lt] representan la

concentracion de proteina y ligando respectivamente, y n representa el nimero de
unién.

La energia libre de Gibbs (AG) se determina a partir de la constante de unidn (5).
La variacidén de entropia (AS) se puede obtener de la segunda ley de la termodinamica

(6).
AG = —RT -InK  (5)

AG=AH —T-AS (6)

3.3.4. Analisis de los resultados obtenidos por DLS

Las condiciones experimentales que se han utilizado en este trabajo no son las
adecuadas para la correcta determinaciéon del radio hidrodindmico de los agregados
formados. Esto se debe a la baja concentracidn utilizada de proteina. De este modo,
Unicamente se ha podido realizar un analisis cualitativo de cdmo varia la formacion de
agregados en funcién del tiempo de incubacion.

4. Resultados y discusion

4.1. Determinacion de las constantes de union mediante fluorescencia

En la Figura 6 se muestra la variacion de la fluorescencia intrinseca de la aSin nativa
a medida que se aumenta la concentracién de cation metalico. Al aumentar la
concentracion de Cu(ll) y Fe(lll) la fluorescencia intrinseca de los residuos de tirosina
presentes en la aSin disminuye. En cambio, al incrementar la concentracién de Al(lll) |a
fluorescencia aumenta ligeramente. Los resultados que se han obtenido siguen el
mismo comportamiento que los obtenidos por Uversky y col. [Uversky, 2001]. La unidn
del Al(lll) a la aSin conduce a cambios en el entorno de los residuos de tirosina de la
proteina. El aumento en la fluorescencia intrinseca de la aSin se debe principalmente a
la inhibicion de grupos desactivadores de fluorescencia, en concreto grupos carboxilicos
y amida presentes en las cadenas laterales. Se ha descrito que dichos grupos, cercanos
a residuos de tirosina, interaccionan con el anillo aromatico excitado de la tirosina
provocando una disminucion de la fluorescencia intrinseca [Feitelson, 1969]. Por otra
parte, como se ha mencionado anteriormente, estudios DFT demuestran que el Al(llI)
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interacciona de manera importante con los residuos D-119, D-121, N-122 y E-123 que
estan cercanos a los residuos tirosina del extremo C-terminal. Asi pues, la interaccién
del Al(lll) provoca una disminucién de la desactivacion de estos grupos, aumentando asi
la fluorescencia intrinseca de la aSin.
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Figura 6. Variacion de la intensidad de fluorescencia de la disolucion 4,5uM de aSin nativa, a pH 7,4 y
NaCl 150mM y a 37°C, en funcion de la cantidad de Cu(ll), Fe(Ill) y Al(Ill) afiadido. Se utilizo una
Aoy = 275nm y A, = 305nm

Los resultados anteriores indican que el Cu(ll) y el Fe(lll) provocan una
disminucion en la fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina. EL ajuste de los
resultados experimentales a la ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacién 1) permite
determinar el valor de K.
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Figura 7. Ajuste de los datos obtenidos de la adicion de alicuotas de Cu(Il) y Fe(Ill) a una disolucion
4,5uM de aSin nativa, a pH 7,4 y NaCl 150mM y a 37°C, de acuerdo a la ecuacion de Stern-Volmer. Se
utilizo una A, = 275nmy A, = 305nm

Ambas representaciones se ajustan a la ecuacién de Stern-Volmer, lo que indica
que el proceso involucra un proceso de quenching. El ajuste lineal que se obtiene con el
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Cu(ll) es mucho mejor que el ajuste del Fe(lll). Para este ultimo catidn, se aprecia una
cierta curvatura en el ajuste. Ambos resultados experimentales podrian explicarse por
la formacion de complejos estables catidon-proteina, fendmeno que disminuye la
fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina.

