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Resumen

La Gliadina es una proteina presente en el trigo, avena, centeno y cebada, que no es completamente
degradada durante el proceso de la digestion, produciendo varios péptidos, entre ellos el 33-mer. Este
péptido se conoce por ser el principal inmuno-modulador de la patologia celiaca, provocando un
desbalance entre la tolerancia y auto-inmunidad. En esta tesis se presenta el estudio estructural y la
elucidacion de la auto-organizacion de la proteina gliadina y de su péptido 33-mer en medio acuoso y
sobre superficies, mimetizando condiciones fisioldgicas in vitro.

En primer lugar, se determind que la proteina gliadina se auto-organiza espontaneamente formando
agregados solubles a pH 3.0. Cuando se cambi6 el pH a 7.0, se observd una separacion de fases,
con disminucion de la concentracion y cambio en la composicion aunque permanecieron ciertas nano-
estructuras y agregados amorfos en solucion. Si bien no se observaron modificaciones en la
estructura secundaria a ambos pHs, se detectdé una exposicion diferencial de los residuos aromaticos
como Tirosina y Triptéfano, lo cual puede deberse a un cambio en la estructura terciaria. Por
técnicas bioinformaticas, se determinaron probables sitios hidrofdbicos, residuos expuestos al
solvente y regiones con capacidad de agregarse, los cuales podrian explicar los hallazgos
experimentales observados. Por otro lado, el fluor6foro Rojo Nilo presentd una unién en el orden
micromolar solo a pH 3.0, lo cual sugiere la presencia de sitios hidrofébicos accesibles en los
agregados solo a este pH. Estos resultaron sugieren que a pH 3.0 el sistema se organiza en nano-
estructuras tipo micelares, mientras que a pH 7.0, las estructuras presentaron una disminucién de la
carga neta de la superficie (desde + 13 a pH 3.0, a + 4 mV a pH 7), llevando a la formacién de nano-
particulas coloidales que no interacttan con el Rojo Nilo.

En segundo lugar, se evaluaron las caracteristicas estructurales del péptido 33-mer mediante
dicroismo circular y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier -reflectancia total atenuada,
se ha demostrado que el 33-mer se encuentra en un equilibrio conformacional random coil/PPIl y
PPII/B paralela, dependiente de la concentracion. Mediante dindmica molecular y distribucion de

cargas parciales fue posible observar que el péptido se comporta como una molécula anfifilica y es



capaz de asociarse formando al menos un dimero estable. En agua a pH 7.0 se observaron oligbmeros
manométricos y estructuras fibrilares por microscopia electrénica. La presencia de oligdbmeros en
solucion del péptido 33-mer fue confirmado mediante anisotropia y fluorescencia resuelta en el tiempo
del residuo Tirosina y DLS-Correlacion 3D, detectando que 33-mer es un sistema polidisperso
dindmico con particulas de tamafios entre los nano y micrometros en todo el rango de concentraciones
analizado (125-610 pM). La microscopia de fuerza atomica del péptido 33-mer en funcion de la
concentracién sobre mica confirmé la capacidad de 33-mer de formar nano y micro-estructuras con
diferentes morfologias. Se observé a bajas concentraciones clusters de nanoesferas. A concentraciones
intermedias oligbmeros esféricos asociandose en arreglos lineales, anulares y estructuras similares a
placas. A altas concentraciones, se observaron filamentos y placas rodeadas por nanoesferas, con una
disposiciéon del tipo fractal. Este tipo de organizacion se produce mediante un mecanismo de
Agregacion Limitada por la Difusion.

Por otro lado, se evaluaron los oligbmeros del péptido 33-mer sobre dos superficies
hidrofobicas miméticas al intestino, como el HOPG vy el diéxido de silicio. En el HOPG se detectaron
estructuras de morfologia similar a las obtenidas en mica. En la superficie de diéxido de silicio, el
auto-ensamblado del 33-mer fue dindmico y dependiente de las condiciones de preparacion de la
muestra, obteniéndose agregados a través de un mecanismo de percolacion. Finalmente, la morfologia
de las nano-estructuras presentes a 600 UM se resolvié mejor utilizando un microscopio de ion Helio,
detectando ademéas de las estructuras mencionadas anteriormente, de nano-cilindros, los cuales se

proponen como intermediarios en la formacion de las fibras detectadas.

La capacidad de formacion de nano-estructuras de variadas morfologias de la gliadina y de
su péptido 33-mer in vitro y el hecho que estas posean una estructura secundaria caracteristica podria

ser un conocimiento fundamental en el estudio de las patologias relacionadas con el gluten



Abstract

Gliadin is a protein present in wheat, rye, and barley that undergoes an incomplete degradation
during digestion, producing several peptides, including 33-mer. This peptide is known to be the most
important immunomodulator peptide of celiac disease, producing an imbalance between tolerance and
auto-immunity. In this PhD Thesis it is presented a structural and auto-organization elucidation of
gliadin and its 33-mer peptide in aqueous medium and on surfaces, in physiological conditions in
vitro.

Firstly, it was determined that gliadin self-assemble spontaneously at pH 3.0 forming spherical
aggregates. When the pH was changed to 7.0 a phase separation, concentration diminution and a
change on the composition was observed. However, soluble amorphous aggregates remained in
solution. Although no difference in the secondary structure at both pHs were detected, differential
exposition of Tyrosine and Tryptophan was observed, which could be caused by a tertiary structure
change. By applying bioinformatics' tools, possible hydrophobic sites, residues exposed to the solvent
and regions with capability to auto-aggregate were evaluated, they could explain the experimental
results observed. In the other hand, Nile Red only bound to gliadin nanostructures in the micromolar
order at pH 3.0, suggesting that hydrophobic sites were accessible at this pH. These results indicated
that a pH 3.0, the system auto-organized as micelar nano-structures, meanwhile at pH 7.0 the nano-
structures presented a diminution of the surface charge (from + 13 at pH 3.0 to + 4 mV a pH 7),
inducing the formation of colloidal nano-particles that did not interact with Nile Red.

Secondly, the structural characteristics of 33-mer peptide were studied by Circular Dichroism and
Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infra Red Spectroscopy, showed a conformational
equilibrium between coil/PPIl y PPII/B paralell structures depending on concentration. By Molecular
Dynamic Simulation and Partial Charge Distribution, it was observed that the peptide was an
amphiphilic molecule and it is capable of associate at least as a stable dimmer. By Electron Microcopy
the tendency to self-assemble of the peptide was detected. In water at pH 7.0, oligomers and fibrilar

structures were observed. By Time Resolved Fluorescence of Tyrosine, Dynamic Light Scattering-



Correlation 3D in aqueous medium have determined that 33-mer peptide is a dynamic polydisperse
system with particles of size between nano-micrometers in the range of concentration analyzed (125-
610 uM). Studies done by Atomic Force Microscopy of 33-mer peptide depending on concentration
on mica demonstrated that it could form nano and micro structures with different morphologies. It was
observed at low concentration clusters of nano-spheres. At Intermediate concentrations spheric
oligomers, annular and sheet like structures were observed. A high concentration, filaments and sheets
surrounded by nanospheres, with a fractal disposition were detected. This kind of organization was
produced by a Diffusion Limited Aggregation.

In the other hand, the auto-organization of 33-mer peptide on two hydrophobic surfaces that are
mimetic to the gut surface as HOPG and Silicon dioxide were evaluated. On HOPG similar structures
as the ones detected on mica were observed. On Silicon Dioxide the auto-organization of 33-mer was
dynamic and dependent on the conditions in which samples were prepared, detecting aggregates that
were formed by a percolation mechanism. Finally, the morphology of the aggregates at 600 UM where
observed using a Helium Microscope, detecting the formation of nano-rods, which are proposed as the
intermediaries in the Fibril formation phenomena.

Finally, the morphology of the aggregates at 600 uM where better resolved by an ion Helium
Microscope, detecting the formation of nano-rods, which are proposed as the intermediaries in the

fibril formation phenomena.

.The capability of Gliadin and its 33-mer peptide to generate nano-structures of different
morphologies in vitro and the fact that they have a characteristic secondary structure may be a

fundamental knowledge in the study of gluten related diseases.
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HLA= Antigeno Leucocitario Humano

HOPG = Grafito pirolitico altamente ordenado

HPLC-MS = Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas.
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IA = Indice de Agregacion
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IL-18 = Interleuquina 18
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IL-1pB = Interleuquina 1
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P = Prolina
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PPII = Poliprolina Il

g = Vector de dispersion

r = Anisotropia

RMN = Resonancia Magnética Nuclear
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SAXS = Dispersion de rayos X de bajo angulo
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SiO, =Didéxido de Silicio
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T,U,V, W, XY Z:

TCSPP = Tiempo de Correlacién mediante Conteo de un Solo Fotén
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TGI = Tracto gastrointetsinal

TNF-a = Factor de Necrosis Tumoral o
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Trp = Triptéfano

Tyr = Tirosina
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1.1. Gluten y sus patologias asociadas:

Desde los organismos mas simples como las bacterias a los mas complejos como el hombre, las
células que los constituyen se encuentran conformadas por los mismos tipos de macromoléculas
como 4cidos nucleicos, carbohidratos, lipidos y proteinas auto-organizadas. En particular, las
proteinas poseen actividades muy diversas en las células tales como la actina y el colageno cuya
funcion es la de sostén. También algunas de ellas catalizan reacciones como las enzimas, entre las
cuales se encuentran la DNA polimerasa, que actua en la replicacion del DNA y la 1-hexoquinasa,
que cataliza la fosforilacion de la glucosa en la primera etapa de la glucolisis. Otras proteinas como
los anticuerpos, tienen funcién protectora frente a agentes externos mientras que las hormonas y
factores de transcripcion actlian en las vias de sefializacion inter- e intracelulares. * Para que estas
moléculas cumplan su funcion, su disposicion espacial especifica o plegamiento, debe ser el
adecuado. El plegamiento proteico inadecuado puede conducir a una pérdida de la actividad
proteica y en ciertos casos generar la formacion de agregados proteicos, los cuales no pueden ser
procesados por la célula. Los errores en el plegamiento en proteinas enddgenas, pueden llevar al
desarrollo de patologias, tal como sucede en las enfermedades de Alzheimer?, Parkinson?,
amiloidosis sistémica * y cancer. ° En estas enfermedades ademas, se observa una respuesta inmune
exacerbada contra las células afectadas, incrementando el dafio en los tejidos afectados.®

Se ha demostrado también, que ciertas proteinas que ingresan al organismo, como los priones,

son capaces de actuar como proteinas infectivas, afectando el correcto plegamiento de proteinas

L F. Geneser, 'Introduccién’, Histologia (Editorial Panamericana., 2000).

?'S. Sadigh-Eteghad et al, 'Amyloid-beta: a crucial factor in Alzheimer's disease' (2015) 24(1) Med Princ
Pract 1.

% L. Breydo, J. W. Wu yV. N. Uversky, 'Alpha-synuclein misfolding and Parkinson's disease' (2012)
1822(2) Biochim Biophys Acta 261.

* L. M. Blancas-Mejia y M. Ramirez-Alvarado, 'Systemic amyloidoses' (2013) 82 Annu Rev Biochem
745.

> L. P. Rangel et al, 'The aggregation of mutant p53 produces prion-like properties in cancer' (2014) 8(1)
Prion 75.

® L. G Apostolova y J. L Cummings, 'The Pathogenesis of Alzheimer’s Disease: General Overview' in
VladimirN Uversky and AnthonyL Fink (eds), Protein Misfolding, Aggregation, and Conformational
Diseases (Springer US, 2007) vol 6, 3-29.
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endodgenas y conduciendo al desarrollo de patologias conocidas como encefalopatias espongiformes
transmisibles’ tales como la enfermedad Creutzfeldt-Jakob y encefalopatia espongiforme bovina.®®

Por otro lado, existen ciertas proteinas que se encuentran en el ambiente y especialmente en los
alimentos, que normalmente no son toxicas para un elevado porcentaje de la poblacion, pero que
pueden inducir al desarrollo de una enfermedad en ciertos individuos. Entre estas moléculas se
encuentra el gluten, un complejo compuesto por las proteinas gliadina y glutenina, presente en
harinas de trigo, cebada, centeno y avena. Se sabe que la proteina gliadina es capaz de inducir
respuesta inmunoldgica inadecuada en ciertos individuos susceptibles.® Dicha respuesta se puede

clasificar en tres categorias, tal como se presenta en el Esquema 1.

Respuesta inmune
Alergia le— al gluten > Inmunidad
y Innata
i) |
= s v =
prersen51b1}1dad ' = *Sensibilidad
.pr?jval?rll?fl - Autoinmunidad al'Glaten
Nifios: 4% T *Prevalencia: 7%
Adultos : >3% W

* Enfermedad celiaca.
Prevalencia:1%
*Ataxia al gluten.
*Dermatitis
herpetiforme.

Esquema 1. Espectro de patologias relacionadas con el Gluten (extraido de. Sapone et al. BMC Medicine
2012, 10:13)

La alergia es una respuesta inmune inadecuada de ciertos individuos, los cuales presentan una
reactividad inmunoldgica especial a componentes que se encuentran normalmente en el ambiente y

alimentos, que se conocen como alargenos. Estos compuestos inducen al sistema inmune, en

" J. R. Silveira et al, 'The most infectious prion protein particles' (2005) 437(7056) Nature 257.

8M. Beekes et al, 'Western blot mapping of disease-specific amyloid in various animal species and
humans with transmissible spongiform encephalopathies using a high-yield purification method' (1995) 76
(Pt 10) J Gen Virol 2567.

° E. D. Belay, 'Transmissible spongiform encephalopathies in humans' (1999) 53 Annu Rev Microbiol
283

10 A, Fasano et al, 'Nonceliac gluten sensitivity' (2015) 148(6) Gastroenterology 1195.



Capitulo I: Introduccién General 4

particular, las células productoras de anticuerpos, a que expresen un tipo especifico de estos,
conocido como Inmunoglobulina E (IgE). Este es capaz de interactuar con el alérgeno especifico
que le dio origen, en una proxima exposicién. Cuando esto ocurre, ademas de interactuar con este
compuesto, las IgEs se unen a receptores especificos ubicados en la membrana de células del
sistema inmune conocidas como mastocitos y basofilos. Esta interaccidn produce que estas células
reaccionen liberando mediadores quimicos que llevan a la produccion de una respuesta inflamatoria
caracteristica conocida como hipersensibilidad. El gluten es un alérgeno capaz de producir
sintomas como rinitis, el asma del panadero, dermatitis alérgica. **** Las primeras dos patologias se
caracterizan porque los individuos poseen sintomatologia respiratoria patognomonica, producida
por la exposicion al gluten en el ambiente. La segunda patologia se caracteriza porque luego de la
ingestion de gluten se produce una manifestacion dérmica, con enrojecimiento y picazén y en
ciertos casos anafilaxia (una reaccién inmune que afecta a varios sistemas: respiratorio, vascular y
cardiaco y que puede comprometer la vida del paciente).* Se ha reconocido que entre las numerosas
proteinas involucradas, la ©-5 gliadina® y la secuencia peptidica Glutamina-Glutamina-Glutamina-
Prolina-Prolina, son responsables de la alergia al gluten.

Las enfermedades autoinmunes relacionadas con la ingesta de gluten se pueden clasificar en
tres grandes grupos:

1. Dermatitis herpetiforme: Es una entidad clinica en la cual se observa un picazén cutaneo
intenso, con la aparicion de depdsitos de Inmunoglobulinas A en la piel y formacion de lesiones
cutaneas caracteristicas. Se ha identificado la existencia de auto-anticuerpos frente a la proteina

transglutaminasa 3 (anti-TG3, enzima que permite la formacion de enlaces covalentes entre

11’5, Tanabe, 'Analysis of food allergen structures and development of foods for allergic patients' (2008)
72(3) Biosci Biotechnol Biochem 649.

2's. Tanabe et al, 'A Major Wheat Allergen Has a GIn-GIn-GIn-Pro-Pro Motif Identified as an IgE-
Binding Epitope' (1996) 219(2) Biochemical and Biophysical Research Communications 290.

3 M. Pietzak, 'Celiac disease, wheat allergy, and gluten sensitivity: when gluten free is not a fad' (2012)
36(1 Suppl) JPEN J Parenter Enteral Nutr 68S.
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moléculas proteicas), que estarian implicados en el desarrollo de esta patologia. Muchos pacientes
que poseen la enfermedad celiaca a su vez, sufren de esta patologia.**

2. Ataxia: es una enfermedad autoinmune, en la cual el consumo de gluten produce una pérdida
de la coordinaciéon motora de las extremidades, dedos y de los movimientos oculares y de
deglucion. En estos pacientes, se observan anticuerpos contra la proteina gliadina y una reactividad
cruzada entre las proteinas del gluten y moléculas presentes en las células de Purkinje (células del
cerebelo). Ademas se observa un dafio neuroldgico provocado por la deposicidn de anticuerpos anti-
transglutaminasa en los vasos de tejidos del sistema nervioso.

3. Enfermedad celiaca: esta patologia es la mas conocida de los desérdenes relacionados con el
gluten, afectando a 1-3 % de la poblacion mundial y esta prevalencia se incrementa a un 10% en
individuos que poseen un familiar con la enfermedad. * Por otro lado, en estas Gltimas décadas se
ha observado un incremento de la deteccion de esta patologia en nifios mayores de 2 afios.® Fue
descripta por primera vez en el afio 250 AD por Aretaeus de Cappadocia. Sin embargo no fue hasta
el Siglo XVII que Baillie y especialmente Gee, reconocieron y describieron ampliamente esta
patologia. Mas adelante, luego de la Segunda Guerra mundial, fue identificado al gluten como el
componente proteico desencadenante de esta enfermedad, pudiéndose corroborar el dafio en la
mucosa intestinal, especialmente en nifios. *’

La enfermedad celiaca es una enteropatia, en la cual existe un dafio crénico de la mucosa
intestinal debido a una respuesta autoinmune frente a la gliadina y se genera en ciertos individuos
genéticamente susceptibles. Se ha reconocido que un 95% de los pacientes, poseen el complejo
mayor de Histocompatibilidad de clase 1l (MCH II), conocido en Humanos como Antigeno

Leucocitario Humano (HLA), del tipo DQ2 y DQ8. Se ha demostrado que aproximadamente el 90%

14 A. Sapone et al, 'Spectrum of gluten-related disorders: consensus on new nomenclature and
classification' (2012) 10 BMC Med 13.

53, L. Vriezinga et al, 'Randomized feeding intervention in infants at high risk for celiac disease' (2014)
371(14) N Engl J Med 1304.

16 F. Zingone et al, 'Socioeconomic variation in the incidence of childhood coeliac disease in the UK’
(2015) 100(5) Arch Dis Child 466.

7 A. Fasano, 'Surprises from celiac disease' (2009) 301(2) Sci Am 54.
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de los pacientes poseen en genotipo DQ-2, mientras que el 5-10% el DQ8 y aproximadamente el
8% ambos genes. *® Sin embargo estas moléculas también se encuentran presentes en el 30% de los
individuos sanos. ** No obstante, existen pacientes que no poseen estos complejos y que padecen la
enfermedad, por lo que factores ambientales tales como la biota del intestino, alimentos,
medicamentos, estrés y otros genes podrian influir en el desarrollo de esta patologfa. 2> %% Por esta
razén, en la ultima década se ha comenzado a hacer estudios genémicos amplios de asociacion
(GWAYS), que ha permitido identificar otros genes no HLA involucrados en la enfermedad, los
cuales tienen una influencia menor en el desarrollo de esta pero pueden influir en la presentacion de
la misma. %

La manifestacion de la enfermedad celiaca estd relacionada normalmente con sintomas
intestinales, tales como diarrea, distension abdominal, pérdida de peso sin embargo existen ademas
sintomas extra-intestinales como anemia, osteoporosis y desérdenes neurolégicos. También, existen
pacientes asintomaticos, que descubren este padecimiento a través de un examen inmunoldgico.
Normalmente se observa la existencia de un dafio intestinal con infiltrado de linfocitos en el
intestino, atrofia vellositaria e hiperplasia de las criptas, junto con titulos altos de auto-anticuerpos
especificos (Anticuerpos anti-transglutaminasa, anti-gliadina y anti-endomisio). La correcta
identificacion de esta enfermedad es prioritaria, ya que permite evitar secuelas cronicas como

linfoma e infertilidad. Su diagnostico se lleva a cabo cumpliendo cuatro de los siguientes criterios:

8 . Megiorni y A. Pizzuti, 'HLA-DQA1 and HLA-DQB1 in Celiac disease predisposition: practical
implications of the HLA molecular typing' (2012) 19 J Biomed Sci 88.

9 M. M. Pietzak et al, 'Stratifying risk for celiac disease in a large at-risk United States population by
using HLA alleles' (2009) 7(9) Clin Gastroenterol Hepatol 966.

% @& Molberg et al, 'Gliadin Specific, HLA DQ2-Restricted T Cells are Commonly Found in Small
Intestinal Biopsies from Coeliac Disease Patients, but not from Controls' (Pt Blackwell Science Ltd) (1997)
46(3) Scandinavian Journal of Immunology 103.

2L K. E. Lundin et al, 'Gliadin-specific, HLA-DQ(alpha 1*0501,beta 1*0201) restricted T cells isolated
from the small intestinal mucosa of celiac disease patients’, (Pt The Rockefeller University Press) (1993)
178(1) The Journal of Experimental Medicine 187.

22 M. M. Castro-Antunes et al, 'Fequency distribution of HLA DQ2 and DQ8 in celiac patients and first-
degree relatives in Recife, northeastern Brazil' (Pt Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo) (2011) 66(2) Clinics 227.

Z K. E. Lundin y L. M. Sollid, ‘Advances in coeliac disease' (2014) 30(2) Curr Opin Gastroenterol 154.
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1. Sintomatologia caracteristica de la enfermedad.

2. Deteccidn de niveles elevados de auto-anticuerpos.

3. Biopsia presentado dafios intestinales caracteristicos.

4. Genotipos HLA-DQ2 y DQS8.

5. Respuesta favorable a la dieta libre de gluten.

Se ha observado que la respuesta inmune anormal que se produce en la patologia celiaca, se
encuentra asociada al desarrollo de auto-anticuerpos contra diferentes oOrganos. Entre las
enfermedades autoinmunes asociadas a la enfermedad celiaca, se encuentran la Diabetes Mellitus
tipo I, Tiroiditis, enfermedades hepéticas y neurolégicas. %

La sensibilidad al gluten ** *3

se describié por primera vez en 1980, pero recientemente fue
aceptada. Se estima que su prevalencia es de 7% de la poblacién mundial. Esta patologia se
caracteriza por presentar sintomatologia intestinal similar a la enfermedad celiaca, tales como dolor,
distension e inadecuada movilidad intestinal. También se presentan manifestaciones extra-
intestinales como migrafas, fatiga cronica, depresion y anemia. Sin embargo no posee los
marcadores caracteristicos de la enfermedad celiaca, como es la atrofia vellositaria, la hiperplasia
criptica ni los anticuerpos especificos. Su diagnostico se realiza por exclusion, en el cual el paciente
observa mejorias luego de una dieta libre de gluten, habiendo descartado la enfermedad celiaca y
alergia al gluten. Hoy en dia se considera que esta patologia podria generarse por una respuesta
innata al gluten, con produccion de células y marcadores diferentes al resto de las patologias
relacionadas con el gluten.

El tratamiento de todas patologias relacionada con el gluten se basa en el mantenimiento de una
dieta libre de este componente. Ademéas hoy en dia existe un amplio campo de investigacion

dedicado a encontrar nuevas alternativas, que disminuyan la inmunogenicidad de los productos de

estos cereales y que eviten que las personas desencadenen una respuesta inmunoldgica, entre ellos

# K. E. Lundin y C. Wijmenga, 'Coeliac disease and autoimmune disease-genetic overlap and screening'
(2015) 12(9) Nat Rev Gastroenterol Hepatol 507.
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se destacan acetato de larazotidina y endopeptidasas.?? Estas moléculas no han presentado una

adecuada eficacia o se encuentran en su fase experimental. Sin embargo, es importante destacar que

existe un escaso conocimiento sobre las caracteristicas estructurales de las moléculas involucradas

en las enfermedades relacionadas con el consumo de gluten. Es por ello que en esta seccion se

destacaran aspectos estructurales relevantes de las proteinas en general y del gluten en particular.
1.2. Aminoécidos, polipéptidos y proteinas.

Las proteinas son macromoléculas que se comportan como polimeros, ya que estan conformadas
por la repeticion de unidades estructurales, mas pequefias conocidas como amino&cidos. Los
aminoacidos se encuentran constituidos por un grupo acido y un grupo amino unido a un carbono
central o alfa. Este carbono se une a un hidrédgeno y ademas a una cadena lateral (representada

generalmente con la letra R). En la naturaleza se presentan 20 aminoécidos.?

dtomo de carbono a O

H,N—CH—C—OH

upo a-amino R cadena lateral

a-aminodcido

enlaces peptidicos

o) o) 0 0 o)
| |
$—NH—CH—C—NH—CH—C--NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—$
| | | | |
CH, CH,OH H CH,SH CH(CH,),

pequeia seccién de una proteina

O O O O O

\ | | \
H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH

| | I I |
CH, CH,OH H CH,SH CH(CH3),

alanina serina glicina cisteina valina
aminodcidos individuales

Figura 1. Representacion esquematica de un aminoécido. En azul se encuentra el grupo amino, en verde el
grupo &cido, en negro el carbono quiral o asimétrico y la letra R representa la cadena lateral, que varia entre
cada aminoécido. También se representa un péptido de cinco residuos, generado mediante el enlace amida o
peptidico y los aminoacidos que se unen para generar la cadena polipeptidica (Extraido de Wade, Quimica

Orgénica, Quinta Edicion).

% A. Blanco, Quimica Biolégica , Panamericana,(2006).
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Debido a que existen cuatro grupos unidos al carbono alfa, se genera un centro asimétrico, con
actividad Optica. Es por eso que existen dos enantibmeros, conocidos como L, y D. En los
mamiferos, solo se encuentran los aminoacidos con configuracién L.

Teniendo en cuenta la polaridad y las caracteristicas de los grupos funcionales presentes, los

aminoacidos pueden ser divididos en cuatro grandes grupos, los cuales se presentan en la figura 2.

No polares ( hidréfobos ) Iil Polares, Con carga negativa
Alamina-Ala-A  CH,4C—C00 - AEge H Acido aspartico-Asp-D
! Glicocola-Gly-G 4 4 ¢ - COO "0 H
NH, 1 N !
+ NH C—CH,fC-CO0
CH 3 H i Y4 1
: N 1 0 NH,
Valina-Val-V ( *) ) CH +C-CO00 b
CH, ,{m Serina-Ser-S ';'
Leucina-Leu-L (*) + HO — CH,+C-CO00 Acido glutamico-Glu-E
H, H : 0 H
N . 'jH 3 \ 1 0
/CH—CHZ--(I)—COO //C—CHZ—CHZ-Q-C
CH, NH, i 0 NH,
T Treonina-Thr-T (*) | | i
H CH,—CH +C-CO00
Isoleucina-lie-I (™) i 1 1
CH.—CH,—CH 1+C~C00 OH | NH,
(IIH l{JH ; Con carga positiva
31 +
) g Cisteina-Cys-C ';I
Prolina-Pro-P HZCI C=C00 HS — CHZ"? -C00 Liiina—Lys—K () l;l
HoC oy [ NH, HyN - CH,-CH.- CH, CH £ C-CO0 -
H
o~ NH,
Metionina-MetM (*) | H Tirosina-Tyr-Y H Al :
—g— " leo- ]
CH— § — CH,— CH,1-C-C00 Ho@_CHZ_(‘:_COO NH, e
!‘_ng NH, (l)l-NH-CHz-CHfCHf(IJ-COO'
s +
Fenilalanina-Phe-F (*) | 4 AsPaﬁaﬂ”a'AS“'N - NH, NH,
i 2 1
QCHZ--C-COO N — cH,$C-Coo
. 7 ! Histidina-His-H H
yH 5 yHS (aph6,0) (*lactantes ) ;
) HC = C-CH,FC-C00"
Triptéfano-Trp-W ( *) '|'| G‘Utilm;: aGin-a H |-|Nl X [I\IH I:IH 4
o lco- - 2 1 +C7 +
@ﬁn CH e To0 >/C—CH2--(;:—COO H
N~ NH, 0 NH,
H +

Figura 2. En esquema se presentan los 20 aminoacidos clasificados de acuerdo a las caracteristicas de las

cadenas laterales.
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Teniendo en cuenta que en la estructura de los aminoéacidos existe un grupo &cido y amino, la
mayoria de los aminoécidos a pH neutro se encuentran en una forma de ién dipolar, con carga neta
nula, conocido también como ion zwiterion.

Las células catalizan la formacion de las proteinas, mediante un sistema complejo conocido
como ribosoma. En este proceso, los aminoacidos se unen entre si mediante un enlace amida que se
produce entre los grupos &cido y los aminos de dos aminoacidos, con pérdida de una molécula de
agua, constituyéndose de ese modo la union peptidica. Este enlace posee dos estructuras
resonantes, por lo que presenta un caracter de doble enlace parcial (Figura 3 A y B). Como
consecuencia, la libre rotacion del enlace C-N se encuentra restringida y los atomos unidos al
carbono carbonilico y al nitrégeno, se encuentran en un mismo plano. Debido a estas caracteristicas,
el enlace peptidico puede presentar dos tipos de configuraciones, una configuracién trans, donde los
carbonos alfa asociados al enlace peptidico se encuentran opuestos al doble enlace o cis, que se
encuentran del mismo lado. En las proteinas, la configuracion trans se encuentra mas favorecida
debido a que los impedimentos estéricos son menores (Figura 3 C). Dentro de los veinte
aminoacidos, la prolina posee caracteristicas estructurales distintivas. La prolina es en realidad un
imino&cido, ya que su cadena lateral es ciclica y estd compuesta por 3 unidades de metileno; estos
guedan unidos al carbono alfa y al grupo amino. Esta estructura, hace que este aminoacido tenga
una capacidad restringida de rotacién de sus enlaces simples. Esto genera una distorsion en la

arquitectura de las cadenas polipeptidicas.
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A .(”). :(l): B enlace peptidico
C R C v R
& S— x
R/ \T/ < > R/ \T/
G
R H
N /

c ]
H
/i \C—N R N S S .
Vi — 7 N ,
o R AN .
= R,

trans cis plano de la amida

Figura 3 Representacion del enlace amida. A) Estructuras resonantes de este enlace. B) Plano que este forma
en la cadena polipeptidica. C) Esquema de la transicion cis-trans de esta union. (Extraido de Lehninger,
Principio de Bioquimica, 4 Edicion).

Por otro lado, el carbono alfa presenta enlaces sencillos, que permite la libre rotacion de los
enlaces adyacentes. Esto genera que los planos peptidicos adyacentes puedan rotar uno con respecto
al otro. Los angulos definidos entre estos enlaces simples se conocen como angulos diedros. El
angulo definido entre el carbono alfa y el nitrégeno se lo conoce como fi (®), mientras que el
definido entre el carbono alfa y carbonilo se conoce como psi (y). Ademas se encuentra un tercer
angulo, llamado omega (w) el cual se define entre el carbono carbonilico y el nitrégeno.
Generalmente este angulo se caracteriza por poseer valores fijos de 0° o 180° para las
configuraciones cis/trans respectivamente. Los giros de estos angulos definen la arquitectura de la
cadena polipeptidica, ya que no todas las combinaciones angulares son posibles a causa de
impedimentos estéricos. Los valores permitidos se grafican en un diagrama bidimensional conocido

como diagrama de Ramachandran.

% J. M. Berg, L.;. Tymoczko y L. Stryer J.L., Bioguimica.Reverté, 6ta ed, (2007).
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Figura 4. Rotacion de los enlaces simples en una cadena peptidica. En A) se muestran los angulos diedros
alrededor del carbono alfa. En B) se presenta un diagrama de Ramachandran, las zonas azul oscuras
responden a las combinaciones de angulos mas favorables, mientras que las regiones celestes corresponden a

angulos limites; los puntos representan esquematicamente valores obtenidos para una proteina ejemplo.

La mayoria de las proteinas poseen entre 50 a 2000 residuos, con un peso molecular medio entre
5500 y 220000 Daltons (Da) (Un dalton equivale a una unidad de masa atémica). Sin embargo
existen estructuras constituidas por un numero menor de residuos y a estos se los denominan
oligopéptidos o simplemente péptidos. Por convencion, el extremo amino terminal o N-terminal se
lo considera el comienzo de la cadena polipeptidica, mientras que el carboxilo terminal o el C-
terminal, se lo considera el final. Debido a esto, a las proteinas se las nombran desde su extremo N-
terminal al C-terminal.

Las cadenas polipeptidicas de los péptidos y las proteinas presentan polaridad de cargas, a pH
neutro, el extremo amino libre, se encuentra cargado positivamente. Por otro lado, el extremo
carboxilo, estd cargado negativamente. A esta polaridad comdn a todas las estructuras, se le debe
sumar la posibilidad de ionizacién que presentan algunas cadenas laterales de algunos residuos.
Esto genera que algunas proteinas tengan regiones con distinta polaridad. Esta propiedad depende

de la secuencia aminoacidica de cada proteina, la cual se encuentra determinada por el genoma.

1.3. Estructura jerarquica de las proteinas.
Los péptidos y proteinas no son moléculas rigidas y lineales, sino que tienden a plegarse, y

generar estructuras tridimensionales cuando se exponen al medio celular. Este proceso esta guiado
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por fuerzas intermoleculares que favorecen un correcto plegamiento y la formacion de una
estructura tridimensional energéticamente mas favorable, conocida como conformacién nativa.
Esta estructura es fundamental para la actividad de la proteina, su pérdida genera una molécula sin
funcionalidad o bien que su funcién cambie." Debido a la importancia de la secuencia aminoacidica
y de la conformacién tridimensional de las proteinas, se ha establecido un criterio jerarquico de
organizacion de las mismas, constituido por la estructuras primaria, secundaria, terciaria y

cuaternaria.

Niveles de Organizacion: Estructuras
Y

v v v v
Primaria l [ Secundaria l [ Terciaria ] ' Cuaternaria ]
Proteinas Multisubunitarias
2 a-Hélices Laminas B Proteinas Fibrosas Proteinas Globulares
Secuencia de
Aminoacidos

@Eﬁ’%ﬂ
QR

" VA
>

Colageno Hemoglobina

Figura 5. Representacién jerarquica de las estructuras de las proteinas. Extraido de Alberts, Biologia
Molecular de la Célula, 5 Edicion.

1.3.1. Estructura primaria:

La secuencia lineal de los residuos aminoacidicos que conforman a una proteina, se conoce
como estructura primaria. La misma se encuentra definida por el enlace covalente establecido
entre los aminoacidos, denominado como enlace peptidico. Esta estructura se encuentra codificada
en la informacion genética contenida en el DNA de las células, que mediante los procesos de
transcripcion y transduccion dan lugar a la formacion de una proteina funcional.?®
La comparacion de la secuencia de aminoacidos es una herramienta muy Util para poder predecir

similitudes estructurales y funcionales de proteinas. Es asi que proteinas que poseen secuencias

similares en un alto porcentaje y han evolucionado de una misma secuencia de DNA (gen), se dice
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que son proteinas homologas. Se denominan proteinas anélogas, cuando se asemejan secuencial y
estructuralmente, pero estas no han evolucionado de un mismo gen comdn. Proteinas con la misma
funcién en especies distintas pueden presentar sustituciones de un aminoacido por otro con
propiedades similares. A esto se lo conoce como sustitucion conservada, y se puede observar en
proteinas como la insulina, donde existen estas variaciones entre especies, manteniendo la misma
funcionalidad. Los aminoacidos que se encuentran siempre en la misma posicion, y que no se
modifican entre especies, se conocen como residuos invariables. Se denomina sustitucién no
conservada, cuando se produce un cambio por otro aminoacido de polaridad distinta, esto puede
producir ningtn cambio en la proteina, asi como la pérdida o adquisicion de una funcionalidad. Esto
depende de la region de la proteina afectada. Un ejemplo de pérdida de funcionalidad, se observa en
la anemia falciforme. En esta enfermedad se produce una sustitucion de un &cido glutdmico por una
valina, en la hemoglobina. Esta proteina pierde su estructura funcional, polimerizando y generando
una deformacion en los globulos rojos haciendo que los mismos tengan una vida media en el

torrente sanguineo menor. *

1.3.2. Estructura secundaria:

La estructura secundaria es el arreglo espacial que presenta un segmento del esqueleto peptidico,
en el cual no se considera la conformacién que adquieren las cadenas laterales ni la relacion de estas
con otros segmentos de la proteina. Esta estructura se encuentra definida por la presencia de puentes
de hidrdégenos intracatenarios que se generan entre los grupos amino y carbonilo que participan en
los enlaces peptidicos. Esto define un plegamiento tridimensional local de la cadena polipeptidica.
Existen diversas estructuras secundarias, que se encuentran definidas por angulos diedros ® y vy
caracteristicos, que se repiten en toda la estructura. A continuacion se presentan los tipos mas
relevantes.

1.3.2. a. Alfa-hélice:
La alfa hélice es una estructura secundaria muy abundante, en la cual el esqueleto peptidico se

dispone de, manera helicoidal. Cada giro o vuelta de hélice involucra a 3,6 aminoacidos, cuyas
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cadenas laterales se ubican hacia el exterior de la estructura. La estabilizacion de la estructura se
encuentra determinada por la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos NH y CO. En
particular el grupo CO forma un puente de hidrégeno con un grupo NH ubicado cuatro residuos mas
adelante en la cadena principal. Cada residuo se relaciona con el siguiente con un incremento del
paso de la hélice de 1.5 A, y un giro de 100°. El paso de hélice (p) , definido como el producto entre
el numero de residuos aminoacidicos por vuelta y la distancia entre los carbonos, medida
paralelamente al eje de la hélice , es de 5.4 A. Los angulos diedros caracteristicos son ® = - 57 y y=
- 47. Las alfa hélices pueden ser dextrogiras (con giro en sentido de las agujas del reloj) o levégiras
(con un giro en el sentido contrario a las agujas del reloj). Sin embargo, mediante los diagramas de
Ramachandran, se puede determinar que las hélices dextrogiras son mas favorables desde el punto
de vista energético, ya que existe menos impedimento estérico entre las cadenas laterales y el
esqueleto. Una consideracion importante es que las cadenas que presentan prolina en su estructura

no pueden dar lugar a una hélice alfa.

B +180

120 |-

ol \
| o :
¥ Helice levég a

(mencs comin)
-60 = #

-120 =  Helice dextrogira
(mas comdn)

180 1 1 | A 1
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Figura 6. A) Representaciones esquematicas de hélices alfa y de una proteina constituida mayoritariamente
por este tipo estructura. B) Diagrama de Ramachandran presentando los &ngulos diedros probables en esta
conformacioén secundaria. (Extraido de Lehninger, Principios de Bioquimica, 5% y Styer, Biogquimica 5
Edicidn)

El porcentaje de alfa hélice en las proteinas puede ser muy variable, por ejemplo, la ferritina,

proteina que almacena hierro, presenta un 75 % de su estructura en alfa hélice. Otras proteinas

como la miosina y tropomiosina del musculo y la fibrina que compone los coagulos sanguineos,
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posee una estructura de 100 % alfa hélice. %’
1.3.2. b. L&minas Beta:

Las cadenas del tipo B se caracterizan por estar formadas por 5-10 residuos, en la cual el
esqueleto peptidico se dispone de manera extendida, con un angulo de torsién Ca-C-N de 120°. En
esta estructura secundaria, las cadenas laterales se encuentran por encima y por debajo del plano
definido por el esqueleto polipeptidico, de manera alternada. Generalmente estas cadenas del tipo
beta se asocian, generando laminas u hojas p.

La lamina beta es una estructura secundaria muy abundante, que se caracteriza porque dos
regiones de la cadena polipeptidica se disponen de manera lineal, paralelas o antiparalelas entre si,
interactuando mediante enlaces de puente hidrogeno. Las cadenas se ubican de manera mas
extendida, donde cada aminoacido ocupa una distancia de 3.5 A. En la lamina beta paralela, cada
aminoacido presenta su grupo NH formando un puente hidrogeno con el CO del aminoacido
enfrentado en la cadena adyacente, mientras que su grupo CO forma otro puente hidrégeno con un
grupo NH, situado dos residuos mas lejos en la cadena paralela. En las antiparalelas todos los
puentes hidroégeno se producen entre residuos enfrentados entre las cadenas adyacentes. Las laminas
paralelas poseen angulos diedros de @ = -119 y y= 113, mientras que las antiparalelas ®= -139 y
y=135.

Las laminas beta esta formadas normalmente por 4 o 5 cadenas, pero a veces hasta 10 0 mas.
Estas pueden ser totalmente paralelas o antiparalelas o combinaciones de estas. De manera
esquematica, las hebras beta se representan con flechas, y la direccion de las puntas de estas indica
gue tipo de hoja forman.

Las laminas beta poseen una variabilidad estructural mayor que las hélices alfa, ya que pueden
ser relativamente planas o presentar una estructura mas plegada. Este motivo estructural se

encuentra en una gran diversidad de proteinas, entre ellas proteinas que unen é&cidos grasos % y los

27 T.M. Devlin, Textbook of Biochemistry with clinical correlations. Wiley, (2010).
%8 ). C. Sacchettini, J. 1. Gordon y L. J. Banaszak, 'Crystal structure of rat intestinal fatty-acid-binding
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oligobmeros y fibras de proteinas amiloidogénicas como la alfa-sinucleina y el péptido beta

amiloide. **
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Figura 7. Representacién esquematica de laminas beta: A) paralelas, B) Antiparalelas. C). Proteina que
presenta un alto porcentaje de laminas beta. D) Diagrama de Ramachandran mostrando los angulos diedros
probable en estas estructuras. (Extraido de Stryer, Bioquimica, 5® Edicion).
1.3.2. c. Poliprolina:

Este motivo estructural se encuentra en un alto porcentaje, luego de las estructuras de hélice alfa
y lamina beta. Existe una elevada cantidad de motivos secuenciales capaces de adquirir esta
estructura. Sin embargo se ha reconocido que aquellos con un alto contenido en prolina poseen una
mayor capacidad de formar esta estructura secundaria. * Como se comentd anteriormente, la
prolina posee caracteristicas especiales, ya que presenta en su estructura un ciclo pirrolidina por lo
gue el grupo NH no es capaz de formar puentes de hidrogeno. Ademas existen restricciones en la
libre rotacion de los enlaces simples, generando que el angulo ® sea cercano a -70°, mientras que
puede presentar una mayor variacion. Esta variabilidad se encuentra asociada con la capacidad de

este aminoacido de presentar transiciones cis/trans mucho mas probables que en otros aminoacidos.

protein. Refinement and analysis of the Escherichia coli-derived protein with bound palmitate’ (1989)
208(2) J Mol Biol 327.

2 M. S. Celej et al, 'Toxic prefibrillar alpha-synuclein amyloid oligomers adopt a distinctive antiparallel
beta-sheet structure’ (2012) 443(3) Biochem J 719.

%0 M. Vilar et al, "The fold of alpha-synuclein fibrils' (2008) 105(25) Proc Natl Acad Sci U S A 8637.

3L E. Cerf et al, 'Antiparallel beta-sheet: a signature structure of the oligomeric amyloid beta-peptide’
(2009) 421(3) Biochem J 415.

%2 B. Bochicchio y A. M. Tamburro, 'Polyproline 11 structure in proteins: identification by chiroptical
spectroscopies, stability, and functions' (2002) 14(10) Chirality 782.
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Esto se debe a que ambos estados poseen energias similares, por lo que dicha conversion es
energéticamente favorable. La combinacion de impedimentos estéricos producidos por este grupo y
la incapacidad de formar puentes de hidrogeno generan una distorsién en la estructura secundaria,
que favorece la formacion de este tipo de hélices. Existen dos tipos de estructurales de poliprolina:

. Poliprolina I (PPI): Esta estructura secundaria se caracteriza por presentar 3.3 residuos por
vuelta y todos los enlaces peptidicos se encuentran en cis, con angulos diedros ¢=-75°y y=
+160°. Esta estructura se encuentra favorecida en presencia de alcoholes alifaticos.

. Poliprolina Il (PPII): es una de las hélices mas abundantes presentes en diversas proteinas,
luego de las hélices alfa. Sin embargo, esta era confundida, hasta hace un tiempo atrés, con
estructuras del tipo desordenadas. *? Se caracteriza por ser una hélice levégira con un paso de hélice
de 3.20 A y todos sus enlaces peptidicos se encuentran en trans: ¢= -75°, y, = +145°, ©=180°. Esta
estructura se encuentra favorecida en agua.

A B Y C

Figura8. Representaciones esquematicas de estructuras secundarias de Poliprolina. A) Poliprolina tipo |
(PPI). B) Poliprolina tipo 1l (PPII). C) Organizacion jerérquica de hélices de coldgeno, las cuales poseen
estructura del tipo PPII. Estas se asocian para generar fibras de colageno. D) Vista Superior de una fibra de

colageno.

Existen diversas proteinas que adoptan una estructura de PPII. Una de las mas importantes es el
coldgeno, proteina estructural ampliamente distribuida en el tejido de mamiferos. Esta se encuentra

formada por tres hélices de colageno que se asocian mediante puentes hidrégeno.”® También se ha
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descripto la presencia de este motivo estructural en proteinas de diversos origenes como la zeina *

%y la alfa-sinucleina, proteina prion y las

la proteina E7 del virus de papiloma Humano
correspondientes a la familia Tau, estas dos ultimas proteinas asociadas a enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer respectivamente. ** Por otro lado, esta estructura
se ha reconocido en participar en interacciones proteina-proteina involucradas en vias de
sefializacion inter- e intracelular. Es asi que proteinas con dominios SH3 *' y el complejo mayor de
Histocompatibilidad de clase 1, interacttian con péptidos que poseen esta estructura®. Ademas, el
motivo PPII ha sido reconocido como un estado presente en intermediarios conformacionales y
procesos de desnaturalizacion. ** Estos reportes ponen de manifiesto el rol protagénico del motivo
PPII en vias de sefalizacion fisioldgicas pero también patolégicas.
1.3.2. d. Estructura del tipo aleatoria o desordenada.

En algunas proteinas existen regiones en las cuales el esqueleto polipeptidico no es capaz de
establecer interacciones que estabilicen una conformacion espacial especifica. Esto genera que la
cadena polipeptidica se disponga al azar, por lo que se conoce a esta estructura como aleatoria o
desordenada.

Diversos autores han intentado describir las caracteristicas de este tipo de estructuras. Tanford et

a |I”° considerd que una estructura aleatoria en un polimero es aquella en la cual los enlaces simples

% M. J. Kogan et al, 'Supramolecular properties of the proline-rich gamma-Zein N-terminal domain'
(2002) 83(2) Biophys J 1194.

% M. G. Noval et al, 'Conformational dissection of a viral intrinsically disordered domain involved in
cellular transformation' (2013) 8(9) PLoS One e72760.

% C. D. Syme et al, 'A Raman optical activity study of rheomorphism in caseins, synucleins and tau.
New insight into the structure and behaviour of natively unfolded proteins' (2002) 269(1) Eur J Biochem
148.

% A. C. Gill et al, 'Post-translational hydroxylation at the N-terminus of the prion protein reveals
presence of PPII structure in vivo' (2000) 19(20) EMBO J 5324.

7 X. Wu et al, 'Structural basis for the specific interaction of lysine-containing proline-rich peptides with
the N-terminal SH3 domain of c-Crk' (1995) 3(2) Structure 215.

%8 . J. Stern et al, 'Crystal structure of the human class Il MHC protein HLA-DR1 complexed with an
influenza virus peptide' (1994) 368(6468) Nature 215.

% A. A. Adzhubei, M. J. Sternberg and A. A. Makarov, 'Polyproline-I1 helix in proteins: structure and
function' (2013) 425(12) J Mol Biol 2100.

0 C. Tanford, 'Protein Denaturation' in M. L. Anson John T. Edsall C.B. Anfinsen and M. Richards
Frederic (eds), Advances in Protein Chemistry (Academic Press, 1968) vol Volume 23, 121-282.
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pueden rotar libremente, tal como se produciria en una molécula pequefia. Sin embargo, esta
rotacion no es de manera aleatoria, ya que existen angulos que son preferidos debido a la presencia
de restricciones energéticas. Para Shortle, ** una estructura de este tipo, es un estado bien definido,
en el cual no se producen interacciones entre las cadenas laterales. En esta estructura los angulos @
y v de un residuo, son independiente a la de otros residuos, por lo que no existen interacciones
locales. Por otro lado, Flory * ha presentado un modelo tedrico que estudia a las proteinas que
poseen este motivo estructural como polimeros. A través de ésta teoria, se puede predecir
parametros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proteinas desestructuradas.

Diversas proteinas poseen regiones desestructuradas y se las denominan Proteinas
Intrinsecamente desordenadas (PIDs). Recientemente, se ha comenzado a destacar la importancia
que poseen estas regiones desestructuradas en el normal funcionamiento de las proteinas y el

desarrollo de patologias.

1.3.4. Estructura terciaria

La estructura terciaria de una proteina describe la conformacién tridimensional que adopta la
misma en el espacio. Esta se encuentra determinada por las interacciones intermoleculares que se
producen entre las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos, tales como puentes de
hidrégeno, enlaces disulfuro, interacciones electroestaticas e hidrofébicas. Existen proteinas en las
gue predomina un solo motivo de estructura secundaria. Estas proteinas se caracterizan por formar
fibras, por lo que se las denomina fibroproteinas. %

Otras proteinas presentan varios tipos de estructuras secundarias, las cuales se encuentran
conectadas mediante regiones del tipo desordenadas. Estas cadenas polipeptidicas adoptan una

estructura espacial compacta y redondeada y se las que denomina cominmente como globulares.

*1 D, Shortle, 'The denatured state (the other half of the folding equation) and its role in protein stability’
(1996) 10(1) FASEB J 27.

*2 L. J. Smith et al, "The concept of a random coil. Residual structure in peptides and denatured proteins'
(1996) 1(5) Fold Des R95.

* G. W. Daughdrill et al, 'Natively Disordered Proteins', Protein Folding Handbook , 275-357, Wiley-
VCH Verlag GmbH, (2008).
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Debido a ello, estas presentan ciertas regiones con un plegamiento local méas estructurado e
independiente, al que se denomina dominio. Un dominio generalmente estd constituido por
aproximadamente 100-150 aminoacidos y poseen un centro hidrofébico con una regidn exterior
polar. Generalmente estan asociados con alguna funcién especializada dentro del polipéptido, por lo
gue un incorrecto plegamiento tridimensional puede llevar a que una proteina pierda su
funcionalidad. Sin embargo, en muchos casos es posible eliminar una parte de la molécula sin
afectar la integridad y funcién de la cadena polipeptidica. También es posible trabajar con péptidos
aislados provenientes de una proteina, los cuales en algunos casos pueden presentar la misma
estructura secundaria que la proteina. De esta manera es posible estudiar diversos procesos, tales
como el plegado e interacciones proteina-proteina a través de un sistema mas sencillo.

La funcionalidad de una proteina no solo depende del adecuado plegado de la misma. Ademas
de ello, es necesario que se produzca una correcta distribucion de las cargas en dicha estructura. Por
lo tanto, la electroestatica y la geometria poseen un rol preponderante en la actividad bioldgica de
una proteina. Para el estudio detallado de las propiedades electroestaticas y la interaccion con el
solvente, se aplican modelos matematicos que resuelven la ecuacion de Poisson-Boltzmann. A
través de la resolucién de la misma, es posible describir la distribucion de aminoacidos polares y
cargas en una proteina, que no son evidentes a través de la estructura primaria de la misma. Un
ejemplo de esto ocurre en la proteina acetilcolinesterasa. ** Esta proteina posee una region cargada
negativamente en el borde del sitio activo, que no es evidente en la representacion espacial de la
misma. Este patrén observado se debe a la profundidad del sitio activo, que genera una
discontinuidad en la constante dieléctrica. Esta propiedad permite que la enzima pueda unir a su
sustrato y asi llevar a cabo su actividad. Por otro lado, regiones neutras también tienen una elevada
importancia en el adecuado funcionamiento de ciertas proteinas. Es asi que la proteinas Src-SH2,

posee una region central hidrofobica que corresponde a su sitio activo, flanqueada por otra zona de

* J. L. Sussman et al, 'Atomic structure of acetylcholinesterase from Torpedo californica: a prototypic
acetylcholine-binding protein' (1991) 253(5022) Science 872.
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cargas positivas, que permite la unién a su ligando. ** Por lo tanto, en el estudio de la estructura y
funcionalidad de una proteina, es de fundamental relevancia el conocimiento de la disposicién
espacial de las cadenas peptidicas y de las propiedades electroestaticas que esta estructura

tridimensional posee. *

\ Interacciones
Electroestaticas

Enlacedepuente % 8
Hidrégeno I
%c .