La aplicacion de la ecuacién Stern-Volmer modificada (Ecuacién 2) permite
obtener los valores de constante de unién proteina-metal y el nUmero de sitios de unién.
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Figura 8. Ajuste de los datos obtenidos de la adicion de alicuotas de Cu(Il) y Fe (1Il) a una disolucion
4,5uM de aSin nativa, a pH 7,4 y NaCl 150mM y a 37°C, de acuerdo a la ecuacion de Stern-Volmer
modificada. Se utilizo una A,,, = 275nm y A, = 305nm

Como se observa en la figura anterior, se obtiene un buen ajuste lineal para la
representacion de Stern-Volmer modificada. Como primera aproximacion, se puede
observar que la pendiente que se obtiene para el Fe(lll) es mayor que el Cu(ll). El nUmero
de sitios de union a la proteina (Tabla 1) para ambos cationes metalicos es cercano a la
unidad.

Por otra parte, para las diferentes MTPs de la aSin, es decir, para la forma CELy
la forma oxidada se ha realizado el mismo tratamiento de los datos experimentales.
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Figura 9. Variacion de la intensidad de fluorescencia de la disolucion 4,5uM de la aSin CEL (A) y la
aSin oxidada (B), a pH 7,4 y NaCl 150mM y a 37°C, en funcion de la cantidad de Cu(Il), Fe(Ill) y Al(III)
afiadido. Se utilizo una Ao, = 275nmy Ay, = 305nm
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Como se puede apreciar en la Figura 9, el comportamiento que se obtiene al
adicionar alicuotas de Cu(ll), Fe(lll) y Al(lll) a la aSin CEL y oxidada es analogo al
comportamiento de la aSin nativa: la adicién de Cu(ll) y Fe(lll) disminuye la fluorescencia
intrinseca de la proteina; mientras que la adicion de Al(lll) la aumenta o se mantiene
constante. El comportamiento difiere Unicamente en la magnitud del cambio, sobre
todo cuando se afade Al(lll). En la MPT aSin CEL, la fluorescencia intrinseca de los
residuos tirosina aumenta en presencia de Al(lll), y este efecto es mayor que en el caso
de la proteina nativa y el Al(lll), lo que sugiere que el Al(lll) presenta mayor afinidad por
los residuos carboxilicos del dominio C-terminal (residuos D-119, D-121, N-122 y E-123)
inhibiendo la acciéon de estos grupos desactivadores de fluorescencia. En cambio, con la
oxidacion de los residuos metionina (M1, M5, M116 y M127) la presencia de Al(lll) no
afecta a la fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina. De este modo, si el Al(lll)
interacciona con la proteina, lo hace sin perturbar el entorno quimico de los residuos
tirosina, ya que segun la Figura 9B no se aprecia cambio alguno en la fluorescencia
intrinseca de la aSin.

Con los valores experimentales obtenidos en las formas modificadas de la aSin
también se ha realizado el ajuste a las ecuaciones de Stern-Volmer (Figura 10) y Stern-
Volmer modificada (Figura 11).
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Figura 10. Ajuste de los datos obtenidos de la adicion de alicuotas de Cu(ll) y Fe (IIl) a una disolucion
4,5uM de aSin CEL (A) y de aSin Oxidada (B), a pH 7,4y NaCl 150mM y a 37°C, de acuerdo a la
ecuacion de Stern-Volmer. Se utilizo una A,,, = 275nm y A,,, = 305nm
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Figura 11. Ajuste de los datos obtenidos de la adicion de alicuotas de Cu(ll) y Fe (IIl) a una disolucion
4,5uM de aSin CEL (C) y de aSin Oxidada (D), a pH 7,4y NaCl 150mM y a 37°C, de acuerdo a la
ecuacion de Stern-Volmer modificada. Se utilizo una A,,, = 275nm y A,,, = 305nm

Los valores obtenidos de constantes y sitios de unidon se muestran en las Tablas
ly2.

Tabla 1. Valor de constante de Stern-Volmer (Ksv), constante de union (Ka) y sitio de union (n),
junto a la desviacion estdndar, obtenidos para el Cu(Il) y las diferentes MPTs de la aSin a 37°C.

Ksv (M™7) Ka (M) n
Nativa (3,56 + 0,06) - 103 (2,29 + 1,15)-10° 0,95 + 0,02
CEL (4,34 + 0,19) - 103 (4,17 +0,01) - 102 0,72 + 0,01
Oxidada (2,23 + 0,12) - 103 (6,46 + 0,01) - 10> 0,85+ 0,01

Los valores obtenidos de Ky, de la Tabla 1 son similares e independientes de la
modificacion postrasduccional de la sinucleina. El valor del sitio de unidn (n) es
aproximadamente 1. Estudios realizados por otros autores utilizando ITCy RMN indican
que la aSin presenta tres sitios de unién para el Cu(ll): residuos 1-5, His50 y residuos
116-127 [Ranjan, 2017]. Por lo tanto, la técnica de fluorescencia no es capaz de distinguir
mas de un sitio de unién. El principal motivo debe ser la posicion alejada de los residuos
tirosina respecto a los sitios de unién del Cu(ll), por lo que la variacién de la fluorescencia
intrinseca de la tirosina sélo permite obtener un sitio de unién del Cu(ll) a la proteina.
Teniendo en cuenta la posicion de los residuos tirosina (Y35, Y125, Y133 y Y136) lo mas
probable es que el sitio de unidon determinado por fluorescencia sea en la region C-
terminal (116-127), descrito por otros autores [Rasia, 2005] [Ranjan, 2017].

Por otra parte, los valores de las constantes de asociacion son ligeramente
diferentes. El valor de Ka para el Cu(ll) con la aSin en su forma nativa es 4~6 veces
mayor que las MPTs analizadas. De modo que la glicacion de los residuos lisina 96, 97 y
102 o la oxidacion de los residuos metionina 116 y 127 modifican ligeramente la afinidad
del Cu(ll) por la proteina.
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En la Tabla 2 se muestran los valores obtenidos para el Fe(lll). El nimero de sitios
de unién (n) que se obtiene con el Fe(lll) es de aproximadamente 1,4, valor superior al
obtenido con Cu(ll). Pen y col. determinaron mediante espectrometria de masas con
electrospray (ES-MS), y voltametria ciclica (VC) una estequiometria 1:1 para complejo
Fe(lll)-aSin [Peng, 2010]. Al utilizar Fe(lll), el valor de Ky, que se obtiene para la forma
nativa y modificadas son semejantes entre ellos, y de un orden de magnitud superior al
valor obtenido en presencia de Cu(ll).

La constante de asociacidon que se obtiene para la unién aSin-Fe(lll) es 50 veces
mayor que la obtenida en presencia de Cu(ll). La dureza como acido de Lewis del cation
Fe(lll), segun la teoria HSABs de Pearson, es mayor que la del Cu(ll). Por lo cual, la
estabilidad de los complejos que forme el Fe(lll) serd mayor que cuando se utiliza Cu(ll),
obteniendo asi un valor superior de constante de asociacién. Por otra parte, las
constantes de asociacién obtenidas para las MPTs de la aSin analizadas con el Fe(lll) son
entre 3-5 veces inferiores a la constante obtenida para la aSin nativa. De forma analoga
a lo indicado con el Cu(ll), las modificaciones postraduccionales deben alterar
ligeramente la conformacion de la proteina y el entorno quimico de los residuos tirosina,
principalmente los residuos Y125, Y133 y Y136 responsables de la fluorescencia
intrinseca de la proteina.

Tabla 2. Valor de constante de Stern-Volmer (Ksv), constante de union (Ka) y sitio de union (n),
junto a la desviacion, obtenidos para el Fe(Ill) y las diferentes MPTs de la aSin a 37°C.