Figura 9. Esquema representando algunas de las interacciones relevantes en la determinacion de la estructura

tridimensional de una proteina.
1.3.5. Estructura cuaternaria:

La estructura cuaternaria de una proteina se genera cuando existen varias cadenas polipeptidicas
que se pliegan en conjunto para dar lugar a la formacion de una proteina. Cada cadena peptidica se
la denomina como subunidad, y a la proteina se la considera como proteina multi-subunitaria
(varias subunidades). En esta estructura se considera el arreglo espacial de cada subunidad y el
ensamblado e interacciones que se producen entre cada subunidad sin importar la geometria interna
de cada componente. Generalmente la asociacion de dichas cadenas, se produce a través de enlaces
no covalentes en una conformacion especifica que es requerida para el funcionamiento de la

proteina. Las cadenas que componen a la proteina pueden ser iguales (homo -multimeros) o

* G. Waksman et al, 'Binding of a high affinity phosphotyrosyl peptide to the Src SH2 domain: crystal
structures of the complexed and peptide-free forms' (1993) 72(5) Cell 779.

*¢ B. Honig y A. Nicholls, ‘Classical electrostatics in biology and chemistry' (1995) 268(5214) Science
1144,
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distintas (hetero-multimeros), dependiendo de la proteina. Ejemplos de estas proteinas son la
hemoglobina, polimerasas y canales i6nicos.?®

La estructura cuaternaria es dinamica, ya que la funcionalidad de la proteina generalmente esta
asociada a cambios conformacionales de una de las regiones de una subunidad, produciendo luego
una variacién en las demas cadenas. En muchos casos, la funcionalidad de las proteinas se
encuentra determinada con la interaccion de estas con moléculas de bajo peso molecular,
denominadas ligandos. Un ejemplo es la hemoglobina, la cual se une al oxigeno se produce a través
de un proceso de interaccion de caracter cooperativo. Esto se produce debido a que la interaccion
de una de las cadenas con el oxigeno, incrementa la afinidad del resto. En este caso, el proceso
ocurre a través de un mecanismo cooperativo positivo, ya que incrementa la afinidad de esta
proteina a su ligando. ** ?* ?* Otros ligandos pueden actuar generando una disminucion de la
actividad de la proteina a través de un mecanismo cooperativo negativo. Esto se ha observado en la
enzima 3'-5'-adenosin monofosfato-ciclico fosfodiesterasa, que presenta este efecto al unirse al
AMP ciclico. En este caso se observa un cambio conformacional inducido por la unién de una
segunda molécula de adenosin monofosfato ciclico a la proteina, conduciendo a la disminucién en

la actividad catalitica de esta enzima. *’

Figura 10. A) Representacion estructural de la proteina neuraminidasa, proteina viral relacionada con la

infectividad del virus de la gripe. La misma consiste en cuatro proteinas que se asocian para generar la enzima

*" N. Popovych et al, '‘Dynamically driven protein allostery' (2006) 13(9) Nat Struct Mol Biol 831.
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funcional. B) Esquema tridimensional de la proteina fibronectina, componente de la matriz extracelular.
(Extraido de Alberts, Biologia Molecular de la Célula, 5® Edicion).

1.4. Gluten y sus proteinas.

El gluten es aquel componente que le da las caracteristicas de elasticidad, viscosidad,
cohesividad y la capacidad de absorber agua a la masa panaria obtenida a partir de harinas de trigo,
avena, centeno y cebada. Se aisla luego de realizar un lavado de la harina, con el objetivo de
eliminar los granulos de almidén. Esta constituido por lipidos, proteinas y algunos carbohidratos,
sin embargo las proteinas son los componentes principales y las responsables de sus propiedades.
Se ha determinado que el consumo promedio de gluten diario en la poblacion mundial es de 50 g al
dia. *

A las proteinas que constituyen el gluten proveniente de la harina de trigo se lo divide en cuatro
clases de acuerdo a su solubilidad de acuerdo a Oshorne *® en:

1. Albuminas: solubles en agua y soluciones salinas diluidas.

2. Globulinas: solubles en soluciones salinas de concentracién moderada.

3. Gliadinas: solubles en soluciones acuosas de alcoholes.

4. Gluteninas: solubles en bases y acidos diluidos, detergentes, agentes disociantes y reductores.

Gluten

Globulina Albumina Gliadina Glutenina

a B v w BajoP.M.  Alto P.M.

Ricasencisteina Pobresen cisteina Ricas en cisteina

Figura 11. Esquema representando las diferentes fracciones del gluten. (Extraido y adaptado de Shewry, P. R,

* T. Osborne, 'The proteins of the wheat kernel' (1907), Washington, D.C. :Carnegie Institution of
Washington
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et al, The Classification and Nomenclature of Wheat Gluten Proteins: A Reassessment,, Journal of Cereal

Science, 1986.)

De estos cuatro grupos, las gliadinas y gluteninas son conocidas como prolaminas, debido a su
alto contenido de aminoacidos prolina y glutamina. *° Estas actian como fuente de aminoacidos en
los granos de estos cereales, durante el proceso de germinacion y se sintetizan en el reticulo. Son
almacenadas en los denominados cuerpos de inclusion. *° ** De ambas proteinas, se ha reconocido a
la gliadina como la principal responsable de las patologias relacionadas con el gluten. ** Esta
proteina se caracteriza por no ser totalmente digerida, produciendo péptidos que también son

capaces promover una respuesta inmune. 3

1.4.1. Gluteninas:

Las gluteninas son proteinas que tienen la capacidad de auto-organizarse, generando agregados,
cuyos pesos moleculares varian desde 500.000 a 10 millones de Da. Teniendo en cuenta la
estructura primaria de estas, se pueden dividir en dos grandes grupos: las gluteninas de alto peso
molecular, entre 67-88 KDa y las de menor peso, entre 32-35 KDa. Ambas clases de proteinas
interactdan entre si para dar lugar a la formacion de un polimero ramificado que le da elasticidad al
gluten. 2

1.4.2. Gliadinas:

La gliadina es una proteina monomérica que conforma aproximadamente el 50 % del gluten. La

misma se encuentra conformada por cuatro tipos de isoformas que se clasifican de acuerdo a su

movilidad electroforética en a (25-35kDa), B (30-35kDa), y (35-40kDa) y o (55-75kDa). ** Estas

* H. Wieser, 'Chemistry of gluten proteins' (2007) 24(2) Food Microbiol 115.

%0 N. Rosenberg et al, 'Wheat (Triticum aestivum L.) [gamma]-Gliadin Accumulates in Dense Protein
Bodies within the Endoplasmic Reticulum of Yeast' (1993) 102(1) Plant Physiology 61.

51J.S. D. Graham et al, 'Protein Bodies and Protein Synthesis in Developing Wheat Endosperm’ (1962)
196(4858) Nature 967.

52 H. Wieser, 'Relation between gliadin structure and coeliac toxicity' (Pt Blackwell Publishing Ltd)
(1996) 85 Acta Pediatrica 3.

53 . Shan et al, 'Structural basis for gluten intolerance in celiac sprue' (2002) 297(5590) Science 2275.

'S, Quester, M. Dahesh y R. Strey, 'Microcellular foams made from gliadin' (2014) 292(9) Colloid
Polym Sci 2385.
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proteinas comparten una estructura primaria similar, conformada por un dominio N -terminal, un
dominio central hidrofébico rico en prolinas y glutaminas y fenilalaninas y una regidn no repetitiva
que incluye cisteinas. Las a y B gliadinas poseen entre 250-300 residuos aminoacidicos, con una
estructura y secuencia muy similar, por lo que normalmente se las agrupan juntas. Ademas las o/
y las y gliadinas contienen seis y ocho residuos de cisteina, respectivamente, ubicados en una
posicion conservada. La w-gliadina posee 350 aminoacidos es globalmente méas polar que el resto
de las isoformas y no contiene en su composicién el aminoacido cisteina, por lo que no es capaz de
presentar un crosslinking a través de puentes disulfuro. *>°® Ademas se caracteriza por poseer un
alto contenido en prolina y glutamina, las cuales se encuentran ubicadas en secuencias repetitivas
caracteristicas como PQQPFPQQ. *"*® Todas poseen escasos aminoécidos cargados positivamente.
A pesar que este grupo de proteinas se ha estudiado extensamente, el conocimiento de la
estructura secundaria y terciaria de la misma es escaso. Estas proteinas no se han podido cristalizar
en condiciones ambientales normales aunque si se ha podido en un ambiente microgravimétrico. *°
Debido a su alto peso molecular y su elevado contenido en prolinas, se ha dificultado la realizacidn
de estudios estructurales a través de técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN). Sin
embargo, diversos estudios se han llevado a cabo para conocer la estructura de esta a través de
diversas técnicas espectroscépicas. Blanch et. al demostraron utilizando la técnica de
espectroscopia Raman que las a- gliadinas poseen un alto contenido de estructura o, y en menor

porcentaje B y PPII a pH 3.5. Las w-gliadinas-poseen una estructura de PPII bien definida con

% J. A. Bietz y T. Burnouf, ‘Chromosomal control of wheat gliadin: analysis by reversed-phase high-
performance liquid chromatography' (Pt Springer-Verlag) (1985) 70(6) Theoretical and Applied Genetics
599.

% P, R. Shewry y A. S. Tatham, 'Disulphide Bonds in Wheat Gluten Proteins' (1997) 25(3) Journal of
Cereal Science 207.

" P. R. Shewry y A. S. Tatham, ‘The prolamin storage proteins of cereal seeds: structure and evolution'
(1990) 267(1) Biochem J 1.

% F. M. DuPont et al, 'Characterization of the 1B-Type w-Gliadins from Triticum aestivum Cultivar
Butte' (Pt Scientific Societies) (2000) 77(5) Cereal Chemistry Journal 607.

'S, Aibara, 'Crystallization of wheat y-gliadin under a microgravity environment using space station
MIR' (1995) 155(3-4) Journal of Crystal Growth 247.
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algunos giros a pH 2.6. ® Por otro lado, Tatham et al comprobaron mediante dicroismo circular
(CD) que en soluciones acuosas-etandlicas (70%v/v) las a, B y v gliadinas, contienen entre un 36-
37% a hélice, 11-12% de ldaminas B y un 52-53% de estructura desordenada y giros B. Ademas estos
autores establecieron que las o, B y y gliadinas estabilizan su estructura a través de puentes de
hidrégeno y puentes disulfuro, mientras que las w-gliadinas lo hacen por efectos hidrofobicos. *
Recientemente, Rasheed et al realizaron una extraccion de gliadinas utilizando diferentes
condiciones como presencia de alcoholes, detergentes, agentes reductores. A continuacién dichas
fracciones fueron estudiadas mediante espectroscopia de infrarrojo- transformada de Fourier, rayos
X de amplio y bajo angulo (SAXS). Mediante estas técnicas, determind que la gliadina posee un
alto contenido de estructuras desordenadas, hélice o y escasas laminas . Sin embargo, cuando estas
se exponen a glicerol, adquieren mayor contenido de hélices o y laminas B*. Estos hallazgos
muestran gue estas proteinas poseen una estructura secundaria que es sensible al medio en el cual se
encuentran.

En cuanto a la morfologia de estas proteinas, se ha propuesto que soluciones de gliadina
disueltas en agua / etanol, generan estructuras del tipo elipsoide de 3,5 nm de diametro con un 15-
20 nm de largo. ® Recientemente Sato et. al. realiz estudios de rayos X de bajo 4ngulo (SAXS) de
soluciones acuosas de gliadina, demostrando que en este medio, esta proteina genera estructuras del
tipo elipsoide, con un radio mayor de 11.3 nm y uno menor de 2.5 nm. Ademas a bajas
concentraciones menores al 0.5% p/v, la gliadina se encuentra fundamentalmente en forma de

mondmeros, coexistiendo con algunos oligdmeros. Cuando la concentracion se incrementa en el

% E. W. Blanch et al, 'New insight into the solution structures of wheat gluten proteins from Raman
optical activity' (2003) 42(19) Biochemistry 5665.

0 A. S. Tatham y P. R. Shewry, 'The conformation of wheat gluten proteins. The secondary structures
and thermal stabilities of a-, B-, y- and w-Gliadins' (1985) 3(2) Journal of Cereal Science 103.

%2 F. Rasheed et al, 'Structural architecture and solubility of native and modified gliadin and glutenin
proteins: non-crystalline molecular and atomic organization' (Pt The Royal Society of Chemistry) (2014)
4(4) RSC Advances 2051.

% N. H. Thomson et al, 'Small angle X-ray scattering of wheat seed-storage proteins: o-, y- and -
gliadins and the high molecular weight (HMW) subunits of glutenin' (1999) 1430(2) Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology 359.
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rango de 0.5%-1% p/v, se observan agregados solubles y cuando esta es mayor a 15% plv, la
gliadina se torna insoluble. ® En esta Gltima concentracién se ha determinado que los agregados se
acercan entre si formando una red, sin perder sus caracteristicas estructurales. Estudios de Rasheed
et al realizados mediante SAXS, en el cual la gliadina se encontraba en medios de etanol-propanol-
agua, han demostrado que en estas condiciones estas proteinas poseen una estructura en el espacio
del tipo amorfa. Sin embargo cuando esta solucidn es tratada con glicerol, adopta una estructura del
tipo hexagonal compacta. ®

La posibilidad que posee estas proteinas de presentar cambios en su estructura desde
desordenada a una estructura compacta y de agregarse en medios acuosos de acuerdo a la
concentracion, de acuerdo a las condiciones del medio, estaria relacionada con el rol que tienen las
gliadinas en las plantas de trigo. Inicialmente, las gliadinas son fuente de almacenamiento proteico
en las células, mientras que una modificacion en el entorno celular, como cambios en el pH,
deshidratacion, fuerza ionica, podrian generar un cambio estructural. ® Esto permitiria que esta
proteina se encuentre disponible para una posterior hidro6lisis. Estudios previos han demostrado que
la hidrolisis de esta proteina ocurre preferentemente cuando la semilla se encuentra seca y a un pH~
5.7, donde las carboxipeptidasas presentan su maxima actividad. Luego de esta primera
degradacion, la gliadina posee una mayor disponibilidad para posteriores protedlisis, dejando
disponibles aminoécidos necesarios para el proceso de germinacion. °*’
1.4.3. Gliadina y el péptido 33-mer. Rol central en el desarrollo de las patologias

relacionadas con el gluten.

® N. Sato et al, 'Molecular Assembly of Wheat Gliadins into Nanostructures: A Small-Angle X-ray
Scattering Study of Gliadins in Distilled Water over a Wide Concentration Range' (2015) J Agric Food
Chem.

% A. K. Dunker et al, 'Intrinsic disorder and protein function' (2002) 41(21) Biochemistry 6573.

% Y. E Dunaevsky, S. T. Sarbakonova y M. A. Belozersky, 'Wheat Seed Carboxypeptidase and Joint
Action on Gliadin of Proteases from Dry and Germinating Seeds' (1989) 40(12) Journal of Experimental
Botany 1323.

¢7 . Bigiarini et al, 'Hydrolysis of Gliadin during Germination of Wheat Seeds' (1995) 147(2) Journal of
Plant Physiology 161.
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Como se menciono, la gliadina es una proteina que presenta un alto contenido de prolinas y
glutaminas en su secuencia, especialmente en ciertos dominios. En particular, las a-gliadinas poseen
cinco dominios. EI denominado | correspondiente a la region N -terminal (residuos 1-95), rico en
residuos aromaticos, glutaminas y prolinas, en el cual se repite aproximadamente 5 veces la
secuencia QPQPFPPQQPYP. Luego el dominio Il (residuos 96-113) y el IV (residuos 183-190) se
caracterizan por poseer una secuencia rica en glutaminas. El dominio Il (residuos 114-182) y el V
(residuos 191-266) no poseen secuencias repetidas y su contenido en prolina y glutaminas es menor.
% Las gliadinas y en especial la isoforma 2a, son proteinas resistentes a la proteolisis enzimatica * y
los fragmentos peptidicos resistentes inducen una respuesta inmune en ciertos individuos

susceptibles (Figura 12). Entre estos fragmentos, el péptido 33-mer (56-89), ejerce la respuesta
inmunomoduladora mas importante, ya que en su secuencia posee seis regiones inmunogénicas, las

cuales se encuentran ubicadas en tres secciones repetidas en la secuencia del péptido:
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Figura 12. Mapeo de los sitios inmunogénicos de la alfa-2 gliadina. En rojo se presentan los péptidos que

% D. D. Kasarda et al, ‘Nucleic acid (cDNA) and amino acid sequences of alpha-type gliadins from
wheat (Triticum aestivum)' (1984) 81(15) Proc Natl Acad Sci U S A 4712,

% F. Hausch et al, 'Intestinal digestive resistance of immunodominant gliadin peptides' (2002) 283(4) Am
J Physiol Gastrointest Liver Physiol G996.
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producen citotoxicidad, en amarillos aquellos que producen una inmunomodulacién, en azul aquellos que
producen una liberacion de zonulinas y aumento de la permeabilidad celular y en verde los péptidos que

inducen incremento de IL-8. Extraido de Sapone, et al 2012,

Se ha demostrado que las gliadinas producen cambios histopatoldgicos especificos en tejidos,
tales como atrofia vellositaria, hiperplasia de las criptas intestinales e infiltracion intra-epitelial de
linfocitos.” Hekkens et al demostraron que la gliadina es enterotoxica para pacientes celiacos, que
luego de ser tratados con una dieta libre de gluten presentan una histologia normal. "* Fasano ha
demostrado que tanto la gliadina y como su digesto incompleto, son capaces de inducir un
incremento en la permeabilidad celular, especialmente en células de pacientes celiacos. Esto se debe
a produccion de zonulina, molécula cuya expresién aumentada se encuentra asociada a desérdenes
autoinmunes. ? La gliadina induce la expresion de esta proteina a través de la interaccion con el
receptor de quemogquina 3 (CXCR3).” Una vez expresada la zonulina, actia sobre receptores
celulares especificos como el del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el receptor acoplado a
proteinas G denominado PAR,. Mediante la activacién de ambos receptores, se produce una
reorganizacion del citoesqueleto que lleva a una disrupcion de las uniones estrechas. Estas uniones
regulan el pasaje de moléculas por la via paracelular, es decir entre las células, favoreciendo el
pasaje de antigenos a la lamina propia (tejidos que se encuentran debajo de las células epiteliales del
intestino). ™ Sin embargo, es importante destacar que la proteina gliadina también es capaz de

inducir este mismo efecto a través de la activacion directa de EGFR, sin la intervencion de las

0 D. Stepniak y F. Koning, 'Celiac disease--sandwiched between innate and adaptive immunity' (2006)
67(6) Hum Immunol 460.

W, T.J. M. Hekkens.; A. J. C. Haex y R. G. J.Willighagen;, ‘Some aspects of gliadin fractionation and
testing by a histochemical method." (Paper presented at the Coeliac Disease: Proceedings ofthe Second
International Coeliac Symposium.

2 A. Fasano, 'Zonulin, regulation of tight junctions, and autoimmune diseases' (2012) 1258 Ann N Y
Acad Sci 25.

" K. M. Lammers et al, 'Gliadin induces an increase in intestinal permeability and zonulin release by
binding to the chemokine receptor CXCR3' (2008) 135(1) Gastroenterology 194.

™ A. Fasano, 'Zonulin and its regulation of intestinal barrier function: the biological door to
inflammation, autoimmunity, and cancer' (2011) 91(1) Physiol Rev 151.
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zonulinas. ™ Curiosamente entre el ligando de este receptor y la gliadina no existe relacion

estructural, por lo que se desconoce a través de que mecanismo ocurre esta activacion.
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Figura 13. Representacion de los eventos moleculares que ocurren en el desarrollo de la patologia
celiaca.1) Los fragmentos no digeridos del gluten inducen a una liberacion de zonulinas, produciendo una
pérdida de las uniones estrechas. 2) Sin embargo por un mecanismo no establecido, los péptidos del gluten,
entre ellos el 33-mer atraviesa la mucosa intestinal, llegando a la lamina propia. Alli se produce la liberacion
de la Interlequina-15 (IL-15) por las células intestinales. Esta citoquina pro-inflamatoria induce a una
respuesta inmune innata, con el reclutamiento de linfocitos intra-epiteliales en la mucosa. 3) La enzima
transglutaminasa (TG2) que se libera de las células entéricas dafiadas, desamida los péptidos que atraviesan la
mucosa intestinal, generando que estos puedan ser presentado en las moléculas de histocompatibilidad HLA-
DQ2/DQ8, que se expresan en las células presentadoras de antigenos. 4) Estas células presentan este antigeno
a las células T helper. 5) Los linfocitos T helper establecen interacciones con otros linfocitos y liberan
citoquinas. Por un lado, se recluta a linfocitos T killers (células citotoxicas), que inducen la muerte de las
células entéricas. Ademas, se induce a la activacion de células B, las cuales producen anticuerpos especificos.
Debido a esta respuesta, las células inflamatorias migran hacia esta region intestinal, induciendo una respuesta
inflamacién responsable de los sintomas intestinales e extra-intestinales observados. Adaptado de Leffler, D.

A. et al. (2015), Extra-intestinal manifestations of coeliac disease, Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol.
Por otro lado, se ha observado que la gliadina y sus péptidos, son capaces de producir diversos

efectos nocivos sobre la funcidn de las células entéricas. Se ha detectado que estas proteinas y sus

M. V. Barone et al, '‘Growth factor-like activity of gliadin, an alimentary protein: implications for
coeliac disease' (2007) 56(4) Gut 480.
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péptidos son capaces de producir un desbalance en el metabolismo oxidativo. " Se ha determinado
que digestos de gliadina son capaces de producir una remodelacidn de citoesqueleto de actina en
lineas de Células de Carcinoma de Colon (células Caco-2), interfiriendo en procesos de transporte
en el borde en cepillo de las células entéricas (BBM). Debido a esto, se observé una alteracion de la
composicion de lipidos y proteinas en la BBM. 7 Ademas se ha observado que estas fracciones son
capaces de inducir muerte celular de lineas Caco-2, cuando el tiempo de exposicion es de 48 horas.
Ademas se ha observado un incremento en la produccion de IL-15 e IFN-y por las células
epiteliales. Estas citoquinas inhiben la diferenciacion de los linfocitos T reguladores. ® En
consecuencia, se podria hipotetizar que estas moléculas serian intrinsecamente toxicas para las
células del intestino, induciendo en las mismas eventos apoptéticos. ™

Desde el punto de vista inmunolégico, se sabe que el dafio producido en la mucosa intestinal es
inducido por el sistema inmune adaptativo, con la produccion de anticuerpos y células citotdxicas.
Se ha demostrado que la gliadina presenta secuencias que son presentadas en las Moléculas
Histocompatibilidad (HLA-DQ2y DQ-8), estimulando a los receptores de los linfocitos T, que
modulan este tipo de respuesta. * Por otro lado las células T que expresan la molécula CD4,
estimulan a que los linfocitos B se transformen en células productoras de anticuerpos. Estos
anticuerpos del tipo IgA vy del tipo 1gG pueden ademas favorecer al dafio en la mucosa intestinal.
Esto se produce debido a que los primeros son capaces de permitir el pasaje de péptidos mediante

80, 81

trancitosis, mientras que las IgG pueden inducir complejos inmunes que pueden inducir la

secrecion de citoquinas proinflamatorias. ®

’® R. Rivabene, E. Mancini y M. De Vincenzi, 'In vitro cytotoxic effect of wheat gliadin-derived peptides
on the Caco-2 intestinal cell line is associated with intracellular oxidative imbalance: implications for
coeliac disease' (1999) 1453(1) Biochim Biophys Acta 152.

7Y, Reinke, K. P. Zimmer y H. Y. Naim, 'Toxic peptides in Frazer's fraction interact with the actin
cytoskeleton and affect the targeting and function of intestinal proteins' (2009) 315(19) Exp Cell Res 3442,

"8 B. Jabriy L. M. Sollid, 'Tissue-mediated control of immunopathology in coeliac disease' (2009) 9(12)
Nat Rev Immunol 858.

¥ C. Giovannini et al, 'Induction of apoptosis in caco-2 cells by wheat gliadin peptides' (2000) 145(1)
Toxicology 63.

8 M. Heyman y S. Menard, 'Pathways of gliadin transport in celiac disease' (2009) 1165 Ann N Y Acad
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Recientemente se ha comenzado a destacar la influencia directa de la inmunidad innata en el
desarrollo de la patologia.”® Se demostrado la importante influencia de la IL-15 como mediadora del
dafo producido en la mucosa intestinal a través de linfocitos citotoxicos y favoreciendo a la pérdida
de la tolerancia a la gliadina mediante la inhibicion inducida sobre linfocitos reguladores. * Ademas
se ha demostrado que la gliadina induce la expresién de un tipo de molécula de histocompatibilidad
HLA-E, ligando de receptores de células citotoxicas Natural Killers (NK), que inhibe la induccién
de la muerte celular de Células Presentadoras de Antigeno que reconocen a los péptidos
inmunogeénicos de la gliadina. De esta manera se favoreceria una respuesta inmune y la pérdida de

tolerancia. 3

Por otro lado, se ha determinado que la gliadina produce diferentes efectos directos sobre las
celulas de la inmunidad innata. Entre estas células se destacan las Células Dendriticas, que actdan
como presentadoras de antigenos a los linfocitos. Se ha demostrado que la migracion de estas
células es inducida por fragmentos provenientes de la digestion de la gliadina, en una manera
dependiente de la concentracion. En estas se ha observado una remodelacién del citoesqueleto,
induccidn de receptores para citoquinas y de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual produce
mediadores inductores de migracion. Se ha demostrado que la gliadina incrementa la produccion de
Interleuquina-8 (IL-8) y Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a), en lineas celulares de macrofagos
(lineas THP1 y U-937), demostrando que la respuesta depende del estadio de maduracién cuanto
mas madura es la linea celular, mayor es la respuesta que producen, y esto ocurre a través de un

mecanismo Factor Nuclear kB (NFKB).% Se ha propuesto que la activacion de los macrofagos y

Sci 274.

81 T, Matysiak-Budnik et al, 'Secretory IgA mediates retrotranscytosis of intact gliadin peptides via the
transferrin receptor in celiac disease' (2008/01/02) (2008) 205(1) J Exp Med 143.

82 F. Nimmerjahn y J. V. Ravetch, 'Fc-receptors as regulators of immunity' (2007) 96 Adv Immunol 179.

8 M. V. Barone, R. Troncone y S. Auricchio, 'Gliadin peptides as triggers of the proliferative and
stress/innate immune response of the celiac small intestinal mucosa' (2014) 15(11) Int J Mol Sci 20518.

8 G. Terrazzano et al, 'Gliadin regulates the NK-dendritic cell cross-talk by HLA-E surface stabilization'
(2007) 179(1) J Immunol 372.

8 L. Jelinkova et al, 'Gliadin stimulates human monocytes to production of IL-8 and TNF-alpha through
a mechanism involving NF-kappaB' (2004) 571(1-3) FEBS Lett 81.
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celulas monociticas de pacientes celiacos, con la consecuente secrecion de citoquinas especificas,
tales como IL -1 B, IL-1 o e IL-18, se produce posiblemente a travées del estimulo de los receptores
Toll-2/4. Estos son capaces de reconocer antigenos extracelulares que presentan caracteristicas
estructurales comunes. A través de estos se inducen vias de sefializacion intracelulares, entre las
cuales se encuentran las proteinas de sefializacion MyD 88 / TRIF y el inflamosoma NLP3. Estas
moléculas favorecen la secrecién de IL-1B y e inducen la sintesis de novo de esta Interleuquina, a
través del receptor NFkB. %

Es importante destacar que este efecto sobre el sistema inmune con activacion de diversas vias
inflamatorias se ha observado también en individuos que no presentan la enfermedad (induccién de
citoquinas en células dendriticas, activacion de receptores EGFR y remodelacién del citoesqueleto).
Sin embargo, en los pacientes celiacos las alteraciones estructurales del intestino e inmunoldgicas,

se prolongan en el tiempo generando asi el desarrollo de la patologia. &

En particular para el caso del péptido 33-mer, se ha demostrado en experimentos in vitro que es
resistente a la degradacion por proteasas estomacales, pancreaticas y aquellas que se encuentran en

las BBM.
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Figura 14. Representacion del péptido 33-mer de la proteina alfa-2 gliadina, realizado con Abalone y

representado con Visual Molecular Dynamics (VMD).

Ademas a través de experimentos in vivo de perfusion en un modelo murino, se ha determinado

8 |_. Palova-Jelinkova et al, 'Pepsin digest of wheat gliadin fraction increases production of IL-1beta via
TLR4/MyD88/TRIF/MAPK/NF-kappaB signaling pathway and an NLRP3 inflammasome activation'
(2013/05/10) (2013) 8(4) PL0S One e62426.

8 M. V. Barone, R. Troncone and S. Auricchio, ‘Gliadin peptides as triggers of the proliferative and
stress/innate immune response of the celiac small intestinal mucosa' (2014) 15(11) Int J Mol Sci 20518.
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que este péptido es resistente a las enzimas degradativas presentes en BBM, permaneciendo
remanente en la mucosa intestinal. Por otro lado, se sabe que el péptido 33-mer es capaz de
atravesar la mucosa intestinal de individuos con patologia celiaca, aunque el mecanismo por el cual
esto ocurre no se ha establecido. ®Este mismo comportamiento se ha observado en experimentos
con primates sensibles al gluten, demostrando la capacidad de este péptido de atravesar la mucosa
intestinal en estas patologias.®® Schumann et. al. propusieron que el péptido es capaz de realizar este
proceso en monocapa de células Caco-2 a través de un mecanismo de trancitosis mediante Rab-5 y
siendo este pasaje favorecido por incremento de IFN-y. * Bethune et. al. demostraron que este
péptido es capaz de atravesar una monocapa de célula T84 y que este pasaje no se produciria por
vias endociticas clasicas, sino que ocurriria por un mecanismo paracelular o de endocitocis fluida.
Sin embargo los autores destacan que este proceso ocurre en mayor medida cuando las células se
encuentran expuestas a elevada concentracion de IFN-y, citoquina inducida debido a la inflamacion
que aumenta la permeabilidad celular. ** Por otro lado Heyman et. al. y Mattysiak -Budnik et. al.,
demostraron que el péptido 33-mer unido a las Ig A secretorias, puede ser transportado a través de
los enterocitos en biopsias de pacientes celiacos. Estas inmunoglobulinas serian reconocidas por el
receptor de transferrina (CD 71), el cual se sobre-expresa en individuos celiacos, y serian
endocitadas, inhibiendo la degradacion del péptido y permitiendo que este llegue al interior del
intestino.®® &

Al atravesar la mucosa intestinal, se ha demostrado que este péptido y fragmentos sintéticos de
este pueden ser presentados por las células presentadoras de antigenos sin mayores modificaciones

quimicas. Ademas demostr6 presentar una union de elevada afinidad a las moléculas HLA-DQ2,

8 S. Friis et al, 'Gliadin uptake in human enterocytes. Differences between coeliac patients in remission
and control individuals' (1992) 33(11) Gut 1487.

8 K. Mazumdar et al, 'Visualization of Transepithelial Passage of the Immunogenic 33-Residue Peptide
from a-2 Gliadin in Gluten-Sensitive Macaques' (Pt Public Library of Science) (2010) 5(4) PLoS ONE
e10228.

% M. Schumann et al, 'Mechanisms of epithelial translocation of the alpha(2)-gliadin-33mer in coeliac
sprue' (2008) 57(6) Gut 747.

%L M. T. Bethune et al, 'Interferon-gamma released by gluten-stimulated celiac disease-specific intestinal
T cells enhances the transepithelial flux of gluten peptides' (2009) 329(2) J Pharmacol Exp Ther 657.
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por lo que este péptido generaria un elevado efecto inmuno-modulador. Por otro lado, el péptido 33-
mer es un sustrato de gran afinidad de la enzima Transglutaminasa-2 (TG-2). Esta enzima es capaz
de generar una reaccion de des-amidacion, produciendo la transformacion de tres glutaminas en la
secuencia a acido glutdmico. El péptido generado por esta reaccion, es presentado por el complejo
HLA, induciendo una exacerbada respuesta inmune. 92

Ademaés se conoce que 33-mer es capaz de inducir una respuesta inmune innata, induciendo la
activacion de macréfagos *, aunque no ejerce un efecto estimulante de la migracion sobre las
células dendriticas. * Por otro lado se ha demostrado que genera un incremento de la produccién de
interleuquinas proinflamatorias tales como IL-15%, y una respuesta del tipo adaptativa, con
presentacién de fragmentos de este péptido en el complejo mayor histocompatibilidad HLA-
DQ2/DQ8 a linfocitos T-CD4. %

Finalmente, desde el punto de vista estructural, solo se ha realizado un Unico experimento de
Dicroismo Circular, demostrando que 33-mer tiene una estructura PPII. ** Analogos de este péptido

de menor longitud han demostrado el mismo comportamiento mediante RMN y CD. .

%2'S. W. Qiao et al, 'Antigen presentation to celiac lesion-derived T cells of a 33-mer gliadin peptide
naturally formed by gastrointestinal digestion' (2004) 173(3) J Immunol 1757

% K. E. Thomas et al, 'Gliadin stimulation of murine macrophage inflammatory gene expression and
intestinal permeability are MyD88-dependent: role of the innate immune response in Celiac disease' (2006)
176(4) J Immunol 2512.

% B. Chladkova et al, ‘Gliadin fragments promote migration of dendritic cells' (2011) 15(4) J Cell Mol
Med 938.

% D. Bernardo et al, 'Is gliadin really safe for non-coeliac individuals? Production of interleukin 15 in
biopsy culture from non-coeliac individuals challenged with gliadin peptides' (2007) 56(6) Gut 889.

% . Parrot, P. C. Huang y C. Khosla, ‘Circular dichroism and nuclear magnetic resonance spectroscopic
analysis of immunogenic gluten peptides and their analogs' (2002) 277(47) J Biol Chem 45572.
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En la actualidad existe un amplio conocimiento sobre la fisiopatologia y manifestaciones clinicas
gue se observan en las enfermedades relacionadas con el consumo de gluten. No obstante, el
conocimiento sobre los disparadores moleculares que dan lugar a los eventos inflamatorios
iniciales, no se han establecido. Teniendo en cuenta el alto consumo diario de gluten y la
importancia que posee el 33-mer como péptido inmuno-modulador, se hipotetiza que la gliadina y
su péptido 33—mer tienen un rol protagénico en el equilibrio que se establece entre tolerancia y
enfermedad. Considerando que el péptido 33-mer posee una inusual resistencia a la proteolisis y
que su capacidad de atravesar la mucosa intestinal por un mecanismo no establecido tanto en lineas
celulares como en pacientes, se propone evaluar el comportamiento de la proteina gliadina y su
fragmento 33-mer in vitro, mimetizando condiciones fisiologicas. A través de este estudio se busca
aportar nuevos conocimientos sobre los eventos moleculares iniciales, que llevarian al desarrollo de
estas patologias. En este contexto se considera que la elucidacion estructural de ambos sistemas es

un punto esencial en la comprensidon y la busqueda de tratamientos de esta clase de patologias.

2.1 .Objetivos Generales.

Para comprobar esta hipotesis general, se propone evaluar el comportamiento de la proteina
gliadina y su fragmento 33-mer, derivado de la isoforma a-2 en medio acuoso in vitro, mimetizando
condiciones fisioldgicas. Para ello, planeamos utilizar la combinacion de técnicas espectroscopicas,
de dispersion de luz, y de visualizacion microscopica, asi como también de técnicas bioinformaticas
y de dinamica molecular simples.

2.2. Objetivos particulares.

1- Evaluar el comportamiento fisicoquimico de la proteina gliadina en agua a pH 3.0y pH 7.0
a con el proposito de mimetizar las condiciones de pH presentes en el ambiente estomacal e
intestinal, respectivamente.

2- Elucidar las propiedades estructurales del péptido 33-mer y evaluar la capacidad de esta

molécula de auto-organizarse en medio acuoso in vitro.
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3.1. Introduccion.

La proteina gliadina es capaz de auto-ensamblarse en diferentes condiciones, principalmente en
mezclas agua: solvente organico. Kasarda et al, demostré que la proteina a-gliadina, es capaz de
auto-asociarse en fibrillas de 0.8 nm de diametro, a pH 5.0 en acido acético con una fuerza i6nica de
0.005. %" Otros autores han demostrado que las gliadinas pueden formar esferas cuando las mismas
son tratadas mediante el proceso conocido como desolvatacion. Este proceso se basa en tratar a una
solucién de la proteina con un solvente precipitante, favoreciendo asi la formacion de nano-
particulas. Mediante este método se han obtenido particulas esféricas que poseen un didmetro medio
de entre 100-500 nm *#5**° Recientemente se ha descripto que la proteina gliadina en agua destilada
(probablemente pH 6 o 7), esta conformada por monémeros de tipo cilindrico cuyo largo es de 11.3
nm y ancho de 2.5 nm, sin embargo también se ha observado baja concentracion de proteina la
presencia de oligdmeros por experimentos de SAXS y de experimentos de sedimentacion.® Sin
embargo no se determind la morfologia y caracteristicas de estos oligémeros.

Teniendo en cuenta la asociacion directa de la proteina gliadina con desordenes inmunoldgicos y
el alto consumo diario **, consideramos evaluar la capacidad de esta proteina de auto-asociarse en
agua, en condiciones que mimeticen, de una forma simple, el ambiente gastrointestinal.
Recientemente se ha descripto como las caracteristicas del tracto gastrointestinal (TGI) de
mamiferos, modulan la absorcién de diferentes nano-materiales alimenticios de gran relevancia. ®
Un parametro importante a tener en cuenta es el pH, el cual puede variar en el TGI desde 2 a 8. En
la boca, el pH es cercano a 7.0 y el periodo en el cual se encuentra el alimento alli es reducido. Al

llegar al estomago, el pH puede alcanzar valores cercanos a 1. Sin embargo, durante la ingesta, el

% D. D. Kasarda, J. E. Bernardin y R. S. Thomas, 'Reversible Aggregation of alpha-Gliadin to Fibrils'
(1967) 155(3759) Science 203.

% C. Duclairoir et al, 'Formation of gliadin nanoparticles: Influence of the solubility parameter of the
protein solvent' (Pt Steinkopff-Verlag) (1998) 276(4) Colloid and Polymer Science 321.

%91.J. Joye, V. A. Nelis y D. Julian McClements, ‘Gliadin-based nanoparticles: Fabrication and stability
of food-grade colloidal delivery systems' (2015) 44(0) Food Hydrocolloids 86.

1005 Bellmann et al, 'Mammalian gastrointestinal tract parameters modulating the integrity, surface
properties, and absorption of food-relevant nanomaterials' (2015) 7(5) Wiley Interdiscip Rev Nanomed
Nanobiotechnol 609.
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efecto amortiguador que producen los alimentos, puede producir que el pH llegue a valores = 2.0-
6.0. “*A continuacion, en el intestino el pH se va incrementando por la secrecién pancreética de una
base, llevando al mismo a un valor es entre 5.0-8.0.)* Debido a esto, se ha elegido evaluar el
comportamiento fisicoquimico de la proteina gliadina en agua a pH 3.0 y pH 7.0 utilizando una
fuerza i6nica de 10 mM de NaCl a modo de mimetizar el ambiente estomacal e intestinal,
respectivamente. Encontramos que en estas condiciones era posible solubilizar y estabilizar la
proteina en medio acuoso sin la necesidad de agregar co-solventes.

3.2. Caracterizacion de los sistemas de gliadina a pH 3 y 7.0, 10 mM NaCl por
Espectroscopia UV-Visible, SDS PAGE, Fluorescencia intrinseca del aminoacido tript6éfano y
Potencial Z.

Para mimetizar las condiciones estomacales, la gliadina fue solubilizada en HCI 0.001 M, NaCl
10 mM, pH 3.0 con agitacion. Considerando que la gliadina no es totalmente degradada en el
estomago y llega al duodeno, donde el pH llega a ser cercano a 7, una alicuota de la muestra fue
llevada a este pH. Al llegar a este valor, se observd macroscopicamente el aspecto de las soluciones
totales obtenidas. La solucion total a pH 7.0 presentaba una turbidez apreciable, debido a la
presencia de agregados macroscopicos, mientras que esto no fue observado a pH 3.0. Estos

hallazgos se correlacionan con los de Thewissen et al **

, que reporté una mayor solubilidad de esta
proteina en medios acuosos a pH basico y acido extremos. La solubilidad a pH neutro se encuentra
disminuida, ya que este pH se encuentra cercano al Punto Isoeléctrico (PI) de la misma, que es 7.8.
1% En consecuencia, la disminucién de cargas produce que las repulsiones electroestaticas sean

menores, favoreciendo la interaccion de las moléculas y la formacion de agregados, observandose

una separacion de fase.” En base a estas observaciones macroscopicas, se realizo una centrifugacion

101 E M. Quigley y L. A. Turnberg, 'pH of the microclimate lining human gastric and duodenal mucosa
in vivo. Studies in control subjects and in duodenal ulcer patients' (1987) 92(6) Gastroenterology 1876.

192 B G. Thewissen et al, 'Foaming properties of wheat gliadin' (2011) 59(4) J Agric Food Chem 1370.

13y V. Wu y R. J. Dimler, 'Hydrogen lon Equilibria of Wheat Glutenin and Gliadin' (1963) 103 Arch
Biochem Biophys 310.
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a 14.000 rpm de ambos sistemas, obteniéndose una solucion limpida. Con estas soluciones se

realizaron los experimentos que se presentan en esta seccion.
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Figure 15. A) SDS-PAGE de las soluciones de Gliadina a pH 3.0 (calle 2) y luego de llevar la solucién a
pH 7.0 (calle 3). Se utiliz6 Fibrinbgeno como marcador de peso molecular. (calle 1); B) Espectro UV-Visible
de las soluciones de gliadina a pH 3.0 (A) y luego de alcanzar el pH 7.0 (m). C) Derivada Segunda del
espectro UV-Visible de las solucion a pH 3.0 (A) y 7.0 (m) presentando las region ente 280-292nm (Zona de
absorcién de los aminoacidos Tirosina y Triptéfano). D) Espectros de Emision de Fluorescencia normalizados
de las soluciones de gliadina y sus correspondientes derivadas segundas a pH 3.0 (A) y 7.0 (m). Las medidas

de fluorescencia fueron realizadas excitando las muestras a 295 nm a 25°C.

Las fracciones presentes en cada solucion fueron identificadas mediante SDS-PAGE (Figura 15).

En ambos casos, se obtuvieron bandas similares a las reportadas previamente para las fracciones o y
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B.1**1% La disminucion en la intensidad de las bandas, es posible asociarla con la disminucién de la
concentracion de la proteina soluble.

Teniendo en cuenta la complejidad del sistema, se decidié obtener una vision global del sistema
mediante espectroscopia UV-Visible. Aunque las soluciones de gliadina eran visiblemente claras, se
detect6 la presencia de una sefial a longitudes de onda > 320 nm, lo cual indica la presencia de
agregados.’® Este tipo de resultados ha sido previamente observado en proteinas multiméricas
generadas por procesos de fibrilacion, polimerizacion y gelacion.’” %% Tenjiendo en cuenta las
caracteristicas de los espectros UV-Visibles en la region 350-400 nm, se calcul6 el indice de
agregacion (1.A%) de cada sistema Este es calculado considerando la relacion de absorbancias:
Asso/Azgo (ver Materiales y Métodos). Cuando no hay proteinas agregadas, este indice se encuentra
entre 0-2, entre 2-5 indica hay agregados en solucién y cuando es mayor a 5, se observa una
agregacion apreciable. Los resultados obtenidos se presentan en la tablal. Estos resultados permiten
considerar que la gliadina es capaz de auto-organizarse de manera diferente, a pH 3.0 se sugiere que
la agregacion es moderada, sin separacion de fases, mientras que a pH 7.0 se observa una mayor
agregacion. ® EI mayor IA a pH 7.0 puede ser atribuido al incremento de las fuerzas atractivas
sobre las repulsivas en cercanias del punto isoeléctrico, lo cual induce a la formacion de agregados
en las proteinas en general y en particular en la gliadina y otras proteinas como por ejemplo la

caseina y la seroalbdmina humana. % ***

104, Ezpeleta et al, 'Gliadin nanoparticles for the controlled release of all-trans-retinoic acid' (1996)
131(2) International Journal of Pharmaceutics 191.

105 K. A. Caldwell, 'A Comparative Study of Disulphide-Bonding and Molecular Weights of Purified
Fractions from Secalin, Gliadin, and Hordein' (1983) 34(11) Journal of Experimental Botany 1411.

106 R, Esfandiary y C. Russell Middaugh, 'Ultraviolet Absorption Spectroscopy', Analysis of Aggregates
and Particles in Protein Pharmaceuticals (John Wiley & Sons, Inc., 2012) 169-200.

Y97 p_D. Yurchenco et al, ‘Laminin polymerization in vitro. Evidence for a two-step assembly with
domain specificity' (1985) 260(12) J Biol Chem 7636.

108 G, Jiang et al, 'Anthrax vaccine powder formulations for nasal mucosal delivery' (2006) 95(1) J
Pharm Sci 80.

109 G, Marx, 'Divalent cations induce protofibril gelation' (1988) 27(2) Am J Hematol 104.

10\ ;Babaei Jahanshahi, Z. 7: 4926-4934., 'Protein nanoparticle: A unique system as drug delivery.
Vehicles ' (2008)(7) African Journal of Biotechnology 4926.

M1 K. Langer et al, 'Optimization of the preparation process for human serum albumin (HSA)
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Aunque la espectroscopia UV-Visible es una técnica de baja resolucion, provee informacion de
cambios en el entorno del ambiente de los aminoacidos Tirosina (Tyr) y Triptofano (Trp),
relacionados con el proceso de plegado y desplegado y la formacidn de agregados. Este método es
especialmente (til para el estudio de sistemas complejos tales como las proteinas que se encuentran
en los alimentos, permitiendo conocer caracteristicas estructurales de todo el sistema. 2% En
particular, las gliadinas poseen un alto contenido del aminoacido Tyr, y solo algunas de las
proteinas de la isoforma o poseen Trp. En primer lugar, se determind la relacién Tyr / Trp,
utilizando la metodologia propuesta por Bencze, et.al. *** Esta técnica espectroscpica ofrece
ventajas sobre los métodos quimicos que no requiere que la muestra sea hidrolizada, lo cual puede
llevar a la descomposicion de los aminoécidos. En este caso, se determind que la solucion de
gliadina a pH 3.0 poseia una relacion Tyr/ Trp de 2.26:1, mientras que al alcanzar el pH 7.0 esta fue
de 1.86:1 (Tabla 1). Estos resultados se encuentran en concordancia con reportes previos que
describen relaciones similares en muestras de gliadina empleando para métodos colorimétricos y
gravimétricos. '****> Ademés este resultado coincide con los reportados por Ewart et al, quien

describi6 una relacion que se encuentra entre 2.8:1 y 3.6:1, dependiendo del origen de la gliadina

(variedades de trigo Wichita, Conley, Cappelle y Elite).

Gliadina  Tirosina/Triptofano I.A.%
pH 3.0 2.26 3.8
pH 7.0 1.86 17.2

Tabla 1. Relacion Tyr / Trp e indices de agregacion de las soluciones de gliadina a pH 3.0 y luego de llevarla
apH?7.0.

nanoparticles' (2003) 257(1-2) Int J Pharm 169.

12/, 1. Dodero y P. V. Messina, 'Analyzing the Solution State of Protein Structure, Interactions, and
Ligands by Spectroscopic Methods', Proteins in Solution and at Interfaces (John Wiley & Sons, Inc., 2013)
73-98.

3 W. L. Bencze y K. Schmid, 'Determination of Tyrosine and Tryptophan in Proteins' (Pt American
Chemical Society) (1957) 29(8) Analytical Chemistry 1193.

1143, M. Looney, 'The Colorimetric estimatiom otf Tyrosine, Triptophane and cystine in proteins II'
(1926) 69(2) Journal of Biological Chemistry 519.

15 Edwin J. Cohn, Jessie L. Hendry y Adela M. Prentiss, 'Studies in the Physical Chemistryof the
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Al realizar la comparacion de los espectro UV-Visible de ambas soluciones, en la region en la
gue absorben lo aminoacidos aromaticos, se observo que cuando se produce el cambio de pH desde
3.0 a 7.0, se produce un descenso de la sefial a 280 nm. Esto explica las diferencias en las
intensidades relativas existentes entre la muestra a pH 3.0 y 7.0. La disminucion en la concentracion
de proteina fue corroborada a través del método de Bradford.

Los espectros UV-Visibles a ambos pHs demostraron que el maximo de absorcion se encuentra
en 282 nm, mostrando un comportamiento hipsocromico comparado con el espectro de los

aminodcidos libres %

(Figura 15 B). Para estudiar cambios estructurales, se realiz6 la derivada
segunda de los espectros. Este método permite caracterizar las diferencias existentes entre los
espectros y resolver bandas de manera cualitativa, reduciendo el efecto producido por la dispersion
de las particulas (Figura 15 C). Es conocido que en estos espectros, el minimo observado a 280 nm
corresponde a la absorcién de los aminoacidos tirosina y triptéfano, mientras que el observado a
290 nm corresponde al triptéfano. Sin embargo, considerando que la gliadina es una proteina con un
alto contenido de Tyr se puede suponer que esta es la mayor contribuyente en la absorbancia
registrada a 280 nm.'® En este caso, a pH 3.0 se observa un desplazamiento de esta banda
caracteristica a 281.5 nm, mientras que al alcanzar el pH 7.0 dicho minimo se encontr6 a 281.0 nm.
En proteinas en general, cambios en el maximo de longitud de onda de 0.1 nm estan
correlacionados con cambios estructurales. '® Por lo que ambas Tyr estan poco expuestas al
solvente para ambos sistemas. Por otro lado, en el caso Trp, este absorbe a 288.7 nm a pH 3.0,
mientras que a pH 7.0 lo hace a 288.5 nm. Estos desplazamientos indicarian que el Trp se encuentra
en ambas soluciones expuesto al solvente. Basandose en estos resultados, es posible hipotetizar que
existe una disposicion diferencial de las cadenas laterales de los aminoacidos dependiendo del pH.

El Trp posee una eficiencia cuéntica mayor que el resto de los aminoacidos aromaticos, ademas

presenta un espectro de emision que es sensible a la polaridad del medio por lo que su maximo de
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emision varia entre 307 y 350 nm, dependiendo de la polaridad del ambiente. *° Por esta razén su
fluorescencia intrinseca fue utilizada para evaluar el cambio estructural de la gliadina en ambos pHs
a través de los cambios de la posicion del maximo de emision. °® Para ello se eligi6 excitar a este
aminoécido a 295 nm, donde solo el grupo indol es capaz de absorber radiacion. El espectro de
emision de la gliadina a ambos pHs posee su maximo ubicado en la regién de 350 nm con un ancho
de banda de 60 nm (Figura 15 D). Para lograr una mejor resolucion de las bandas, se realizé la
derivada segunda de ambos espectros. A ambos pHs se detectaron dos minimos, a pH 3.0 uno en
334 nmy otro en 345 nm, mientras que a pH 7.0 en 332 nmy en 346 nm. Esto permiti6 corroborar
la existencia de dos tipos de Trps. Si bien ambos corresponden a Trp localizados en medio polar,
uno tipo de Trp estd menos expuesto al solvente (334-332 nm) y el otro estd mas expuesto al
solvente (345-346 nm). "’ El primer grupo de triptéfanos corresponde a los de clase I, en el cual
este residuo se encuentra en un medio polar pero rigido, dentro de la proteina, formando un
excimero. Los excimeros se caracterizan por ser complejos del tipo 2:1, que se establece con grupos
polares vecinos al fluoréforo, lo cual provoca una disminucion de la energia del fluoréforo,
afectando su emision. El segundo grupo corresponde a triptéfanos de clase I, los cuales se
encuentran ubicados en la superficie de las proteinas, en contacto con el solvente y otros grupos
polares de la proteina. *®'** En ambos casos, la presencia de Trps en la superficie de los complejos
proteicos podria contribuir a la estabilizacion del sistema. Esto podria deberse a que estos residuos
establecerian puentes de hidrogeno con las moléculas del solvente y otros grupos polares favorecido

por la entropia, como fue observado para las capsides virales.”®*?* A pH 3.0 la relacion entre las

116 3.R Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy (2007).