Ksv (M?) Ka (M) n

Nativa (1,28 + 0,03) - 10* (1,07 £ 0,01) - 10° 1,27 £ 0,05
CEL (1,09 £ 0,21) -10* (6,314 0,01) - 10* 1,53+ 0,13

Oxidada (7,32 £ 0,92) - 103 (8,23 £ 0,02) - 10* 1,23 +£0,13

4.2. Determinacion de las constantes de union mediante ITC

En la Figura 12 se muestra la valoracién isoterma de la aSin nativa y Oxidada con el
Cu(ll). A medida que se adiciona Cu(ll) a la celda de medida se libera calor (proceso
exotérmico) hasta que se alcanza una saturacion de la proteina. Los datos
experimentales se han ajustado a un modelo de tres sitios de union independientes que
han permitido determinar las constantes de union y la variacion entalpica de la
interaccion entre la aSin y el cation metalico (Tabla 3).
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Figura 12. Titulacion con el complejo Cu(Il)-Gly (1:2) a la: A) aSin nativa 200uM ; B) a.Sin oxidada

200uM a pH 7,4y NaCl 150mM y a 37°C. Ajuste realizado con el modelo S3SM.

Tabla 3. Valores de Kd y AH de los sitios de afinidad a Cu(Il) en las aSin nativa, CEL y Oxidada,
obtenidos mediante S3SM en el software Nano Analyzer de TA instrument. Experimentos realizados
a pH 7,4 con tampon Tris 20mM y 150mM NaCly a 25°C

asSin nativa aSin-CEL* aSin-Oxi
Kai (uM) 40£0,2 53+8 26+ 7
K> (uM) 66 +3 248+ 1 92+ 10
K3 (mM) 2,1+0.1 0,34 +0.1 1,0£03
AH; (kcal/mol) -3,24 +0,01 -43+0,2 -3,3+0,3
AH, (keal/mol) -2,30 £ 0,04 -1,5£0,2 1,5+0,3
AHj; (kcal/mol) -3,7+0,3 -1.1+0,7 -5.5+0,6

*Datos extraidos del trabajo realizado, en las mismas condiciones experimentales, por Martinez-
Orozco y col. [Martinez-Orozco, 2019].

La técnica de ITC ha permitido determinar los valores termodindmicos de los 3
sitios de unidn del Cu(ll) a la aSin. Los datos obtenidos muestran como las MPTs sobre
la aSin alteran su capacidad para unirse al Cu(ll). Respecto al primer punto de unidn,
gue segun la bibliografia corresponde a los residuos 1-5, la glicacion de la lisina K6 o la
oxidacion de las metioninas M1 y M5 disminuye la afinidad del Cu(ll) por este sitio de
union, aumentando el valor de la constante de disociacién en casi un orden de
magnitud. En el segundo y tercer punto de unidn no hay cambios significativos de la
constante de unién con la modificacion postraduccional. Es importante destacar que los
valores obtenidos de las constantes de disociacion en el tercer sitio de unién son del
mismo orden de magnitud que los obtenidos por la técnica de fluorescencia (0.5-2.5
mM).

Finalmente, los valores obtenidos de variacidon entdlpica son negativos, a excepcion
del valor determinado para la sinucleina oxidada y el segundo sitio de unién, indicando
qgue el proceso de formacion de complejos entre el Cu(ll) y las diferentes formas de la
aSin son procesos exotérmicos.
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4.3.  Formacion de fibra de la aSin nativa en presencia de Al(lll), Cu(ll) y Fe(lll).
En este Trabajo de Fin de Grado también se ha estudiado cémo la presencia de
diferentes cationes metalicos puede acelerar la formacién de fibras en la aSin nativa. En
la Figura 13 se observa como la muestra control (en ausencia de cation metadlico) no
forma fibras durante el tiempo de incubacién utilizado. En cambio, en presencia de
cationes metalicos se ha detectado la formacion de fibras. Por ejemplo, en presencia de
Al(lll), a las 20 h de la monitorizacidon se aprecia un aumento importante de la
fluorescencia del ThT, indicativo de la formacién de fibras. Esta subida se mantiene hasta
aproximadamente las 50 h del experimento, a partir del cual se estabiliza la sefal. Por
otra parte, la presencia de Cu(ll) y Fe(lll) en la disolucion de aSin parecen ejercer un
efecto similar para la formacion de fibras. Si bien el efecto es inferior al obtenido en
presencia de Al(lll), indicando una cinética mas lenta en la formacion de fibras.