17y, Kumar, V. K. Sharma y D. S. Kalonia, ‘Second derivative tryptophan fluorescence spectroscopy as
a tool to characterize partially unfolded intermediates of proteins' (2005) 294(1-2) Int J Pharm 193.

18 A S. Ladokhin, 'Fluorescence Spectroscopy in Peptide and Protein Analysis', Encyclopedia of
Analytical Chemistry (John Wiley & Sons, Ltd, 2006).

19 E A, Burstein, N. S. Vedenkina y M. N. Ivkova, 'Fluorescence and the location of Trytophan
residues in proteins molecules’ (Pt Blackwell Publishing Ltd) (1973) 18(4) Photochemistry and
Photobiology 263.

120 A, T. Da Poian, J. E. Johnson y J. L. Silva, 'Protein-RNA interactions and virus stability as probed by
the dynamics of tryptophan side chains' (2002) 277(49) J Biol Chem 47596.
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intensidades de fluorescencia (IF) entre ambos minimos, 1Fz3,/1F345 fue de 0.98, demostrando que en
este sistema ambos tipos de Trps estan distribuidos uniformemente en el sistema. A pH 7.0 la
relacién existente entre los minimo, 1Fss./1F346 fue de 1.42, lo que significa que méas de la mitad de
los Trp se encuentran en un ambiente menos polar al aumentar el pH. Ademas incrementando el pH
desde 3.0 a 7.0, las bandas de emision de los diferentes tipos de triptéfano presentan un corrimiento
de batocromico de 2 nm para la banda desde 334 a 332 nm y uno hipsocrémico de 1 nm para la
segunda banda desde 345 a 346 nm. Estas observaciones sugieren la existencia de un cambio de la
estructura terciaria de la gliadina cuando se produce un cambio de pH, produciendo una estructura
terciaria mas compacta cuando la solucion llega a un pH 7.0.

Estos resultados demuestran que a ambos pHs, la gliadina se auto-organiza en solucion acuosa a
una fuerza idnica de 10 mM. Este comportamiento se ha observado en otros sistemas proteicos que
se encuentran en los alimentos, los cuales han demostrado auto-asociarse en condiciones
fisioldgicas."*'** A pH 3.0 la gliadina se ensambla espontaneamente formando agregados similares
a micelas tal como ocurre en las moléculas anfifilicas.** Cuando se produce un cambio de pH desde
3.0 a 7.0, se observa una separacion de fases, pero luego de la centrifugacién se obtienen una
solucion limpida. Teniendo en cuenta la estructura primaria de la gliadina, con una composicion
aproximada de 14% del residuo prolina y 40% de glutamina, las interacciones hidrofdbicas jugarian
un rol importante en la estabilizacion de los agregados detectados, junto con las interacciones de
puente hidrogeno. Teniendo en cuenta el alto contenido de glutaminas, se hipotetiza que la

presencia de puentes de hidrégeno podrian estabilizar las particulas coloidales formadas a este

21 D, Foguel et al, 'Role of entropic interactions in viral capsids: single amino acid substitutions in P22
bacteriophage coat protein resulting in loss of capsid stability' (1995) 34(4) Biochemistry 1120.

122 M. Boulet, M. Britten y F. Lamarche, 'Aggregation of some food proteins in aqueous dispersions:
effects of concentration, pH and ionic strength' (2000) 14(2) Food Hydrocolloids 135.

123 5, Bouhallab y T. Croguennec, 'Spontaneous Assembly and Induced Aggregation of Food Proteins' in
Polyelectrolyte Complexes in the Dispersed and Solid State Il (Springer Berlin Heidelberg, 2014) vol 256,
67-101.

1243, N. Israelachvili, '19 - Thermodynamic Principles of Self-Assembly' in Jacob N. Israelachvili (ed),
Intermolecular and Surface Forces (Third Edition) 503-534, Academic Press, (2011)
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pH.lZS

La combinacién de las interacciones de corto rango y las repulsiones de largo alcance han
demostrado ser las causantes de la formacion de diferentes en equilibrio clusters durante el proceso
de agregacion proteica. **® Por lo tanto el comportamiento de las soluciones de gliadina estudiadas,
podria ser explicado mediante la teoria DLVO, cuyo nombre deriva de las iniciales de los apellidos
de los autores de la misma.(Boris Derjaguin, Lev Landau, Evert Verwey y Theodoor Overbeek).
En esta teoria se describe la agregacion de distintos sistemas coloidales que presentan una carga
superficial en medios acuosos. Segun esta teoria las fuerzas atractivas, que llevan a la agregacion
estan dadas por las interacciones de van der Waals entre las particulas, mientras que las de repulsion
se generan debido a la superposicion de la doble capa de electrolitos que se produce en un medio
acuoso. **" Mientras que los potenciales atractivos entre las moléculas permanecen précticamente
constantes, el potencial repulsivo puede variar en un amplio rango controlado por el potencial Z que
depende del valor de pH, fuerza idnica y temperatura.

La medicion del potencial Z se fundamenta en que las particulas en solucién pueden presentar
una superficie con una carga neta, la cual induce a la generacién de una doble capa eléctrica de
iones. En la primera de ellas, denominada capa de Stern, los iones se encuentran interactuando
fuertemente con la superficie. La segunda capa es difusa y su interaccién con la particula se hace
menor al alejarse de la misma. Cuando se aplica un potencial utilizando dos electrodos, esta doble
capa es removida, por lo que es posible determinar la carga superficial de las particulas. En base a
estas consideraciones, el potencial Z es medido induciendo a las particulas en solucion a atravesar
un espacio existente entre los dos electrodos, mientras que a estos se le aplica una diferencia de
potencial, por lo que se registra la movilidad de las particulas debido a su carga neta.

Las proteinas pueden poseer una superficie cargada, la cual se encuentra determinada por la

25 A. 0. Elzoghby, W. M. Samy y N. A. Elgindy, 'Protein-based nanocarriers as promising drug and
gene delivery systems' (2012) 161(1) J Control Release 38.

126 A, Stradner et al, 'Equilibrium cluster formation in concentrated protein solutions and colloids' (2004)
432(7016) Nature 492.

27D, Leckband y J. Israelachvili, 'Intermolecular forces in biology' (2001) 34(2) Q Rev Biophys 105.
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presencia de aminoacidos con cadenas laterales ionizables. En el caso de la gliadina se determind el

potencial Z para ambas soluciones. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 2.

Gliadina Potencial Z (mV)
pH 3.0 +13,42+1.55
pH 7.0 +4.78+0.48

Tabla 2. Valores de Potencial Z obtenidos para las soluciones de gliadina a pH 3.0 (HCI 0.01 M, NaCl 20
mM) y luego de alcanzar el pH 7.0, llevado a este pH con NaOH.

En este caso se observd que el Potencial Z de ambas soluciones era bajo, indicando que las
particulas de gliadina se encuentran en régimen de inestabilidad incipiente, especialmente a pH 7.0,
gque se encuentra cercano al pl de la proteina."”®'® Sin embargo ambos sistemas se encontrarian
estabilizados cinéticamente a ambos pHSs, ya que las repulsiones electroestaticas serian débiles. Este
comportamiento de auto-agregacion ha sido reportado en la proteina amilogenina, la cual posee en
su estructura un alto contenido en prolinas y glutaminas. ** Considerando todos estos hallazgos es
posible concluir que a pesar que la gliadina forma soluciones transparentes a simple vista, el sistema
de gliadina se encontraria formado por una solucién auto-organizada en agua. **!

3.3. Evaluacion de la morfologia y de la estructura secundaria de los sistemas auto-

organizados de gliadinaa pH 3.0y 7.0.

3.3.1. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) y microscopia electronica de barrido
(SEM).

La capacidad de la gliadina de auto-asociarse espontaneamente en agregados ha sido reportado
previamente en acido acético *’ en mezclas de alcohol y agua ® y recientemente en agua destilada.®

En agua destilada se ha reportado que la gliadina a bajas concentraciones adopta una morfologia

128 N. E. Kurland et al, 'Self-assembly mechanisms of silk protein nanostructures on two-dimensional
surfaces' (Pt The Royal Society of Chemistry) (2012) 8(18) Soft Matter 4952.

129 B, Viswanath et al, 'Nanoporous Pt with high surface area by reaction-limited aggregation of
nanoparticles' (2009/05/14) (2009) 25(5) Langmuir 3115.

130'y/. Uskokovic et al, ‘Zeta-potential and particle size analysis of human amelogenins' (2010) 89(2) J
Dent Res 149.

131 K Shinoda, 'A new concept “ideal organized solution": comparison of random mixing solutions and
ideal organized solution' (1991) 7(12) Langmuir 2877.
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similar a un cilindro, encontrandose esta proteina como un monémero, con un largo de 11.3 nmy
un ancho de 2.5 nm, aungue se ha reportado la formacion de trimeros, detectados mediante SAXS y
experimentos de sedimentacion. Teniendo en cuenta que la microscopia electronica es una técnica
adecuada para el estudio de la morfologia de oligdmeros y agregados proteicos, se decidié emplear
esta metodologia. *2****% En este caso, la microscopia electronica permitié obtener informacion
estructural importante sobre la morfologia general de ambos sistemas. A pH 3.0 fue posible detectar
dos poblaciones de nano-estructuras, con un diametro promedio de of 17 + 1.6 y 20.8 £ 2 nm. Por
otro lado, es interesante observar que estas estructuras son capaces de interactuar formando arreglos

lineares. (Figura 16).

32 £ Hernandez et al, ‘Characterization of Alzheimer paired helical filaments by electron microscopy’
(2005) 67(3-4) Microsc Res Tech 121.

133 v/, L. Anderson y W. W. Webb, 'Transmission electron microscopy characterization of fluorescently
labelled amyloid beta 1-40 and alpha-synuclein aggregates' (2011) 11 BMC Biotechnol 125.

1343, J. Miranda et al, 'The yeast DASH complex forms closed rings on microtubules' (2005) 12(2) Nat
Struct Mol Biol 138.
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Figura 16. Imagen de Microscopia electronica de soluciones de gliadina a pH 3.0, NaCl 10 mM. A) Imagen
TEM de las particulas depositadas en un grid recubierto con Formvar y un zoom de las nano-estructuras
observadas. B) Zoom de una region de A) mostrando el arreglo linear de las particulas C) Distribucion de lo
didmetros de las particulas observadas en A. D) Imagen SEM mostrando el arreglo fractal de las estructuras

de la gliadina sobre una superficies de vidrio.

A través de SEM se detectd que las nano-estructuras son capaces de interactuar sobre la
superficie de vidrio, formando un patrén del tipo fractal. En general, el proceso por el cual se
depositan y se agregan las proteinas, que ocurre mediante la evaporacion del solvente, permite la
precipitacion de las especies solubles. Esto resulta en arquitecturas complejas que pueden ser
clasificadas a través de distintas propiedades fisicas, dentro de las cuales se encuentra la dimension

fractal (Df), densidad y textura. *** Un fractal es un objeto geométrico cuya estructura bésica,

135 J-F Gouyet, Physics and Fractal Structures (1996).
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fragmentada o irregular, se repite a diferentes escalas. Para describir estos objeto se usa la
dimension fractal, que es una regla escalar que establece como los detalles del patron fractal
cambian con el cambio de escala, por lo que de esta manera es posible determinar la complejidad
del sistema. Uno de los métodos empleados para su célculo es el algoritmo del conteo de caja (Ver
Materiales y Métodos). Este fue empleado en este experimento obteniéndose un valor de Df de
1.768 + 0.003. Esta dimension fractal es consistente con un mecanismo de agregacién limitada por
difusion (DLA) **° y es caracteristica de agregados con una distribucién polidispersa, donde se
exponen sitios adicionales de nucleacion. ?® En este mecanismo se caracteriza porque la velocidad
de agregacion se encuentra determinada por la colision de las particulas con escasa carga
superficial, la cual depende de la difusion de estas. Generalmente en este tipo de agregacion da
lugar a estructuras con una geometria caracteristica y que puede ser descripta mediante una Df entre
1.7-1.8. 1281

La relacién existente entre el potencial Z bajo y la tendencia a la auto-agregacién mediante DLA
fue previamente observado en diversos sistemas coloidales y proteinas en condiciones de baja
fuerza iénica. Considerando esto, se puede hipotetizar que el proceso de agregacién mediante DLA
sobre la superficie puede deberse a que las particulas de gliadina poseen una baja carga superficial a
pH 3.0. De esta manera la inestabilidad de las particulas, podria ser descripta por la teoria DLVO, la
cual sostienen que esta inestabilidad depende de las fuerzas de van der Waals y electroestaticas
establecidas entre particulas discretas que se encuentran en la solucién, describiendo un movimiento
del tipo browniano. Esto ha sido descripto en sistemas complejos como la sericina, proteina soluble

de la seda. **

136 p_ Ossadnik, Chi-Hang Lam y Leonard M. Sander, 'Nonuniversal diffusion-limited aggregation and
exact fractal dimensions' (Pt American Physical Society) (1994) 49(3) Physical Review E R1788.

17 M. Y. Lin et al, 'Universal reaction-limited colloid aggregation' (Pt American Physical Society)
(1990) 41(4) Physical Review A 2005.
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Figura 17. Imagen de Microscopia Electronica cuando se alcanza el pH 7.0, 10 mM NaCl. A) Imégenes
TEM mostrando la estructura de las particulas de la gliadina B) Zoom de la imagen A) mostrando los
diferentes tamafios de las particulas. C) Distribucion de los didmetros de las estructuras observadas en A). D).

Imagen SEM de las particulas y los agregados amorfos depositados sobre una superficie de vidrio.

A pH 7.0, se detectaron clusters o agrupamiento de nano-estructuras de gliadina, con un
diametro promedio de 27.8 nm (Figura 17 C) y agregados de tipo amorfo, fueron observados
mediante TEM y también SEM. Ambas microscopias confirman que el sistema se encuentra
altamente agregado, tal como se detectd mediante el calculo del I.A. a través de espectroscopia UV-

Visible. Otros trabajos sobre agregacion de gliadina previos han enfatizado la importancia que las

condiciones de la solucion como un factor determinante en el tamafio y la morfologia los agregados
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de gliadina. **®
3.3.2. Dicroismo Circular (CD).

La estructura tridimensional de las diferentes isoformas de la gliadina no ha podido ser
establecida. Sin embargo a través de diversos métodos es posible estudiar su estructura secundaria y
las variaciones de la misma. Para ello realizamos espectros de dicroismo circular en la region lejana
de UV (CD.).™ Esta técnica permite determinar el contenido de cada una de las estructuras
secundarias que posee una proteina y se lleva a cabo en solucion.*®® Estudios previos han
establecido que la gliadina se encuentra mayormente compuesta por estructuras del tipo a-hélice y
del tipo desordenada. *** Teniendo en cuenta que la muestra se encuentra constituida por una mezcla
de proteinas, no fue posible obtener espectros en relacion a su composicion molar, sin embargo se
puede obtener informacién cualitativa de ambas dispersiones si se trabaja a una relacion en peso
similar. Tanto a pH 3.0 y como a pH 7.0 se obtuvo un patrdn estructural similar, por lo que a ambos
pHs se observo una composicion de estructura del tipo desordenado y a-hélice. Siendo en ambas
condiciones la relacion Ayg / Az de 1.8. Este resultado se encuentra en concordancia con el
presentado por Kasarda et. al. para la proteina o gliadina a pH 3.0 y 5.0 en acido acético y baja
fuerza iénica. Es importante destacar, que Kasarda et. al. no observo diferencia estructura entre las
fibrillas de gliadina y aquella dispersa en solucién.**! Otros autores han repostado CD de mezclas de
gliadina que presentan un comportamiento estructural similar a la a-gliadina. ®* Teniendo en cuenta
el experimento de SDS-PAGE, donde a pH 7.0 se observa que la solucion se encuentra
fundamentalmente formada por a-gliadina, este resultado era esperable. La diferencia observada en

ambos espectros puede deberse a las diferencias en la concentracion de proteina debido a errores en

138 C. Duclairoir et al, 'Gliadin nanoparticles: formation, all- trans-retinoic acid entrapment and release,
size optimization' (Pt John Wiley & Sons, Ltd.) (1999) 48(4) Polymer International 327.

139 V. 1. Dodero, Z. B. Quirolo y M. A. Sequeira, '‘Biomolecular studies by circular dichroism'
(2011/01/05) (2011) 16 Front Biosci 61.

10N, J. Greenfield, 'Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary structure' (2006)
1(6) Nat Protoc 2876.

¥ D, D. Kasarda, J. E. Bernardin y W. Gaffield, 'Circular dichroism and optical rotatory dispersion of
alpha-gliadin' (1968/11/01) (1968) 7(11) Biochemistry 3950.
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la estimacion por pesada.
Es importante destacar que este experimento de CD muestra que la desnaturalizacidn no es uno
de los factores que inducen a la auto-agregacién de este sistema, ya que la estructura secundaria se

mantiene en ambas condiciones.
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Figura 18. Dicroismo Circular de la gliadina en agua a pH 3.0, 10 mM NaCl (A) y cuando se alcanza el pH
7.0 (m).

3.4. Prediccion de propiedades estructurales de la gliadina a través de métodos
Bioinformaticos.

Teniendo en cuenta la complejidad del sistema aqui descripto, debido a que se encuentra
constituido por diferentes proteinas, es que recurrimos a la utilizacién de métodos computacionales,
con el fin de predecir algunas propiedades estructurales. Considerando que las muestras analizadas
en este capitulo estaban conformadas fundamentalmente por o y B gliadinas, se ha decidido elegir
dos secuencias representativas de la base de datos de UniProt. Se eligié la secuencia de la alfa

gliadina, utilizada por Shan et. al. >

para sus experimentos (Codigo Q9M4L6). Ademas, se utilizo la
secuencia de una fraccidén conocida como o/f por su peso molecular intermedio entre ambas

fracciones, empleada por Rasheed et al en sus estudios de caracterizacion estructural (Codigo

P18573). 82 _as secuencias correspondientes a estas proteinas se encuentran en la Tabla 3.
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Alfa -Gliadina, >tr|QIM4L6|Q9MAL6 WHEAT Alpha-gliadin OS=Triticum aestivum

MVRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPYLQLQPFPQPQ
LPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPISQQQRQQQQQQAQQQKQQQQQQQQI
LQQILQQQLIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTYQLVQQLCCQQLWQIPEQSRCQAIHNVVHAIIL

HQQQQQQQQRQQQQPLSQVSFQQPQQQYPSGQGSFQPSQQNPQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALETL
PAMCNVYIPPYCTIAPVGIFGTNYR

Alfa / Beta Gliadina, >sp|P18573|GDA9_WHEAT Alpha/beta-gliadin MM1 OS=Triticum aestivum

MKTFLILALLAIVATTARIAVRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFPPQQPYPQPQ
PFPSQQPYLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPISQQQQQQ
QQQQQQKQQQQQQQQILQQILQQQLIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTYQLVQQLCCQQLWQI

PEQSRCQAIHNVVHAIILHQQQQQQQQQQQQPLSQVSFQQPQQQYPSGQGSFQPSQQNPQAQGSVQ
PQQLPQFEEIRNLALETLPAMCNVYIPPYCTIAPVGIFGTN

Tabla 3. Secuencia de las proteinas utilizadas para realizar las predicciones estructurales.
Utilizando ambas secuencia, se evaluaron parametros de estas proteinas mediante Prot Param del
servidor ExPasy."*? Los resultados obtenidos para ambas proteinas se detallan en la tabla presentada

a continuacion.

Parimetro Alfa -Gliadina Alfa / Beta Gliadina
(Q9MA4LS6) (P18573)
Peso Molecular [Da] 33734.8 35396.9
Punto Isoeléctrico 7.61 8.22
indice Alifatico 102.95 108.55
GRAVY -1.063 -0.874

Tabla 4. En esta representacion se encuentran los parametros méas representativos.

Como se comentd anteriormente, la eleccion de ambas secuencias se basdé en los pesos
moleculares observados en el SDS-PAGE, en el cual se observé una alta proporcion de las
isoformas a y B gliadinas, y en la importancia que se le ha dado a estas proteinas en diversas
publicaciones. Ambas proteinas presentan pesos moleculares similares 33.7-35.4 KDa, y una
composicién aminoacidica similar ya que ambas tienen un elevado porcentaje de glutaminas,

(34.2-36.2%) y de prolinas (15.6-16.6%). También poseen una elevado contenido de los

12 E. Gasteiger et al, 'EXPASy: The proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis'
(2003) 31(13) Nucleic Acids Res 3784.
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aminoécidos serina y valina, 5.2-5.5% y 5.2% respectivamente. En cuanto a los residuos
aromaticos, la tirosina y la fenilalanina constituyen un 3.1-3.9% del total de los aminoacidos,
mientras que el triptéfano se encuentra en un porcentaje del 0.3%, correspondiéndose este
porcentaje a un residuo por cadena. Esta observacion se encuentra en concordancia con los
resultados obtenidos mediante espectroscopia UV-Vis, en el cual se observo una elevada relacion
Tyr / Trp.

Al analizar los puntos isoeléctricos, es posible observar que tanto a pH 3.0 como 7.0, ambas
proteinas se encontrarian cargadas positivamente, siendo mayor la carga neta en la primera
condicion. Esto permite corroborar los valores positivos de Potencial Z obtenidos previamente a
ambos pHs.

El indice alifatico es una medida que representa el volumen relativo ocupado por las cadenas
alifaticas (principalmente alanina, valina, isoleucina y leucina). Este valor siempre es positivo.
Cuando los valores de este indice son mayores a 80, indica que la proteina presenta una elevada
estabilidad termodinamica de proteinas globulares. La férmula utilizada normalmente para
obtener este valor se presenta a continuacion:

indice Alifatico = X(Ala) + 2.9 * X(Val) + 3.9 x (X(Ile) + X (Lew))
Donde X(Ala), X(Val), X(Ile) y X(Leu) es el porcentaje molar de los aminoacidos alanina,
valina, isoleucina y leucina respectivamente. Sin embargo cuando existe un alto contenido de
prolina, este aminoacido debe ser considerado. Para ello se suma el término 2.4 X(Pro), siendo
X(Pro), el porcentaje molar de este aminoacido. Esto fue considerado en la obtencién de este
indice. '*

Para ambas secuencias de gliadinas analizadas, se observo que existe un elevado indice
aliftico, lo cual indica que estas proteinas poseen una elevada estabilidad termodinamica. Esta

estabilidad es en gran parte dada por el elevado porcentaje de prolina presente en su estructura

13 A, Ikai, "Thermostability and aliphatic index of globular proteins' (1980) 88(6) J Biochem 1895.
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primaria.

Por otro lado, se determiné el valor GRAVY (Grand Average of Hydropathy), el cual es un
promedio de la hidrodropatia (hidrofobicidad / hidrofilicidad) de los aminoacidos, dividido por el
namero de residuos presentes en la secuencia. Cuando este valor es positivo, indica una elevada
presencia de grupos hidrofébicos en la cadena polipeptidica, mientras que valores negativos
indican una predominancia de grupos hidrofilicos. Es asi que para proteinas solubles, se estima un
valor de GRAVY de -0.4. *** Las secuencias de gliadinas analizadas demostraron valores de estos
parametros negativos y mayores a los esperados para proteinas globulares en promedio. Esto
puede deberse al elevado contenido del aminoécido glutamina. Las glutaminas posiblemente
disminuyen la hidrofobicidad media de estas proteinas y ya que se podrian exponer en la
superficie en contacto con el solvente, donde estabilizarian las estructuras en solucién a través de

la formacidn de interacciones del tipo puente hidrdgeno.

3.4.1. Prediccidn de la existencia de regiones hidrofébicas y regiones accesibles al solvente.

La prediccion de regiones hidrofébicas, de sectores expuestos al solvente y la polaridad de una
proteina son de gran importancia para evaluar el plegamiento de estas moléculas. Existen diversos
métodos de prediccion de regiones hidrofébicas, entre ellos se encuentra el de Kyte-Doolittle. En
este se le asigna un valor positivo a los aminoacidos apolares y negativos a los polares. A
continuacion se elige una ventana, generalmente de nueve residuos para las proteinas globulares
(del uno al nueve) y se promedian los valores de hidrofobicidad. Este nuevo valor se le asigna al
aminoacido que se encuentra en la mitad de la secuencia utilizada. Luego la ventana se corre un
aminoacido (del dos al nueve) por lo que se vuelve a hacer el mismo procedimiento. Realizando
este protocolo en toda la cadena polipeptidica es posible obtener un gréafico de hidrofobicidad.

Aquellas regiones que presentan un valor mayor a cero, son zonas hidrofébicas. **°

144J. Kyte y R. F. Doolittle, 'A simple method for displaying the hydropathic character of a protein’
(1982) 157(1) Journal of Molecular Biology 105.

%55, Choudhuri, 'Chapter 8 - Additional Bioinformatic Analyses Involving Protein Sequences' in
Supratim Choudhuri (ed), Bioinformatics for Beginners, 183-207, Academic Press, (2014)
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Figura 19. Graficos de hidrofobicidad utilizando los parametros de Kyte-Doolittle de las proteinas A) o-

gliadina y B) o/p gliadina. En A se encuentra marcada la region correspondiente al péptido 33-mer.

Mediante el algoritmo de Kyte-Doolitle se pudo establecer que la a-gliadina, posee sitios
hidrofébicos en la region comprendida entre los residuos 150 a 200 y desde el 250 al final de la
secuencia, comprendiendo zonas hidrofébicas que abarcan entre 5-10 residuos. Es interesante
destacar que el fragmento desde 56-89, correspondiente al péptido 33-mer se encuentra en una
region hidrofilica, posiblemente a causa de su alto contenido en glutamina. En consecuencia, podria
encontrarse expuesto en la estructura tridimensional de la proteina. En la isoforma o/f también se
encuentran una region hidrofébica extensa, comprendida entre los aminoacidos 1-25, y seis regiones
hidrofébicas cortas comprendidas entre los residuos 158-217. Luego se observa otra amplia region
hidrofébica en el final de la cadena, que comprende la region de los residuos 282-303. La presencia
de estas regiones en la secuencia podria favorecer a la formacién de contactos entre las moléculas
de gliadina a través de interacciones hidrofébicas. De esta manera podria favorecerse la formacion
de las nano-particulas observadas.

Teniendo en cuenta que muchas veces las zonas hidrofilicas pueden presentar una exposicion
diferencial al solvente, afectando asi las propiedades de la moléculas, se decidié determinar este
parametro. Para ello se utilizé el predictor ACCpro. Este servidor se caracteriza porque utiliza la

informacién de accesibilidad al solvente del Protein Data Bank, y se genera un set de perfiles
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mediante BLAST y PSI-BLAST , por lo que se alinean secuencias. Mediante esta técnica se
computan correlacion estadistica en detalle de los contactos y la accesibilidad del set de
alineamientos generados para la proteina de interés. Este servidor utiliza arquitecturas
computacionales interconectadas que pueden procesar grandes cantidades de datos y combinar la
informacidén de largo rango. Estos métodos junto a los perfiles evolutivos permiten obtener buena
estadistica en la resolucion de la accesibilidad al solvente. Este ha sido reconocido por presentar

resultados 4-7 % mejores que otro método previamente usado. *4¢*%

Alfa -Gliadina, >tr|Q9M4L6/Q9M4L6_WHEAT Alpha-gliadin OS=Triticum aestivum
MVRVPVPQLQPONPSQQQPQEQVPLVQQQQ " FPGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPYLQLQ " PFPQPQLPYP °

cee—ceeeeeeeeceeceeceeceeceeee—ceee ceeceeeeeeceeceeceeceeeeceeeeeee—eee eeeeeceeeee
QPQOLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQOPYPQSQP ’QYSQPOOPISQQQ000000000KO000000 QI LOQILOQQ"
eeeeeceeceececeeceeceeceeceeceeceeeeeeee eeeeeceeeeceeeceeeceeceeceeceeceeceeceee ceeecee—eee
LIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTYQLV’QQLCCQQLWQIPEQSRCOATHNVVHATILH*°Q000000Q0Q0Q0*°
—ee—-ee—————— e—-ceeeece—ceeee—e—— —ee—-—ee—ee—eeeee—ee—ee——————— e ceceeceeeeee
QQPLSQVSFQQPQQOQYPSGQGSFQPSQONP*’QAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALETLPAMCN? VY IPPYCTIA®
Eeeeececececececeececeececeeceeceeeceeececeee eeceee—eceeeeee—ee—e————e——ee——¢e —e———e————
PVGIFGTNYR?®?

e—ee———eee

Alfa / Beta Gliadina, >sp|P18573|GDA9_WHEAT Alpha/beta-gliadin MM1 OS=Triticum aestivum
MKTFLILALLATIVATTARIAVRVPVPQLQP "QNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFPPQ  'QPYPQPQPEFP °

ee——————————————— Ee-——Ee—Eceeeeee ceeeeeeeeee—ceeeceeeceeceeeeeeeee eeeeeeeeee
SQQPYLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQL'’PYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPISQ’0000000000 "
ceeeeceeceeceeeececeeeeeceeceeeeceecee - ceeeeeeceeceeceececeeececeeceeceeeceeeee ceeceeceeeee
QKQQQQQO0QILOQILOQQLIPCRDVVLQQ "’ HSIAYGSSQVLQOQSTYQLVQQLCCQQLWQI***PEQSRCQATH’
ceeeeceeceeceeceecececeeee—ece—ee——ee— —eeceeee—ee—eee-——e—-—eee——ee—ee—- eeeee—-e———
NVVHATILHQQQQQQQQQQQQPLSQVSFQQ***PQOQYPSGQGSFQPSQONPQAQGSVQPQQL?*PQFEETRNLA
——————— eeeeeceeeeceeeeeeeeeeeeee eeeeeceeceeceeceeececeeceeceeeeceeeeeee ee—ee—-e———
LETLPAMCNVYIPPYCTIAPVGIFGTN?"

-e--ee--e-e---e----e-ee-eee

Tabla 5.En esta representacion se presenta las accesibilidades al solvente de la proteina o y la o/f gliadina.

La letra e corresponde a un aminoacido accesible y - a un residuo ubicado en el interior de la proteina.

Mediante este calculo se pudo determinar que un porcentaje elevado de los aminoéacidos se

146 G. Pollastri et al, 'Prediction of coordination number and relative solvent accessibility in proteins'
(2002) 47(2) Proteins 142.

7). Cheng et al, 'SCRATCH: a protein structure and structural feature prediction server' (2005)
33(Web Server issue) Nucleic Acids Res W72.
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encuentran expuestos al solvente en ambas estructuras proteicas, tal como se observé en los gréficos
de hidrofobicidad. Teniendo en cuenta ambos resultados es posible hipotetizar que ambas gliadinas
son estructuras parcialmente ordenadas con regiones hidrofébicas que involucran pequefias regiones
de 5-10 residuos y ademas posee una elevada exposicion de sus residuos al solvente.

3.4.2 .Prediccidn de estructura de gliadina seleccionadas mediante el software I-TASSER.

La estructura tridimensional de la gliadina no se ha podido determinar, ya que esta proteina no se
ha podido cristalizar ni estudiar mediante RMN. Sin embargo se puede proponer una estructura de
la proteina utilizando métodos Bioinformaticos. Existen tres clases de estos, los métodos de
modelado comparativo, que usa como patrén una proteina homologa, es decir con secuencia similar
pero de estructura conocida. Otro es el método en el que se compara la secuencia proteica con otras
secuencias cuya estructura se conoce pero que no esta relacionada evolutivamente a la proteina
incgnita. Por ultimo, existen aquellas proteinas cuya estructura no se conoce y que debe ser
modelada ab initio. Este se corresponde al caso més complejo.**®

En este caso se realiz6 un modelo ab initio de las dos secuencias seleccionadas, para ello se
decidié utilizar el servidor I-TASSER. Este ha presentado una excelente actuaciéon en los
experimentos internacionales denominados Evaluacion Critica de la prediccion de estructura de
proteinas (The Critical Assessment of protein Structure Prediction (CASP)), que se realizan para
evaluar la eficacia de los métodos de prediccidn de estructura. Esto demuestra que I-TASSER es un
servidor adecuado para predecir estructuras proteicas. *° Este aplica varias metodologias y pasos
para predecir la estructura secundaria y terciaria de una proteina incognita. I-TASSER se caracteriza
porgue predice la estructura de una proteina utilizando diferentes etapas con distintos métodos para
obtener de esa manera una estructura con una adecuada estadistica. Estos pasos involucran la

identificacion de proteinas con patrones similares en estructura 0 motivos similares utilizando el

148 A. Roy, A. Kucukural e Y. Zhang, 'I-TASSER: a unified platform for automated protein structure and
function prediction' (2010) 5(4) Nat Protoc 725.

19y, Zhang, 'I-TASSER: fully automated protein structure prediction in CASP8' (2009) 77 Suppl 9
Proteins 100.
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Protein Data Bank. La calidad de estos procedimientos es evaluada estadisticamente. A
continuacion se generan modelos reducidos para representar la cadena en la que cada Ca y cadena
lateral se encuentra en el centro de masa. A continuacion se realizan Simulaciones de Monte Carlo
para estudiar la estabilidad energética de las estructuras predichas. Por ultimo los modelos refinados
obtenidos por dos rondas de simulacion son agrupados de acuerdo a sus similitudes en clusters.
Luego se producen nuevos modelos en estos clusters en los que se involucra a todos los atomos
mediante la optimizacion de los enlaces de puente hidrogeno. De esta manera se obtienen librerias
construidas independientemente con una estructura representativa que es ofrecida por el servidor.
Para las estructuras o y o/p gliadinas se ha determinado la estructura secundaria utilizando I-

TASSER. Las estructuras obtenidas se representan a continuacion.

Alfa -Gliadina, >tr|Q9M4L6/Q9M4L6_WHEAT Alpha-gliadin OS=Triticum aestivum

Sec MVRVPVPQLQPONPSQQQPOEQVPLVQQOQQ " FPGQOQOPFPPQQPYPQPQPFPSQQPYLQLQ PFPQPQLPYP "’
Est CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  CCCCCCCeee
conf  955587645788866568846385300135 788779988888888889887789876678 8888988988
Sec QPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQOPYPQSQP QY SQPOOPISQ00000000000KQ000000 ** QI LOOI LOOQ"

Est CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  CCCCCHHHEHC
Conf 888888898888889898888878898888 788889898888777676666777654447 5116214320
Sec LIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTYQLV'°QQLCCQQLWQIPEQSRCQAIHNVVHAI ILH**°0Q00000Q00Q%*°
Est CCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCHHHHH HHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHCC HHCCCCCCCC
Conf 680365665326745343520154159999 098867765286200136787777764213 2001233354
Sec QQPLSQVSFQQPQOQYPSGQGSFQPSQONP* QAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALETLPAMCN? *VYIPPYCTIA®
Est CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCCHHHCSS CCCCCCCCCC

Conf  466543454312433454413203644313 665402665410577778777502766602 3258976545
Sec PVGIFGTNYR”*°

Est cccececece

Conf 5454467779

Alfa / Beta Gliadina, >sp|P18573|GDA9_WHEAT Alpha/beta-gliadin MM1 OS=Triticum aestivum

Sec MKTFLILALLAIVATTARIAVRVPVPQLOP ’QNPSQQQPQEQVPLVOQQOFPGOQQPFPPQ " QPYPQPQPFP "
Est HHHHHHHHHHHHHHHHHHCSSCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCceeeeceeeccecececece  ceeeecececcec
Cont 911699999999987401101158866687 898777788878864677788888998998 9898989888

Sec SQQPYLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQL'PYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPTSQ"* Q000000000 *°
Est CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  Ceeeeeeecee
Conf 678878889877777898988788889998 899999888888989888868999988789 8878777888
Sec QKQQQQQ00QTILOQILOQQLIPCRDVVLOQPHSIAYGSSQVLOQSTYQLVQQLCCQQLWQI**PEQSRCQATH?

Est CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCSSSSCCC CCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCC  CCCCCCCCHH
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Conf 876755555400412544301013100035 673513353447761246677644331238 6332465201
Sec NVVHATILHQQQQQ0QQQQQQPLSQVSFQQ***PQQQYPSGQGSFQPSQONPQAQGSVQPQQL? " PQFEEIRNLA®
Est HHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  CCCCCCCSSCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC  HHHHHHHEHA
Cont 233101145012564424136654555341 454343541022575442477563476351 1566666555
Sec LETLPAMCNVYIPPYCTIAPVGIFGTN’"

Est HCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeeeeee

Conf  413700071526986654565655679

Tabla 6. Prediccion de la estructura secundaria de la o y o/f gliadina mediante el uso de I-TASSER, en la que
se presenta la secuencia (Sec), la estructura (Est) y el grado de confianza en la predicciéon (Conf). En la
prediccion estructural, C corresponde a una estructura desordenada o coil, H a una estructura del tipo
Helicoidal, S una estructura tipo beta. El grado de confianza es un parametro que va de 0-9, donde 0 es muy

bajo y 9 corresponde al mayor nivel de confianza.

En este caso se predijo que las gliadinas o/p y o presentan una estructura secundaria conformada
preferentemente por una estructura desordenada o random coil, y en ciertas regiones hay un
predominio de estructuras helicoidales. Solo en la o/f existen regiones de hebras beta de escasa
longitud. Estas predicciones se encuentran en concordancia con los resultados experimentales
observados mediante CD y los reportados previamente en la bibliografia.

Por otro lado se obtuvo varios modelos tridimensionales de ambas proteinas, los cuales se
presentan a continuacion. De estos se eligieron aquellos que tenian el mayor C-Score. Este
parametro es un valor de confianza que estima la calidad del modelo predicho. Este es obtenido
considerando la estadistica de los alineamientos y las simulaciones llevadas a cabo por I-TASSER.
Los valores tipicos se encuentran entre [-5,2], cuanto mayor es el valor de C-Score mayor es la

confianza del modelo predicho.
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Figura 20. Representaciones tridimensionales frontal A) y lateral B) de la proteina a-gliadina obtenida
mediante I-TASSER y representada utilizando el programa Visual Molecular Dynamics (VMD). Las cadenas

laterales correspondientes al péptido 33-mer se encuentran representadas en violeta.

La estructura de la a-gliadina fue predicha con un C-Score -3.37, por lo que la prediccion fue
obtenida con un grado de confianza regular. En la estructura tridimensional se observa un alto
contenido de estructura desordenada y tres regiones helicoidales. El péptido 33-mer marcado en la
Figura 20 B se observa en la regién media de la molécula, formando parte de una region similar a
un loop de la molécula. Es notable destacar que la estructura tridimensional predicha indicaria que
la misma presenta una alta exposicion de sus aminoécidos ya que no se observa la formacion de una

region hidrofobica compacta. Esto concuerda con la exposicion al solvente obtenida previamente.
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Figura 21.Representaciones tridimensionales de la regién frontal A) e inferior B) de la proteina o/B-gliadina
obtenida mediante I-TASSER y representada utilizando el programa Visual Molecular Dynamics (VMD). Las

cadenas laterales correspondientes al péptido 33-mer se encuentran representadas en violeta.

La o/B-gliadina fue predicha con un C-Score -3.19, por lo que la prediccion fue obtenida con un
grado de confianza regular. En la figura 21 se puede observar la estructura tridimensional predica
para esta proteina en la que se observa un mayor orden estructural con respecto a la a- gliadina,
detectandose un alto contenido de regiones helicoidales y del tipo B. Esta estructura es mas
compacta que la a- gliadina, sin embargo no presenta una region interna hidrofébica extensa. Los
aminoacidos se encontrarian en gran medida expuestos al solvente, corroborando los resultados de
accesibilidad al solvente previamente obtenidos.

3.4.3. Prediccion de regiones con propension a agregarse.

Muchas proteinas presentan regiones con una alta capacidad de agregarse y formar estructuras
amiloides, las cuales inducen la produccién de una respuesta inmune. Para evaluar si las dos
secuencias de gliadina seleccionadas poseen esta capacidad, se decidié elegir tres predictores
ampliamente distintos AGGRESCAN, Tango y Waltz. Estos predictores han sido ampliamente
usados para estudiar la capacidad de agregacion de diversas mutantes de proteinas amiloidogénicas

150

tales como el péptido B-amiloide™ y la alfa-sinucleina ™' Los mismos utilizan diferentes

%0 R. Sabate et al, ‘The role of protein sequence and amino acid composition in amyloid formation:
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pardmetros para determinar la presencia de estas regiones. AGGRESCAN determina la probabilidad
de una regién de auto-agregarse basandose en experimentos in vivo y asumiendo que ciertas
cadenas pequefias y de secuencia especifica pueden modular la agregacion. **? Por otro lado Tango,
se basa en principios fisicoquimicos que determinan la formacion de una estructura del tipo J,
utilizando el concepto que las regiones agregadas se encuentran ubicadas en sitios hidrofébicos sin
contacto con la superficie.”® Por dltimo, Waltz determina la capacidad de una proteina de agregarse
utilizando una secuencia peptidica de seis residuos, los cuales se consideran como un sitio de
agregacion y utiliza un algoritmo de comparacion en el que se establece la semejanza de la

secuencia propuesta con una base de datos de regiones cristalizadas de péptidos. ***
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Figura 22.Perfil de agregacion obtenido para las proteinas A) o gliadina y B) a/p-gliadina. En color rojo se
presenta el resultado obtenido por Tango, en Azul AGGRESCAN y en verde el de WALTZ.

scrambling and backward reading of IAPP amyloid fibrils' (2010) 404(2) J Mol Biol 337.

131 3. 1. Gallea and M. S. Celej, 'Structural insights into amyloid oligomers of the Parkinson disease-
related protein alpha-synuclein' (2014) 289(39) J Biol Chem 26733.

52 0. Conchillo-Sole et al, 'AGGRESCAN: a server for the prediction and evaluation of "hot spots" of
aggregation in polypeptides' (2007) 8 BMC Bioinformatics 65.

13 A. M. Fernandez-Escamilla et al, 'Prediction of sequence-dependent and mutational effects on the
aggregation of peptides and proteins' (2004) 22(10) Nat Biotechnol 1302.

54 M. Oliveberg, 'Waltz, an exciting new move in amyloid prediction’ (2010) 7(3) Nat Methods 187.
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En el caso de estas proteinas se puede observar que estos algoritmos predicen la existencia de
varias regiones con probabilidad de agregarse. Para la a gliadina se proponen como posibles sitios
de agregacion los residuos 1-8 (Tango), 56-60 (Tango), 71-73 (Tango), 132-142, 144-153 (Tango y
AGGRESCAN), 165-178, 190-194 y 261-290 (AGGRESCAN). Para la o/pf gliadina los tres
algoritmos coinciden en la region comprendida entre los residuos, 2-26, 182-198, 165-180, 211-218
y 300-307. Muchas de estas regiones coinciden con las zonas hidrofobicas determinadas mediante
el perfil de hidrofobicidad y algunas de ellas son regiones con una alta probabilidad de agregacién.
Esta tendencia podria favorecer a la auto-asociacion de las moléculas de gliadina en las nano-
estructuras esféricas observadas, lo cual podria ser mediada en primer lugar por interacciones
hidrofébicas. Por otro lado es interesante destacar que Tango predice agregacion en la region
comprendida por el péptido 33-mer en la a-gliadina, y asi se podria explicar la no accesibilidad de
las proteasas enzimaticas y la consiguiente resistencia a la protedlisis observada.

3.4.4. Prediccion de cortes por enzimas.

La proteina gliadina durante el proceso de digestion es tratada con diferentes proteasas, entre
ellas la pepsina, tripsina y quimiotripsina. Utilizando la herramienta Peptide Cutter de la plataforma
ExPASy,'* es posible determinar los sitios teéricos de corte de las mencionadas enzimas. En el
caso de la pepsina se seleccion6 el pH > 2, mientras que para la quimiotripsina se uso la de baja

afinidad. En la tabla 7 se muestran los sitios tedrico de corte calculados por este programa.

Alfa -Gliadina, >tr|Q9M4L6|Q9MAL6_WHEAT Alpha-gliadin OS=Triticum aestivum
Enzima Cantidad de Posiciones
sitios de corte
24315557 58 67 74 81 88 102 132 133 136 137 140 148 149 155
. 156 161 162 166 167 168 169 172 173 177 178 179 198 199 213
Pepsina 48
218 219 226 232 251 254 259 261 262 265 271 284 285 288 289
. 3123 145 186 258 290
Tripsina 6
192556 57 59 89 102 133 137 141 149 152 156 162 167 169 173
Quimiotripsina 35 178 179 191 195 199 200 214 219 233 254 260 262 268 272 276
285 289
Alfa / Beta Gliadina, >sp|P18573|GDA9_WHEAT Alpha/beta-gliadin MM1 OS=Triticum aestivum
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. Cantidad de ..
Enzima . Posiciones
sitios de corte

35678910435074 7677 8693100107 121 151 152 155 156
159 167 168 174 175 180 181 185 186 187 188 191 192 196 197

Pepsina 53 198 217 218 232 237 238 245 251 270 273 278 280 281 284 290
303 304
. 2 18 22 142 164 205 277
Tripsina 7

14579102844 757678108 121 152 156 160 168 171 175 181
186 188 192 197 198 210 214 218 219 233 238 252 273 279 281
287 291 295 304

Quimiotripsina 39

Tabla 7. En este esquema se representan los posibles sitios de corte de la o y la isoforma o/f gliadina. En

rojo se presentan las regiones en las cuales el 33-mer sufriria corte con estas enzimas.

Es posible observar que existen 99 sitios de corte para la isoforma o/p y 89 para la isoforma a.
En el caso de la isoforma /P, se observa a partir de la estructura tridimensional predicha, que
muchos de los sitios de corte se encontrarian en regiones helicoidales que se encontrarian menos
expuestas que las regiones desordenadas de la proteina. En el caso de la a- gliadina, esta presentaria
un elevado porcentaje de estructura del tipo desordenada, por lo que las enzimas podrian acceder
facilmente a estos sitios.

Considerando los maltiples sitios de corte y las estructuras predichas para estas proteinas, esto
indica que tedricamente, estas proteinas no serian resistentes a la prote6lisis. Sin embargo en los
experimentos in vitro realizados, estas secuencias presentan una elevada resistencia a su
degradacion.>® Ademas es importante destacar que el péptido 33-mer deberia ser cortado en varias
posiciones por las enzimas pepsina y quimiotripsina, tal como se presenta en la Tabla 7.

Los resultados bioinforméaticos brindan informacion que apoyaria a nivel molecular los
resultados estructurales informados previamente. Teniendo en cuenta las caracteristicas
estructurales y de exposicion al solvente descripto mediante estos métodos y el hecho que esta
proteina no sea totalmente degradada por las enzimas digestivas, podrian indicar que la proteina se
encuentra formando agregados, tales como los descriptos en este capitulo, que no permiten dejar

disponibles los sitios de cortes enzimaticos. Ademas, es interesante destacar que el fragmento 33-
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mer se encontraria en sitios hidrofilicos, pero que a la vez este podria ser un fragmento con una
potencial capacidad de agregacion.

3.5. Evaluacion de la caracteristicas de los sistemas organizados de gliadina pH 3.0y 7.0
utilizando la sonda fluorescente Rojo Nilo.

En general, los sistemas auto-ensamblados han sido ampliamente estudiados utilizando
fluoréforos extrinsecos para evaluar la organizacion proteica. **® En particular el Rojo Nilo es una
sonda hidrofdbica que es sensible a los cambios en microambientes. *** Previamente el Rojo Nilo ha

sido usado para monitorear cambios estructurales de proteinas como el citocromo P 450 *

y
diferentes agregados proteicos *® como los de la B-galactosidasa, ™ fibras amiloides **° y ha sido
empleado para elucidar intermediarios en el proceso de polimerizacion de la tubulina.’® En
ambientes hidrofdbicos, la fluorescencia del Rojo Nilo se incrementa y sufre un desplazamiento de
su méaximo de emision al azul.**® **2 Por otro lado, el gran corrimiento hacia el azul (de 108 nm
desde hexano al agua), permite que puedan excitarse diferentes moléculas ubicadas en diversos
entornos de polaridad. Debido a esto, el Rojo Nilo posee una emision dependiente de la excitacién

cuando existe micro-dominios de diferente polaridad en el sistema estudiado. Es asi que se puede

excitar diferencialmente moléculas de Rojo Nilo ubicadas en distintos entornos de

15 | . A. Munishkina y A. L. Fink, 'Fluorescence as a method to reveal structures and membrane-
interactions of amyloidogenic proteins' (2007) 1768(8) Biochim Biophys Acta 1862.

1% p_Greenspan y S. D. Fowler, 'Spectrofluorometric studies of the lipid probe, nile red' (1985) 26(7) J
Lipid Res 781.

137 A Nath et al, 'Spectral resolution of a second binding site for Nile Red on cytochrome P4503A4'
(2008) 474(1) Arch Biochem Biophys 198.

1% R. A. Poole et al, 'Fluorescence Spectroscopy to Characterize Protein Aggregates and Particles’,
Analysis of Aggregates and Particles in Protein Pharmaceuticals, 201-226.

19 M. Sutter et al, ‘Sensitive spectroscopic detection of large and denatured protein aggregates in
solution by use of the fluorescent dye Nile red' (2007) 17(2) J Fluoresc 181.

160 R, Mishra, D. Sjolander y P. Hammarstrom, 'Spectroscopic characterization of diverse amyloid fibrils
in vitro by the fluorescent dye Nile red' (2011) 7(4) Mol Biosyst 1232.

61 D, L. Sackett, J. R. Knutson y J. Wolff, 'Hydrophobic surfaces of tubulin probed by time-resolved
and steady-state fluorescence of nile red' (1990) 265(25) J Biol Chem 14899.

62 M. C. A. Stuart, J. C. van de Pas y J. B. F. N. Engberts, ‘The use of Nile Red to monitor the
aggregation behavior in ternary surfactant—water—organic solvent systems' (2005) 18(9) Journal of Physical
Organic Chemistry 929.
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hidrofobicidad.'®® Esta propiedad resulta una excelente posibilidad para determinar las
caracteristicas de los agregados de gliadina a los pH 3.0 y 7.0 mediante la unién del Rojo Nilo.
Cuando el Rojo Nilo es excitado a los 552 nm o 590 nm, el espectro de emision deriva de la
interface polar, por lo que se ha seleccionado ambas longitudes de onda para estudiar la capacidad
de union de esta sonda a este sistema proteico. La Anax €MiSion puede ser precisamente determinada

mediante la realizacion de la derivada segunda del espectro. **
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Figura 23. Espectros de Emisién de Fluorescencia Normalizada de las soluciones de gliadina a pH 3.0, NaCl
10mM (A), y agua (A) en las mismas condiciones. Longitudes de excitacion A) 552 nm y B) 590 nm. Debajo

de cada grafico se observa la correspondiente derivada segunda.