La interaccién entre la aSin y los diferentes cationes metalicos puede provocar
cambios estructurales en la aSin, dando lugar a una mayor propension a agregarse. Esto
se debe a que los cationes metalicos actian como contraiones positivos,
contrarrestando la repulsién electrostatica de la aSin debido a su carga negativa en el
dominio C-terminal [Ly, 2008]. Estudios de dicroismo circular han demostrado cambios
en la estructura secundaria de la aSin después de su union a Al(l11), Cu(ll), Fe(lll) y Co(lll)
[Uversky, 2001]. El importante cambio que produce el Al(lll) se debe principalmente a
su elevada densidad de carga. El efecto que produce el Fe(lll) y el Cu(ll) en la formacién
de fibras es parecido, ya que ambos cationes metalicos poseen una densidad de carga
similar. Los resultados expuestos estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores
[Uversky, 2001].

250 -

Fluorescencia de ThT (u.a.)

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 13. Monitorizacion de la formacion de fibras de a.Sin nativa (e) 30uM en/sin presencia de Cu(Il)
(), Fe(lll) (o) y Al(Ill) (®), a pH 7,4 y NaCl 150mM y temperatura ambiente. Se utilizo una A, =
450nm y A, = 485nm. Ajuste realizado con el programa SigmaPlot.

23



Con el programa SigmaPlot se ha realizado el ajuste de los resultados experimentales
a la Ecuacidon 3 que describe la cinética de formacién de fibra. El valor de la constante
aparente (Kap) describe cuantitativamente el crecimiento de fibras de la segunda fase
del proceso. Se han obtenido los valores de Kap 0,25 + 0,05h™ para el Al(lll)y 0,085 +
0,008h™ para el Cu(l1)/Fe(lll). Es decir, el Al(Ill) cataliza mas la formacién de fibras que el
Cu(ll) y el Fe(lll).

4.4,  Formacion de fibras de la aSin CEL en presencia de Al(lll), Cu(ll) y Fe(lll).

En la Figura 14, se muestra la monitorizacion de la formacién de fibras para la forma
CEL de la aSin. Ya sea en presencia o en ausencia de cationes metdlicos, no se detecta
ningun cambio significativo en la fluorescencia extrinseca del ThT, por lo que se puede
apoyar la premisa de que no se forman fibras proteicas. Lee y col. demostraron que la
glicacién de la aSin con metilglioxal induce la oligomerizaciéon de la aSin e inhibe la
formacion de fibras [Lee, 2009]. La inhibicién de la formacién de fibras se da por el
bloqueo de los primeros nucleos de fibrilacidon, necesario para la formacion de fibras.
Por lo tanto, la glicacién de la aSin con acido pirdvico para forma la aSin N-&-
carboxietillisina (CEL) debe conducir a una estructura menos compacta y mas dindmica
qgue inhibe la formacién de los primeros nucleos necesarios para el crecimiento fibrilar.
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este TFG sugieren que la adicion de diferentes
cationes metdlicos no logran estabilizar los primeros nucleos proteicos necesarios para
la formacién de fibras.
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Figura 14. Monitorizacion de la formacion de fibras de aSin CEL 30uM en/sin presencia de Cu(Il),
Fe(lll) y Al(Ill), a pH 7,4 y NaCl 150mM y temperatura ambiente. Se utilizo una A., = 450nmy A, =
485nm
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4.5.  Formacion de fibras de la aSin Oxidada en presencia de Al(lIl), Cu(ll) y

Fe(lll).