Inicialmente se evalu6 la dependencia de la excitacion/ emision del Rojo Nilo enaguaa pH 3.0y
7.0, NaCl 10 mM, excitando la muestra a 552 nm y 590 nm, resultando en ambos pHs una longitud

méaxima de emision en 640 nm (Figura 23 y 24). Cuando se realizé la medicion en el sistema de

163 C. Lin, J. Zhao y R. Jiang, 'Nile red probing for the micelle-to-vesicle transition of AOT in aqueous
solution' (2008) 464(1-3) Chemical Physics Letters 77.
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gliadina a pH 3.0, excitando a la muestra a 552 nm, el maximo de emision sufrié un corrimiento
hipsocrémico a 608 nm, aungue la banda a 640 nm permanece como se observa claramente en el
espectro de la deriva segunda (Figura 23 A). Al excitar la muestra a 590 nm se observo también un
corrimiento hacia el azul del méaximo a 620 nm (Figura 23 B), sin embargo esta banda es ancha por
lo que se sugiere la existencia de regiones de polaridad ligeramente distinta. EI cambio de posicion
del maximo de emision del Rojo Nilo es consistente con la presencia de agregados auto-organizados
de gliadina, que poseen sitios de union con el colorante Rojo Nilo. Considerando la existencia de
cambios en la absorbancia del Rojo Nilo con la polaridad del medio, cuando la sonda se ubica en
sitios hidrofdbicos, puede ser excitada a una longitud de onda menor y emite también a longitudes
de onda menores. Sin embargo, se determind que esta sonda reside en una cavidad en la cual puede
enfrentarse al solvente, por lo que puede excitarse y emitir a mayores longitudes de onda. El
corrimiento observado hacia el azul, a 608 nm fue previamente reportado en el caso de micelas

inversas'® y agregados de p-galactosidasa. >
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Figura 24. Espectros de Emisién de Fluorescencia Normalizada de las soluciones de gliadina a pH 7.0, NaCl
10mM (A), y agua (A) en las mismas condiciones. Longitudes de excitacion A) 552 nm y B) 590 nm. Debajo

de cada grafico se observa la correspondiente derivada segunda.

Por otro lado, a pH 7.0 no se observd una dependencia de la emision dependiente de la
excitacion tanto a 552 nm como a 590 nm y la L. de emisién fue similar a la observada en el agua
a dicho pH (Figura 24).

Estos resultados demuestran que la naturaleza superficial de los agregados de gliadina a ambos
pHs es diferente. A pH 3.0 se hace evidente la presencia de regiones hidrofdbicas, mientras que a
pH 7.0 la sonda no es capaz de interactuar con el sistema proteico, posiblemente porque no existen
sitios hidrofobicos accesibles, 1o que se correlaciona con la presencia de agregados del tipo coloidal
compacto.

Para cuantificar la interaccion de la unién del Rojo Nilo, se llevdé a cabo una titulacion

incrementando la concentracion de la sonda, mientras que la concentracion de proteina se mantiene
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practicamente constante. Se eligio excitar a la muestra a 552 nm, region del espectro del Rojo Nilo

gue permite evaluar regiones de hidrofobicidad media.
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Figure 25. Titulacion de las soluciones de gliadina con Rojo Nilo. Espectros de emisién de las soluciones de
gliadina a A) pH 3.0,concentracion final de la sonda: 0.1uM (m), 0.2 uM (@), 0.3 uM (A),0.4 uM (V¥), 0.5
M («€),0.6 uM (»),0.8uM (@), 0.9 uM (o), 1.0 uM (), 1.1 pM (@), 1.2 pM (m) y B) a pH 7.0,
concentracion final de la sonda:0.2 pM (4),0.6 uM (»),0.9 uM (e), 1.1 uM (®). A pH 7.0 no se observo
union del Rojo Nilo. C) Curvas de union de la sonda a pH 3.0 a 610 nm. En este grafico se presenta la unién

especifica (A) y el ligando libre (m). En todos los espectros la contribucion del agua fue sustraida.

La titulacién con Rojo Nilo a pH 3.0 presenté un corrimiento desde 599 a 608 nm cuando se
incrementa la concentracion y se observo la presencia de una banda a 640 nm, que se hace mas
evidente a mayores concentraciones. Las constantes de disociacion aparente fueron llevadas a cabo
a la Amax, 608 nm fue de 0.180 £ 0.08 uM. El corrimiento de la banda al azul ( Amn.x 608 nm) es tipico
de moléculas de Rojo Nilo incorporadas en sitios hidrofébicos en la superficie de la proteina o
agregados del tipo core-shell , micelas o vesiculas.’®® 5% 1% 1% | 5 existencia de un corrimiento
hacia el rojo muestra diferentes sitios hidrofébicos que son accesibles al Rojo Nilo de manera
diferencial. Ademas, la aparicion de un hombro a longitudes de onda mayores ha sido observado en
agregados del citocromo P450 3A4 'y filamentos de tubulina. ** Estas caracteristicas espectrales

observadas permiten hipotetizar que la sonda posee dos sitios de unién distintos en las nano-

1647, F. Deye, T. A. Berger y A. G. Anderson, ‘Nile Red as a solvatochromic dye for measuring solvent
strength in normal liquids and mixtures of normal liquids with supercritical and near critical fluids' (Pt
American Chemical Society) (1990) 62(6) Analytical Chemistry 615.

165 R. A. Poole et al, 'Fluorescence Spectroscopy to Characterize Protein Aggregates and Particles’,
Analysis of Aggregates and Particles in Protein Pharmaceuticals (John Wiley & Sons, Inc., 2012) 201-226.

166 T, Delmas et al, 'Encapsulation and Release Behavior from Lipid Nanoparticles: Model Study with
Nile Red Fluorophore' (2012) 1(1) Journal of Colloid Science and Biotechnology 16.
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estructuras de gliadina a pH 3.0. Uno posiblemente ubicado en el interior de los agregados,
detectandose a 608 nm con alta afinidad, y otro mas cercano al solvente, cuyo méaximo de emision
se encuentra en 640 nm.

A pH 7.0 se observa un incremento pequefio de la intensidad de fluorescencia a 640 nm, no
pudiéndose calcular una constante de afinidad. Esto sugiere que en la superficie de las particulas de
gliadina a este pH no presentan sitios de interaccion disponibles. Considerando la existencia de
particulas de caracteristicas coloidales detectadas a pH 7.0 mediante espectroscopia UV-Visible y
M.E., es posible hipotetizar por un lado no hay sitios hidrofobicos accesibles o bien que en la
superficie se encontrarian moléculas de agua fuertemente unidas mediante puentes de hidrégeno
fundamentalmente con los residuos glutamina, es decir su superficie es hidrofilica, favoreciendo el
apagamiento de esta sonda fluorescente.’® La presencia de una capa de moléculas de agua
interactuando con las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos, evitaria la agregacion y
precipitacion de las particulas entre si, por lo que permitiria estabilizar ligeramente estas nano-
estructuras en solucion, como sucede en los sistemas coloidales.

Por ultimo se ha estudiado las diferencias de las nano-estructuras de la gliadina a ambos pHs,
realizando un cambio de pH desde 3.0 a 7.0. Estas medidas han sido previamente utilizadas para
estudiar los cambios en la organizacién supramolecular de diferentes sistemas, en respuesta a un

estimulo externo.® 67

167 N. Fomina et al, 'UV and Near-IR Triggered Release from Polymeric Nanoparticles' (Pt American
Chemical Society) (2010) 132(28) Journal of the American Chemical Society 9540.
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Figura 26. Espectros de Rolo nilo en solucione de gliadina a pH 3.0 (m) y luego de cambiar el pH de la
misma solucion a 7.0 (0). Un decaimiento y corrimiento de la fluorescencia es observado debido a la

liberacion de la sonda al medio. La contribucién de la sonda libre fue sustraida.

A pH 3.0, se observa la fluorescencia del Rojo Nilo al interactuar con las estructuras auto-
organizadas de la gliadina, por lo que se detecté un maximo de emision a 608 nm, sin embargo al
realizar el cambio de pH a 7.0, se observa una disminucion de la fluorescencia y un corrimiento a
640 nm. Este comportamiento sugiere la existencia de un cambio de la organizacion de la gliadina

modulada por el pH.
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Seccion |

FElucidacion de la Estructura Secundaria del
péptido 33-mer y su capacidad de auto-
organizarse

4.1.1. Introduccion.

El péptido 33-mer de la proteina a-2 gliadina se ha reconocido como el principal inmuno-
modulador de la patologia celiaca. En este capitulo se estudiaron las caracteristicas estructurales del
péptido 33-mer utilizando para ello la técnica de dicroismo circular. Por otro lado, la morfologia de los
agregados fue analizada utilizando para ello microscopia electrénica. El péptido utilizado en los
experimentos llevados a cabo en esta seccion fue adquirido comercialmente con un porcentaje de

pureza > 95% (ver Materiales y Métodos).

4.1.2. Evaluacion del 33-mer mediante espectroscopia UV-Visible.

La espectroscopia UV-Visible es una técnica que permite estudiar el comportamiento de un sistema
peptidico en diversas condiciones de pH, sales y solventes, sin producir grandes perturbaciones en el
sistema.’® En este caso se decidié evaluar cambios estructurales de este péptido en funcion de la
concentracién en agua. Teniendo en cuenta que el espectro de orden cero es generalmente dificil de
interpretar, se decidid realizar las correspondientes derivadas segundas. Las mismas fueron suavizadas
utilizando el método de Savitzky-Golay polinomial de tercer orden. Mediante esta metodologia es
posible estudiar cambio en la posicién de los picos de absorcion, causados por una modificacion en el
entorno de los aminoacidos aromaticos, generalmente producido por un cambio en la estructura
terciaria del sistema peptidico.'® En el caso del péptido 33-mer posee tres tirosinas y dos

fenilalaninas.

188 4. Mach et al, 'Ultraviolet Absorption Spectroscopy' in BretA Shirley (ed), Protein Stability and Folding
(Humana Press, 1995) vol 40, 91-114.
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Figura 27. A) Derivada de segundo orden de los espectros UV-Visible del péptido 33-mer en agua a diferentes
concentraciones. B) Variacidn de la posicidn del minimo de la derivada en la regién cercana a 275 nm (region de

absorcion de la tirosina).

En solucion de Agua Milli Q el péptido 33-mer posee tres picos, 260, 275 y 282 nm
correspondientes a los aminoacidos Tyr y Phe. Dado que la tirosina es el que posee mayor
absortividad molar, se eligio este para evaluar la existencia de cambios en la posicion de los maximos
de absorcion. A bajas concentraciones se observo un pico a 274.5 nm. Este pico se desplaza a 275.0
nm cuando la concentracion se incrementa desde aproximadamente 60 uM a 80 pM. Un
comportamiento similar se observé entre 150 uM -200 uM, donde existe un corrimiento del méaximo
desde 275.0 a 275.5 nm. Este cambio observado indica que los residuos tirosina se encuentran menos
expuestos al solvente, posiblemente a un cambio estructural. Este cambio podria deberse a una posible
agregacion del péptido en solucién, lo cual ocurriria en el rango de concentraciones 80-200 uM.

4.1.3. Estudio de la estructura secundaria del 33-mer en solucién mediante Dicroismo Circular.

Previamente, se ha realizado un experimento de CD demostrando que el péptido 33-mer tiene una
estructura secundaria tipo P11.*® Sin embargo en este trabajo no se especificaba la concentracion
empleada. Ademés el buffer de trabajo no es uno de los comunmente utilizados (1 mM citrato de
sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM fosfato de sodio y 15mM NaCl a pH 7.0). Teniendo en cuenta los
cambios observados mediante espectroscopia UV-Visible, se decidi6 realizar un estudio estructural del
péptido 33-mer mediante CD en funcidn de la concentracion (6-610 uM) y la temperatura (-10 a 37°C)

en agua a pH 7.0y en el buffer descripto.
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El péptido 33-mer fue disuelto en agua Milli Q a una concentracion maxima de 766 uM, debido a
gue a concentraciones mayores la solubilidad en agua estaba limitada. Se realizaron espectros de CD

en funcién de la concentracion, realizando diluciones.
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Figura 28. Espectros de CD del péptido 33-mer en agua pH 7.0. Las concentraciones estudiadas fueron 46 uM
(m), 93uM (@), 197 uM (A), 217 UM (v) ,317 uM (@), 418 uM (*), 613uM (®).

En este caso del buffer, se evalu6 al péptido 33-mer en un rango de concentraciones comprendida

desde 46 a 613 uM a 5°C. Los espectros obtenidos se presentan en la Figura 29.
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Figura 29. Espectros de CD de soluciones del péptido 33-mer a distintas concentraciones, realizados en buffer: 1
mM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM fosfato de sodio y 15 mM NaCl a pH 7.0, a 5°C. A): 46 uM
(0), 122 uM (0) y 197 uM (e). B): 197 uM (@), 418 uM (o) y 613 uM (o).

Los espectros de CD en agua y en buffer mostraron la existencia de un cambio en la estructura

secundaria del péptido dependiente de la concentracion. En ambas condiciones se observé un
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comportamiento similar. A concentraciones bajas como 46 UM, se detect6 una banda negativa ubicada
203 nm, indicando la presencia de una estructura desordenada. Cuando se aumentd la concentracion de
péptido a 613 UM, se observd un desplazamiento hacia el rojo del maximo de la sefial de 203 nm a 215
nm, con un comportamiento hipocrémico de la elipticidad molar, que se observo desde - 18000 a -
2000 deg cm? dmol™. Esto indicaria una transicion conformacional del péptido desde una estructura
desordenada a una mas ordenada, que puede ser producto del auto-ensamblado. '**'"*"* Este
comportamiento se observa tanto en experimentos de dilucién como de concentracion de sistema,
demostrando que el sistema en reversible. La banda a alrededor 203-215 nm es atribuida a la transicion
m*—m de una estructura PPI1, en equilibrio con otras conformacion.****'"2 Ademés, en el intervalo de
concentraciones 197 UM a 613 pyM, tanto en agua como en buffer fue posible observar una banda
positiva a 228 nm, mas apreciable al disminuir la temperatura, caracteristica de una transicion n—m*
de una estructura del tipo PPI.* La estructura PPII generalmente se encuentra en equilibrio
conformacional con otras tales como giros-p, cadenas  y conformaciones desordenadas, ya que los
angulos diedros son proximos.*

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos dependiendo de la concentracion del péptido, se
determind el comportamiento de estos equilibrios conformacionales en funcion de la temperatura. Se

evaluaron las concentraciones 197 y 613 UM en el buffer descripto. Se realizaron los espectros a las

temperaturas: 37, 25, 5y -10°C.

19 A. Aggeli et al, 'Hierarchical self-assembly of chiral rod-like molecules as a model for peptide beta -
sheet tapes, ribbons, fibrils, and fibers' (2001) 98(21) Proc Natl Acad Sci U S A 11857.

0| Debelle y A. M. Tamburro, ‘Elastin: molecular description and function' (1999) 31(2) Int J Biochem
Cell Biol 261.

I R. Lakshminarayanan et al, 'Analysis of secondary structure and self-assembly of amelogenin by
variable temperature circular dichroism and isothermal titration calorimetry' (2009) 76(3) Proteins 560.

2 M. A. Kelly et al, 'Host-guest study of left-handed polyproline Il helix formation' (2001) 40(48)
Biochemistry 14376.
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Figura 30. Espectros de CD de soluciones del péptido 33-mer en buffer: 1 mM citrato de sodio, 1 mM borato
de sodio, 1 mM fosfato de sodio y 15 mM NacCl a pH 7.0 a distintas temperaturas. A) Solucién 197 uM a 37 (o),
25 (o), 5 (%), 0(X)y-10°C (A). B) Solucién 613 uM a 5 (o) y 37 °C (e).

Cuando la temperatura se incrementa desde -10 a 37 °C, a la concentracion 197 uM, se observa la
existencia de un punto isodicroico a 211 nm. Este es indicativo de la presencia de un equilibrio
conformacional entre una estructura mayoritaria del tipo PPII, con estructuras mas plegadas. La
estructura del tipo PPII fue la mayoritaria a -10 °C, donde se hizo evidente la presencia de una banda
negativa en 206 nm y una positiva a 228 nm.'”® Cuando la temperatura se increment6 a 37°C se
observé un pequefio desplazamiento de la banda negativa a 209 nm y se produce una pérdida de la
positiva ubicada en 228 nm. Este comportamiento, junto con evidencias previas de modelos peptidicos

del tipo Pro-Xaa " '

permite hipotetizar que este comportamiento estd asociado a un equilibrio
conformacional entre una estructura PPII y un giro f del tipo I1.'"® Al estudiar la solucion 613 puM, se
detect6 que a 5°C, el espectro obtenido se correspondia con una estructura del tipo PPII. Al aumentar

la temperatura a 37°C, se observé un desplazamiento de la banda negativa a 220 nm y la aparicion de

13 A, Ostuni et al, 'Molecular and supramolecular structural studies on human tropoelastin sequences'
(2007) 93(10) Biophys J 3640.

% A, Aubry, M. T. Cung y M. Marraud, ".beta.l and .beta.ll-turn conformations in model dipeptides with
the Pro-Xaa sequences' (Pt American Chemical Society) (1985) 107(25) Journal of the American Chemical
Society 7640.

%55, K. Brahmachari et al, 'Proline-containing B-turns in peptides and proteins. Il. Physicochemical studies
on tripeptides with the Pro-Gly sequence' (Pt Wiley Subscription Services, Inc., A Wiley Company) (1982)
21(6) Biopolymers 1107.

% G. D. Rose, L. M. Glerasch y J. A. Smith, 'Turns in Peptides and Proteins' in John T. Edsall C.B.
Anfinsen and M. Richards Frederic (eds), Advances in Protein Chemistry (Academic Press, 1985) vol Volume
37, 1-109.
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una banda positiva a 195 nm, indicando la existencia de un tipo de estructura mas plegada,
posiblemente del tipo f.

Para confirmar la existencia de un equilibrio conformacional PPIl/estructura B, se decidi6 estudiar
la respuesta al sistema en presencia de agentes como guanidinio y trifluoretanol. El guanidinio es un
agente caotropico, por lo que es capaz de romper enlaces de puente hidrégeno. Dichos enlaces no se
encuentran en la estructura del tipo PPII, por lo que esta estructura se favorecerse ™ Por otro lado el
TFE es un co-solvente, que promueve la formacién de puentes hidrogenos intracatenarios """,

favoreciendo asi la formacion de estructuras méas ordenadas y plegadas, tales como hélices y
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Figura 31. Espectro de CD del péptido 33-mer disuelto en distintos agentes. (A) Soluciones 197 uM y 613uM
disueltas en cloruro de guanidinio 8M. B) Solucién 416 uM a 5 °C disuelta en 0 (m), 5 (), 20 (0) y 46 % (®) de
TFE.

Al disolverse el péptido en cloruro de guanidinio 8M a concentraciones 197 uM y 613uM, se
observo la aparicién de la banda positiva a 228 nm, confirmando la existencia de un tipo de estructura
del tipo PPII a las dos concentraciones de trabajo.> Por otro lado, al utilizar TFE se observé que

cuando se llega a un 46% de TFE se detecta un corrimiento de la banda hacia el rojo de la banda

Y7 D. Roccatano et al, 'Mechanism by which 2,2,2-trifluoroethanol/water mixtures stabilize secondary-
structure formation in peptides: A molecular dynamics study' (2002) 99(19) Proceedings of the National
Academy of Sciences 12179.

8 £ D. Sonnichsen et al, 'Effect of trifluoroethanol on protein secondary structure: an NMR and CD study
using a synthetic actin peptide' (Pt American Chemical Society) (1992) 31(37) Biochemistry 8790.

9 N. Floquet et al, ‘Structure and modeling studies of the carboxy-terminus region of human tropoelastin’
(2005) 24(4) Matrix Biol 271.
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presente a 210 nm a 220 nm, con la aparicion de un banda positiva a 195 nm, lo cual indica la
formacion de una estructura mas plegada, tipo B. También se la existencia de una banda negativa en
230 nm fue detectada, que puede haberse generado por un arreglo de las tirosinas presentes junto con
el incremento de la estructura del tipo p**°.

Estos experimentos muestran que el péptido 33-mer se encuentra en dos equilibrios
conformacionales, uno a baja concentracion (< 197 uM) correspondiente a un equilibrio random-PPII
y otro a mayores concentraciones PPll-estructura B. Ademas del cambio conformacional, la

disminucién de las bandas es caracteristico de un proceso de auto-organizacion dependiente de la

concentracion.

4.1.4. Estudio del péptido 33-mer mediante técnicas bioinformaticas y de modelado
molecular.

Con el objetivo de obtener una mayor informacion a nivel molecular del péptido 33-mer se decidio
utilizar algunas técnicas bioinforméticas y de modelado molecular. Inicialmente, la utilizaciéon de

ProtParam *? brindd informacién de algunos parametros fisicoquimicos. Los resultados se presentan

en la tabla 8.
pl 552
Coeficiente de extincién Molar 4470 M “‘em™
Indice Alifatico 153.84
GRAVY -1.064

Tabla 8. Parametros mas importantes del péptido 33-mer predichos por el Prot Param

Considerando que el P.I. de 33-mer calculado por este programa es de 5.52, se podria predecir que
a pH 7.0, el péptido se encontraria ligeramente cargado negativamente. Ademas se determiné que el
mismo presentaba un coeficiente de extincion molar elevado, debido a la presencia de tres Tyr y dos

Phe.

180 E.A. Bienkiewicz, A. Y. M. Woody y R. W. Woody, 'Conformation of the RNA polymerase Il C-
terminal domain: circular dichroism of long and short fragments1' (2000) 297(1) Journal of Molecular Biology
1109.



Capitulo IV: Resultados y Discusion 85

Por otro lado, se determind el indice alifatico, que es el volumen relativo ocupado por las cadenas
aliféticas, para el caso de 33-mer, se utiliz6 la misma ecuacién utilizada para las moléculas de gliadina.
El valor obtenido fue elevado indicando que este péptido es termodinamicamente estable. También se
obtuvo el valor GRAVY ** el cual es un promedio del caracter hidrofilico/hidrofébico del péptido.
Como se describid en el caso de la gliadina, el péptido posee un caracter hidrofilico, debido a que este
valor GRAVY es negativo (-1.064), por lo que a pesar de poseer un elevado indice alifatico, la
presencia en su estructura primaria de glutaminas, hace que este péptido tenga un importante caracter
hidrofilico. En consecuencia se podria inferir que este péptido presenta una naturaleza anfifilica. ***

Por otro lado para visualizar la capacidad de auto-organizacién de 33-mer se construyé un modelo
por dindmica molecular. Para ello, teniendo en cuenta los experimentos de CD, se construyd un
modelo del péptido 33-mer en una estructura PPII, utilizando el software Abalone. A continuacion se
realizé una simulacion de dindmica molecular (MD) utilizando el software especializado GROMACS.
La dinamica del monémero fue obtenida en un tiempo de 5 ns y con un campo de Fuerzas PARSE
(Parameters for Solvation Energy). A partir del modelo resultante se determind la distribucién de las
cargas parciales (PCED), utilizando los algoritmos PDB2PQR y APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann
Solver), que utilizan la ecuacion de Poisson-Boltzmann. Una vez realizado esto para el monémero, se
realizé el mismo procedimiento para un dimero modelado de igual manera. Los resultados obtenidos

se presentan en la Figura 32.

Figura 32. A) Perfil electroestatico de la estructura del tipo PPII del péptido luego de realizar una simulacion de

dindmica molecular. Las cargas fueron asignadas utilizando un campo de fuerzas PARSE. Las zonas rojas
representan regiones de carga negativa, mientras que las azules, regiones de carga positiva. B) Modelo de un

posible dimero del péptido 33-mer estabilizado por complementariedad de cargas, luego de realizar una dinamica
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molecular. C) Corte transversal del dimero presentado en B). Las representaciones fueron realizadas usando
VMD.

Mediante MD se pudo establecer que en el tiempo analizado, el péptido 33-mer y su dimero eran
estables en una estructura del tipo PPII. Estos resultados se encuentran en concordancia con lo
observado previamente mediante CD y lo reportado para el fragmento PQPQLPY. %" Al realizar el
calculo PCED del mondmero, se pudo evidenciar que el péptido 33-mer posee una naturaleza
anfifilica, aunque no posee aminoacidos cargados. Esta caracteristica es muy importante ya que
normalmente las moléculas anfifilicas poseen una elevada capacidad de auto-organizarse en agua. **°
Al observar la distribucion de cargas del dimero se observa una disminucion de las cargas en algunas
regiones, debido a la complementariedad de cargas.

4.1.5. Visualizacién de los oligbmeros de 33-mer por microscopia electrénica en agua y en
buffer

4.1.5.1. Morfologia del péptido 33 mer en agua a pH 7.0.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se propone que el péptido es capaz de ensamblarse
formando oligbmeros. Para visualizar las caracteristicas de estos se utilizd técnicas de microscopia
electrénica TEM y SEM. A la concentraciones 613 uM, donde el equilibrio conformacional estaba
desplazado hacia las estructuras B.'®! Las muestras fueron preparadas depositando una alicuota del 33-
mer sobre un grid recubierto con Formvar y secado por capilaridad usando un papel de filtro para
TEM. Para SEM las muestras fueron depositadas sobre vidrio y se procedid a realizar un secado por
evaporacion a temperatura ambiente. En el caso de TEM la muestra fue metalizada con acetato de
uranilo y en SEM con oro.

Al observar al 33-mer mediante TEM se detectd la existencia de distintas arquitecturas tales como
nano-esferas, fibrillas y fibras que se asociaban. Estas morfologias se encontraban distribuidas en los

distintos campos inspeccionados.

181 M. S. Celej et al, 'Toxic prefibrillar alpha-synuclein amyloid oligomers adopt a distinctive antiparallel
beta-sheet structure' (2012) 443(3) Biochem J 719.
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Figura 33. Imagenes de TEM del péptido 33-mer en solucion acuosa, concentracion 613 uM. A) Se presenta un
campo con fibrillas, fibras y auto-asociacién de distintas fibras, junto con su evaluacion estadistica. B) Se
presenta un campo constituido por nanoesferas del péptido y una fibrilla aislada, junto con la distribucion de los

didmetros de las nano-esferas.

En los distintos campos, se pudo observar la existencia de distintas morfologias, algunas de ellas
presentaban nanoesferas junto a fibrillas aisladas. Las nanoesferas poseian un diametro medio de 25
nm £ 10 nm. Las fibrillas aisladas poseen un diametro de 28 +5 nm (Figura 33 B).