En ultimo lugar, se ha evaluado la capacidad de formacion de fibras para la aSin con
los residuos metionina oxidados a sulféxido de metionina. El resultado, como se observa
en la Figura 15, es el mismo que se obtuvo para la aSin glicada. Es decir, durante el
ensayo experimental no se aprecié cambio alguno en la fluorescencia extrinseca del ThT,
lo que indica la no formacidén de fibras proteicas. Estudios realizados por Breydo y col.
han sugerido que la inhibicion de la fibrilacion de la aSin es proporcional al niUmero de
metioninas oxidadas [Breydo, 2012]. Debido a la localizacion N- y C-terminal de los
residuos metionina (M1, M5, M116 y M127), su oxidacion altera la disposicion
estructural de la aSin, modificando la interaccién de los extremos N- y C-terminal
autoinhibitoria de la aSin necesarios para la no formacién de fibras. En 2010 Zhou y col
demostraron en un estudio realizado con la aSin oxidada se determind que la oxidacién
de los residuos metionina de la aSin fortalece las interacciones intramoleculares entre
los extremos N y C, inhibidoras de la formacidn de fibras [Zhou, 2010].
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Figura 15. Monitorizacion de la formacion de fibras de aSin Oxidada 30uM en/sin presencia de Cu(Il),
Fe(lll) y Al(Ill), a pH 7,4 y NaCl 150mM y temperatura ambiente. Se utilizo una A., = 450nmy A, =
485nm

Con la oxidacion de los residuos metionina, los diferentes cationes metalicos
analizados no promueven la formacién de fibras. Asi como en la aSin nativa la presencia
del Al(Ill) provocaba un aumento importante en la formacion de fibras, esta vez el Al(lIl)
parece no interaccionar con el dominio C-terminal. Los resultados descritos en el
apartado de fluorescencia indicaban que la fluorescencia intrinseca de los residuos
tirosina no se modificaba por la presencia de Al(lll), lo que apoya la idea de que el
aluminio no interacciona con la aSin oxidada en dominios cercanos a los residuos
tirosina.
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4.6. Deteccion de agregados proteicos para la aSin CEL y Oxidada en presencia
de Al(Il1).

Como se ha comprobado anteriormente, la forma glicada y oxidada de la aSin no
forman fibras en el tiempo y en las condiciones utilizadas en este TFG. Por tanto, en este
apartado se ha decido estudiar si dichas MPTs dan lugar a la formacidon de agregados
proteicos en presencia/ausencia de Al(lll). Se ha escogido el aluminio porque es el
cation metdlico que mas acelera la formacion de fibras de la aSin nativa. Los resultados
obtenidos se muestran en las siguientes figuras.

En la Figura 16a se representa el radio hidrodinamico que se obtiene por DLS en
funcidn del tiempo de incubacién. Asi pues, se observa cémo la cinética de formacién
de agregados de la aSin CEL se ve incrementada en presencia de Al(lll). Mientras que a
las 70h del experimento la formacion de agregado en presencia de Al(lll) llega a una
estabilizacidn, la muestra control comienza a experimentar un incremento retardado en
la formacién de agregados, alcanzandose el maximo a las 90h del experimento.
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Figura 16a. Monitorizacion de la formacion de agregados de aSin CEL 30uM con/sin Al(Ill), apH 7,4 y
NaCl 150mM y a 37°C.

La formacién de agregados para la aSin Oxidada también se evalud en presencia
de Al(lll). Los resultados (Figura 16b) demuestran que, para el mismo tiempo de
incubacidn, la formacion de agregados se da de forma mas lenta que para la forma CEL.
Los cambios, ya sea en presencia como en ausencia de Al(lll), se observan
aproximadamente a las 75 h. Sin embargo, en la forma CEL los primeros cambios en la
formacion de agregados se pudieron apreciar a las 25 h del experimento (Figura 16a). De
esta forma, se concluye que el Al(lll) no influye en la cinética de formacidn de agregados
para la forma oxidada de la aSin. Este Ultimo dato, junto a los datos anteriores de la no
variacién de la fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina y la no aceleracién de la
formacion de fibras para la aSin oxidada, vuelve a apoyar la hipdtesis de que el Al(lll) no
interacciona con la forma oxidada de la aSin.
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Figura 16b. Monitorizacion de la formacion de agregados de aSin Oxidada 30uM con/sin AI(III), a pH
7,4y NaCl 150mM y a 37°C.
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5. Conclusiones

Con el fin de describir el papel de diferentes MPTs observadas in vivo sobre las

propiedades de la a-sinucleina, el presente trabajo de fin de grado estudia el efecto de
la glicacion (residuos lisina) y la oxidacion (residuos metionina), sobre la capacidad de la
aSin de interaccionar con el Cu(ll), Fe(lll) y AIl(lll). Los resultados obtenidos en este
estudio permiten concluir:

Los cationes estudiados alteran la fluorescencia intrinseca de los residuos tirosina
(Y39, Y125, Y133 y Y136) presentes en la aSin. El Cu(ll) y el Fe(lll) disminuyen la
fluorescencia por un proceso de quenching para la aSin nativa, CEL y oxidada. En
cambio, la posible unién del Al(lll) a los residuos D-119, D-121, N-122 y E-123 a la
aSin nativa y CEL conduce a un aumento en la fluorescencia, ya que se inhiben
grupos desactivadores de fluorescencia (carboxilicos y amidas); mientras que no
altera la fluorescencia de la aSin oxidada.

La espectroscopia de fluorescencia ha permitido obtener las constantes de unién
aparente entre el Cu(ll) y el Fe(lll) con la aSin y sus MPTs, probablemente las del
tercer sitio de union descrito en la bibliografia. Los resultados indican una menor
afinidad de los cationes metalicos con la forma CEL y Oxidada. La afinidad del Fe(lll)
por la aSin es mayor que con el Cu(ll), debido a su mayor densidad de cargay a la
mayor estabilidad de sus complejos. La técnica de fluorescencia no ha permitido
describir los 3 sitios de unidn que se establece entre el Cu(ll) y la aSin.

Mediante experimentos de calorimetria de valoracion isotérmica (ITC) se ha
confirmado una menor afinidad de las MPTs de la aSin por el Cu(ll). Esta técnica si
ha permitido diferenciar los 3 sitios de union por el Cu(ll). Ademas, se han obtenido
parametros termodindmicos que indican que la interaccion entre la aSin y el Cu(ll)
es un proceso exotérmico.

El uso de un fluoréforo como el ThT ha permitido concluir que la aSin nativa en
presencia de Al(lll), Fe(lll) y Cu(ll) acelera su formacidn de fibras. El aluminio, debido
a su elevada densidad electrdnica y a su capacidad de unidn al extremo C-terminal,
interfiere con las interacciones autoinhibitorias entre los extremos N y C,
aumentando asi de forma importante la velocidad de formacién de fibras.

La glicacion de los residuos lisina y la oxidacion de los residuos metionina de la aSin
no aceleran la formacién de fibras. Mediante el seguimiento de la fluorescencia
extrinseca del ThT se ha podido determinar que la presencia del Al(lll), Fe(l1) y Cu(ll)
no catalizan la formacion de fibras de dichas MPTs.

Mediante estudios DLS se ha podido determinar que el Al(lll) aumenta la formacién
de agregados proteicos en la aSin CEL. En la forma oxidada de la aSin, la formacion
de agregados proteicos es mas lenta y la presencia de Al(lll) no influye en la cinética
de formacién de agregados.

Los resultados obtenidos indican que la oxidacién de los residuos metionina (M1,
M5, M116 y M127) inhibe la unién entre la aSin y el Al(lll).
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