En otras regiones, se observo que la predominancia de fibrillas y fibras (Figura 33 A). En estas
secciones, se observo que las fibrillas eran las estructuras preponderantes con un didmetros medio de
58 nm + 6 nm. Estas tenderian a asociarse, produciendo un entramado de fibras ramificadas que
cubrieron un alto porcentaje del area estudiada. Es posible distinguir la existencia de dos poblaciones

de fibras, unas que tenian diametros de 200 nm+ 30 nm y otras de 400 + 70 nm. Estas estructuras de
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mayor orden se generarian a partir de asociaciones laterales de fibrillas. Tanto las fibrillas como las

fibras poseian longitudes variables que se encuentran entre 220 - 800nm.

Figura 34: Iméagenes TEM del péptido 33-mer en agua, presentdndose las distintas estructuras observadas desde
un grado de mayor a menor complejidad. A) Se observa la presencia de fibrillas interactuando de manera lateral
(marcado con flechas) unas con otras para generar fibras de mayor tamafio. B) Se distinguen las fibrillas con
respecto a las nanoesferas presentes en el fondo. C) Se observa un filamento y flechas indicando que el mismo

podria estar compuesto por nano-esferas. D) Se presentan un grupo de nanoesferas interactuando unas con otras.

En la Figura 34, se resumen las distintas estructuras observadas del péptido 33-mer en solucion
acuosa a 613 puM. En esta figura se han empleado mayores magnificaciones, permitiendo de esta
manera detectar, la composicion interna de las distintas morfologias observadas en la Figura 33. Es asi
que en la Figura 34 A se pudo observar las interacciones laterales entre fibrillas, que darian origen a
las fibras. Por otro lado, se podria inferir que las fibrillas se habrian generado por interaccion lateral de
nanoesferas y coalescencia de las mismas, tal como se observa en la Figura 34 B y C. Ademas se pudo

observar en detalle las nanoesferas del péptido (Figura 34 D).
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Por SEM se corroboraron los resultados obtenidos mediante TEM y debido a las caracteristicas de
esta microscopia, se pudo obtener imagenes con detalles topograficos de las estructuras presentes. Para
estas microscopias se seleccionaron las superficies de vidrio y mica. Ambas superficies presentan una
naturaleza hidrofilica y son ampliamente utilizadas en microscopia. *% **

El péptido 33-mer sobre una superficie de vidrio presenta una morfologia similar a la observada a
través de TEM (Figura 35). Mediante SEM, se distinguio la presencia de fibras y fibrillas, las cuales
presentaban diametros similares a los determinados en TEM. Al aumentar la magnificacién (Figura 35

C), se detecto la presencia de nanoesferas distribuidas al azar y asociaciones de las mismas. Ademas

fue posible observar que las fibrillas estaban constituidas de asociacion de las nano-esferas.

182 p_ R. Desjardins and Michael B. Barkley, 'Mica disc supports for particulate specimens for scanning
electron microscopy' (Pt Blackwell Publishing Ltd) (1973) 97(3) Journal of Microscopy 389.

183 M. A. Hayat, Principles and techniques of electron microscopy (University Press: Cambridge, 2000).
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péptido donde se encuentran fibrillas y fibras. Las imagenes B) y C) corresponden a acercamientos a las fibrillas,
donde se puede observar ademas la presencia de nanoesferas. D) Distribucion de los diametros de las fibras y

fibrillas observadas en A).

También se estudio la interaccion del péptido 33-mer con mica por TEM y SEM. En este caso, se
observo que este fragmento peptidico se auto-asociaba, generando estructuras fibrilares ramificadas,
con un orden espacial repetitivo. (Figura 36 A). Ademas fue posible observar la arquitectura interna de
las fibras (Figura 36 B), las cuales estan formadas por la interaccion de fibrillas, tal como se observo

en la figura 34 A (TEM).
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Figura 36. Imagenes de SEM del péptido 33-mer en solucion acuosa utilizando mica como superficie. En A) es
posible apreciar la auto-organizacion de este fragmento peptidico. En B). se puede observar la presencia de
nanoesferas, fibrillas , fibras y la constitucién interna de dichas fibras.

Por lo tanto, mediante esta combinacion de ME, haciendo uso de distintas superficies de
hidrofilicidad similar, fue posible determinar que el péptido 33-mer es capaz de auto-organizarse a la
concentracion 613 pM. En esta solucion, en la que se observaron cambios estructurales interesantes
mediante CD, se observd la presencia de diversos motivos, tales como nano-esferas, fibrillas, y fibras.
Estas dos Ultimas estructuras se encontrarian posiblemente formas por asociacion de las nano-esferas.

4.1.5.2. Morfologia del péptido 33 mer en Buffer (1 mM citrato de sodio, 1 mM borato de
sodio, 1 mM fosfato de sodio y 15 mM NaCl a pH 7.0).

Las muestras fueron preparadas de la misma manera que se describié en el apartado anterior. Al
realizar una microscopia TEM sobre un grid recubierto de Formvar, se observo que el péptido era
capaz de formar nanoesferas y asociaciones de las mismas. También se observd la presencia de

agregados del tipo amorfo, distribuidos de manera aleatoria (Figura 37).
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Figura 37. A) Imagen TEM del péptido 33-mer en buffer (LmM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM
fosfato de sodio y 15mM NaCl) a pH 7.0, observandose la presencia de nano-estructuras esféricas y agregados

amorfos. B) Distribucion de didmetros de las nano-estructuras esféricas observadas en la imagen A).

A través de un andlisis estadistico del diametro de las nano-esferas, se pudo detectar la existencia
de dos poblaciones, unas pequefias de 35 + 10 nm, otras de 66 + 10 nm. Estas Ultimas podrian haberse
generado por la asociacion de dos nanoesferas. Por otro lado, se observo la tendencia de las mismas de
disponerse de manera lineal en la superficie, en grupos de tres 0 mas nano-estructuras esféricas. Los
agregados amorfos observados podrian haberse generado por la interaccion de las nano-estructuras
esféricas, que en presencia de sales, darian lugar a este tipo de arquitectura. No obstante, hay que
destacar la posibilidad de que las mismas puedan ser un artefacto de la presencia de dichas sales.

En el caso de la microscopia SEM, la preparacion fue igual a la descripta en el apartado anterior.
La solucion del péptido 33-mer se depositd en una superficie de vidrio, se secé mediante evaporacion
y luego de la correspondiente metalizacion, se observo que éste se ensambla generando nanoesferas

(Figura 38). Estas son de caracteristicas similares a las observadas mediante TEM (Figura 38).



Capitulo IV: Resultados y Discusion 93

Figura 38. Imagen SEM del péptido 33-mer sobre vidrio, en la cual el péptido se asocia generando nanoesferas.

En este caso, no fue posible observar la presencia de agregados amorfos, posiblemente debido a la
diferencia en la preparacion de la muestra (ver Materiales y Métodos). El tamafio de las nano-
estructuras esféricas formadas no pudo ser determinado en estas microscopias debido a la escasa
resolucion de las imagenes obtenidas.

Considerando estos resultados, es posible establecer una primera hip6tesis para entender el proceso

de auto-organizacion de 33-mer. Esta se presenta en el Esquema 2.

........ » AGLOMERADOS
sales 4 @

» FILAMENTOS

Esquema 2. Hipotesis de la auto-organizacion del péptido 33-mer. El péptido 33-mer formaria dimeros y estos
se organizarian en oligébmeros. Estos oligbmeros podrian asociarse formando estructuras lineales como

filamentos y fibras en agua, mientras que en presencia de sales se forman agregados amorfos o aglomerados.
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Seccion |l

Caracterizacion de los oligomeros del
péptido 33-mevr

4.2.1. Introduccion

Los experimentos presentados en el capitulo anterior han permitido demostrar la existencia de los
oligbmeros de péptido 33-mer en equilibrio conformacional entre estructuras extendidas y
estructuradas. Ademas, se pudo demostrar que 33-mer tiene caracteristicas anfifilicas, lo cual es una
explicacion de la capacidad del 33-mer de auto-organizarse formando estructuras esféricas, las cuales
pueden asociarse y generar estructuras fibrilares o aglomerados en funcién del entorno.

En este apartado se presenta una evaluacion mas profunda de las caracteristicas estructurales y
morfologicas del péptido en solucion. Para ello se presentan experimentos de dispersion de Luz
Dinamica (DLS) utilizando un correlador 3D y espectroscopia de fluorescencia intrinseca de Tyr.
Ademas, para poder establecer el tipo de estructura § y corroborar los cambios conformacionales
detectados previamente por CD, se utilizd de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier -
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR).

4.2.2. Evaluacion del 33-mer en solucion mediante DLS- Correlacion 3D.

La técnica de DLS es una adecuada metodologia que permite detectar la presencia de agregados en
solucidn y determinar el tamafio de los mismos y asi, confirmar la presencia de oligdmeros de 33-mer
en solucion. La correlacion cruzada 3D es una técnica que suprime la dispersion maltiple, y la hace
muy Util en el caso de soluciones concentradas o turbias, por lo que es una extension de las técnicas

clasicas de dispersion de la luz. ** 1%

184 C. Urban y P. Schurtenberger, 'Characterization of Turbid Colloidal Suspensions Using Light Scattering
Techniques Combined with Cross-Correlation Methods' (1998) 207(1) Journal of Colloid and Interface
Science 150.



Capitulo IV: Resultados y Discusion 95

Las muestras del péptido 33-mer fueron preparadas y continuacion se filtraron (filtro de cut-off 200
nm, baja retencion de proteina) bajo una campana de flujo laminar. Este procesamiento se realiz6 para
evitar la presencia de particulas exdgenas que pudieran interferir en la medicién, generando sefiales
espurias. Por otro lado, antes de realizar las medidas, se permitio que las muestras llegue al equilibrio
durante un tiempo de 1 h a 20°C y posteriormente se realizaron las mediciones. En estas condiciones,
a concentraciones menores de 125 uM las muestras presentaban una baja dispersion, por lo que se
trabajo por encima de esa concentracion. (Ver Materiales y Métodos). Se eligieron las concentraciones
de péptido de: 125, 250 y 610 uM. El péptido 33-mer presentd una cinética de auto-ensamblado
rapida, con la presencia de estructuras meta-estables solubles en todo el rango de concentraciones.
Esto produce que la distribucion obtenida sea multimodal o polidispersa. En estos casos es necesario
utilizar un método de regularizacion para analizar los resultados de DLS obtenidos. ** Existen varios
métodos de regularizacion, que difieren en el algoritmo matematico utilizado. En este caso, se utilizd
el método de CONTIN ', que emplea la inversa de la transformada de Laplace. A partir de este
algoritmo, se obtiene una distribucién ponderada de las velocidades de relajacion que pueden ser
convertidas en los correspondientes radios hidrodinamicos de las estructuras presentes (Ver Materiales
y Métodos). CONTIN proporciona todos los momentos relevantes para diferenciar los picos en la
funcién obtenida, permitiendo calcular el valor promedio de cada pico (0 modo de relajacion) y su
correspondiente desviacion estandar. Debido a la polidispersidad del péptido 33-mer, para la discusion
de los resultados obtenidos, se realizo una clasificacion de estos en tres categorias: < 100, 100-1000 y
> de 1000 nm (Figura 39). Comportamientos similares se obtuvieron para sistemas peptidicos que se

auto-organizan, con diferentes morfologias globulares. #8'%1% Ademés en sistemas amiloides, en

185 C. Moitzi et al, 'The pH induced sol-gel transition in skim milk revisited. A detailed study using time-
resolved light and x-ray scattering experiments' (2010/08/31) (2011) 27(6) Langmuir 2195.

186 A, Lomakin, D. B. Teplow y G. B. Benedek, 'Quasielastic light scattering for protein assembly studies'
(2005) 299 Methods Mol Biol 153.

187 5.W. Provencher, 'CONTIN: A general purpose constrained regularization program for inverting noisy
linear algebraic and integral equations' (1982) 27(3) Computer Physics Communications 229.

188 T.S. Khire et al, 'The fractal self-assembly of the silk protein sericin' (Pt The Royal Society of
Chemistry) (2010) 6(9) Soft Matter 2066.
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condiciones fisioldgicas, se ha observado una elevada polidispersidad, la cual puede ser explicada
considerando la formacion de oligémeros meta-estables en solucion.™*

Teniendo en cuenta que la intensidad de la dispersion de Rayleigh es directamente proporcional a r°
(siendo r el radio de la molécula), por lo que las particulas de mayor tamafio no permiten detectar a las
mas pequefias. EI volumen o distribucién de ndmero de particulas ponderado podria ser obtenido
utilizando una funcién diferente. *** Sin embargo, este tipo de anélisis se encuentra mas alla de los
objetivos de trabajo y los valores de Intensidad relativa obtenidos dan informacion acerca de la

composicion del sistema.

8T, R. Serio et al, 'Nucleated Conformational Conversion and the Replication of Conformational
Information by a Prion Determinant' (2000) 289(5483) Science 1317.

190 ¢ Du et al, 'Supramolecular assembly of amelogenin nanospheres into birefringent microribbons' (2005)
307(5714) ibid.1450.

1 D, B. Teplow, 'Preparation of Amyloid B-Protein for Structural and Functional Studies' in Kheterpal
Indu and Wetzel Ronald (eds), Methods in Enzymology (Academic Press, 2006) vol Volume 413, 20-33.

192 T, Hellweg et al, 'Interaction of short DNA fragments with the cationic polyelectrolyte poly(ethylene
imine): a dynamic light scattering study' (2000) 163(1) Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects 71.
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Figura 39. Distribucién de tamafios del péptido 33-mer en agua a diferentes concentraciones: A) 125 uM, B)

250 uM y C) 610 puM. Las distribuciones fueron obtenidas aplicando la inversa de la transformada de Laplace a
las funciones de correlacion obtenidas mediante las medidas de Dispersion de Luz Dindmica.
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Como se comentd anteriormente, las muestras fueron filtradas, por lo que se esperaba detectar
particulas que tuvieran un tamafio menor a 200 nm, al limite del filtro utilizado. Sin embargo, en todas
las concentraciones se detectaron particulas de menor y mayor tamafio. Esto sugiere que las particulas
pequefias interactian entre si produciendo particulas mayores, por lo que ambas poblaciones se
encuentran en un equilibrio, posiblemente determinado mediante la ley de accién de masas. *** Cuando
se incremento la concentracion, se observd un aumento de la intensidad relativa de las poblaciones que
se encontraban por debajo de 100 nm, mientras que las otras dos poblaciones (100 - 1000 nm y > a
1000 nm) decrecian, posiblemente porque quedaron retenidos en el filtro. Ademas, al comparar el
radio hidrodinamico de las dos poblaciones de menos de 100 nm, se observé que al aumentar la
concentracién desde 125 a 610 uM, los radios hidrodindmicos decrecen desde 46 + 7 a 10 £+ 3 nmy
desde 90 + 9 a 75 £ 8 nm (Figura 39). Este comportamiento sugiere que existe una interaccion
dindmica de las particulas pequefias y mas grandes. A bajas concentraciones, las particulas pequefias
se asocian entre si para generar otras de mayor tamafio. Sin embargo cuando la concentracion es
mayor, las particulas mas grandes formadas, actuarian como nuevo centros de nucleacion que limitaria
la interaccion entre las pequefias entre si. Ademas es importante considerar que luego del proceso de
filtracion, cada muestra presentd una cinética de formacién de los agregados mayores distinto, siendo
la concentracién 610 puM, la que presento el equilibrio mas lento. Los cambios en la distribucién de
tamafios e intensidades de las diferentes poblaciones observadas, fue descripto previamente en la
fibrilogénesis proteica. En general, durante este proceso, los agregados pueden precipitar,
fragmentarse o0 reorganizarse en nuevas estructuras auto-ensambladas, cambiando la distribucién de

las especies agregadas en solucién.*®*

193 7.-J. Tan et al, 'Influence of particle size on diffusion-limited aggregation' (Pt American Physical
Society) (1999) 60(5) Physical Review E 6202.

194 A. K. Buell, C. M. Dobson 'y T. P. Knowles, ‘The physical chemistry of the amyloid phenomenon:
thermodynamics and kinetics of filamentous protein aggregation' (2014) 56 Essays Biochem 11.
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Figura 40. Distribucion de tamafos del péptido 33-mer en la concentraciéon 250 uM en 10 mM citrato sodio, 10
mM borato sodio, 10 mM fosfato sodio, y 150 mM NaCl, pH 7. Las distribuciones fueron obtenidas aplicando la
inversa de la transformada de Laplace a las funciones de correlacion obtenidas mediante las medidas de

Dispersion de Luz Dindmica.

Para estudiar la influencia de interacciones electroestaticas en la auto-organizacion del péptido 33-
mer se decidié utilizar una condicién de elevada fuerza ionica. Para ello se eligi6é la concentracion
peptidica de 250 UM en el buffer 10 mM citrato de sodio, 10 mM borato de sodio, 10 mM fosfato de
sodio y 150 mM NaCl (buffer utilizado anteriormente concentrado 10 veces). La fuerza ionica final
del sistema fue de 180 mM. En este caso se pudo observar la predominancia de las tres poblaciones de
particulas, de manera similar a la observada en agua. Esto indicaria que la interaccion de estos entre si
no estaria influenciada por fuerzas electroestaticas, ya que el comportamiento del péptido es similar en

condiciones de baja y alta fuerza ionica.

125 uM en agua 46 £7
962 +178

90+9

250 uM en agua 17+1
448+60 2784+866

7518
250 UM en buffer 68+ 9 424 87 1413 + 452
610 uM en agua 10+3 889+125 2437 £ 345

Tabla 9. Radios promedios de las estructuras solubles del péptido 33-mer en diferentes condiciones: agua y
Buffer concentrado 10 veces (10 mM citrato de sodio, borato de sodio, fosfato de sodio, y 150 mM NaCl, pH 7).
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Estos resultados permiten hipotetizar que el péptido es capaz de auto-organizarse en agua.
Probablemente las interacciones del tipo hidrofébico y los puentes de hidrégeno que pueden establecer
los residuos de glutamina, sean las principales fuerzas que gobiernan el proceso auto-organizacion del
33-mer. Teniendo en cuenta las caracteristicas anfifilicas del péptido, se puede hipotetizar que el
mismo podria organizarse en forma de micelas, las cuales tendrian dominios disponibles para
favorecer la interaccion entre ellas. Estructuras del tipo micelar han sido detectadas en la fibrilogénesis
del péptido B-amiloide, considerandose las mismas como precursoras. *** La elevada polidispersidad
del sistema y su comportamiento dindmico podria ser podria favorecer el formacion de

superestructuras en condiciones fisioldgicas en funcion del entorno ***%

, esto ha sido previamente
observado en sistemas como el péptido p-amiloide **" y otras proteinas auto-organizadas como la af-

cristalina. ¥’

: oo 8 O
D AN A

Esquema 3. Representacion de la hipétesis propuesta del auto-ensamblado del péptido 33-mer que lleva a la
formacion de las tres poblaciones detectadas mediante DLS-Correlacion 3D. Se hipotetiza que aunque no sean
detectadas mediante técnicas espectroscépicas, estructuras pre-micelares se encontrarian en solucion a

concentraciones menores de 125 uM.

4.2.3. Evaluacion de la estructura secundaria de los oligomeros de 33-mer a través ATR-
FTIR.

El estudio microscépico de proteinas se caracteriza por disponer a las mismas sobre una superficie,
en la cual se adsorben e interactian. Por esto, se llevaron a cabo experimentos de espectroscopia

infrarroja con transformada de Fourier -reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), en donde la estructura

1% A. Lomakin et al, 'On the nucleation and growth of amyloid beta-protein fibrils: detection of nuclei and
quantitation of rate constants' (1996) 93(3) Proc Natl Acad Sci U S A 1125.

1% D. M. Walsh et al, 'Amyloid beta-protein fibrillogenesis. Detection of a protofibrillar intermediate’
(1997) 272(35) J Biol Chem 22364.

7 A J. Baldwin et al, 'The Polydispersity of aB-Crystallin Is Rationalized by an Interconverting
Polyhedral Architecture' (2011) 19(12) Structure 1855.
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secundaria de los oligémeros de 33-mer puede ser evaluada. '*® Esta técnica posee similitudes
operacionales con las técnicas microscopicas, en las cuales se incluye la deposicion de la muestra
sobre una superficie de un cristal de Germanio (hidrofilico) y el secado de la misma.™*® Por otro lado,
es mas sensible que el CD en el estudio de estructuras del tipo B y pueden ser facilmente identificadas
en la regién amida | debido a su elevado coeficiente de extincién molar. *® Teniendo en cuenta los
resultados previamente presentados en solucion, se decidié evaluar si existen cambios en estructura
secundaria péptido 33-mer, depositado en una superficie en funcidén de la concentracion. Para la

adquisicion de los espectros, se generaron films del péptido y se recolectaron los espectros

correspondientes.
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Figura 41. Espectro de ATR-FTIR Normalizados de films del péptido 33-mer en la region Amida I. Las
concentraciones: (a) 50 uM; (b), 100 pM, (c) 200 pM, (d) 300 puM, (e) 600 uM. Imagen A) film formado bajo

19 K. Nakanishi, T. Sakiyama y K. Imamura, 'On the adsorption of proteins on solid surfaces, a common
but very complicated phenomenon' (2001) 91(3) Journal of Bioscience and Bioengineering 233.

%9 E. Goormaghtigh, V. Raussens y J. M. Ruysschaert, 'Attenuated total reflection infrared spectroscopy of
proteins and lipids in biological membranes' (1999) 1422(2) Biochim Biophys Acta 105.

20 R Sarroukh et al, 'ATR-FTIR: a "rejuvenated" tool to investigate amyloid proteins' (2013) 1828(10)
Biochim Biophys Acta 2328.
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flujo de nitrégeno y B) se observa su correspondiente deconvolucién. C) se observa el espectro de intercambio
de ?H,0. Cuando los films son formados bajo flujo de nitrégeno en presencia de *H,O y en (D) su
correspondiente deconvolucién. Para estos espectros, una linea de base entre 1729 and 1575 cm™* fue sustraida y
el espectro entre dicho rango fue rescaldado. Todos los espectros fueron corridos para una mejor visualizacion.
En este caso, se estudio las caracteristicas de los espectros en la region Amida I, que es la mas
empleada para el estudio conformacional de péptidos y proteinas. A la concentracion 50 M existen
dos picos de absorcion, uno a 1666 cm™y otro a 1633 cm™ (Fig. 41 Ay B) .El primero es caracteristico
de motivos desestructurados y del tipo PPII, la cual es una conformacion extendida y carece de la

formacion de puentes hidrogeno internos.*** El

segundo pico ubicado en esta region, es indicativo
de una estructura del tipo B, mas estructurada. 2>?** 2% |_a relacion entre las sefiales absorbancias entre
el pico en 1633/1666 cm™ (estructura B / relacion PPII) es de 0.82, indicando la existencia de una
mayor proporcion de la estructura del tipo desordenada/PPIl. A medida que la concentracion se
incrementa hasta llegar a 600 uM, se observa un desplazamiento de dichas banda, hasta llegar a los
valores de 1663 cm™, y 1629 cm™ correspondientes también a estructuras del tipo PPII y B,
respectivamente. 2°® Al comparar las relaciones de intensidad entre los picos 1629/1663 cm™, se
observa una relacion de intensidades de 1.18. Este cambio en las relaciones de estructura indicaria la
existencia de un equilibrio conformacional dependiente de la concentracion. En este caso, a bajas
concentraciones el péptido 33-mer presentaria una transicion desde una estructura desordenada a una
con mayor plegamiento, enriquecida en estructuras del tipo . Una caracteristica destacable es que

existe un corrimiento del pico 1633 cm™ band a 1629 cm™, que estarfa relacionado con la formacion

de estructuras del tipo f que forman parte de un ensamblado molecular altamente ordenado en un

201 M. Jackson y H. H. Mantsch, '‘Beware of proteins in DMSO' (1991) 1078ibid. 231.

202 \1. Martino et al, 'On the occurrence of polyproline Il structure in elastin' (2000) 519(1-3) Journal of
Molecular Structure 173.

203y Wang et al, 'Determination of the secondary structure of proteins in different environments by FTIR-
ATR spectroscopy and PLS regression' (2008) 89(11) Biopolymers 895.

204 A M. Tamburro et al, 'Supramolecular amyloid-like assembly of the polypeptide sequence coded by
exon 30 of human tropoelastin' (2005) 280(4) J Biol Chem 2682.

205 M. Jackson y H. H. Mantsch, ‘The Use and Misuse of FTIR Spectroscopy in the Determination of
Protein Structure' (1995) 30(2) Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 95.

206 B Bochicchio et al, '‘Amyloidogenesis of proteolytic fragments of human elastin’ (Pt The Royal Society
of Chemistry) (2013) 3(32) RSC Advances 13273.
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plano. Por otro lado, no se detectd el pico 1695 cm™, caracteristico de laminas B antiparalelas,
sugiriendo la existencia de estructura B paralela, similares a las observadas en enfermedades como
Parkinson y Alzheimer.?®

A continuacién, se adquirieron los espectros a las mismas concentraciones, en presencia de agua
deuterada y se realizd la correspondiente deconvolucién del espectro (Figuras 41 C y D). Se observd
en el rango de concentraciones estudiadas, la presencia de tres picos uno entre 1627 -1633 cm™, otro
en 1650 cm™, 1671 cm™. A la concentracion 50 pM, el primer pico se encontré en 1633 cm™, Sin
embargo cuando la concentracion llega a 600 UM, este se desplaz6 a 1625 cm™ La presencia de los
mismos y de este corrimiento, sugiere la existencia de estructuras del tipo p 2*?*%" La banda
observada a 1650 cm™ es caracteristica de estructuras del tipo alfa hélice. No obstante, el elevado
contenido de prolinas que posee el péptido, hace que exista una restriccion conformacional para este
tipo de estructuras secundarias. En consecuencia, esta sefial es indicativa de una region
desestructurada. *®*® A su vez se observa un incremento de la relacion de intensidad entre los picos
ubicados en 1630/1671 cm™, que van desde 1.86 a 50 pM, hasta llegar a 2.78 a 600 uM. De esta
manera se confirma la existencia de un incremento de estructuras g, a medida que la concentracion
aumenta.”*

Teniendo en cuenta los resultados anteriores es posible hipotetizar que el péptido 33-mer se
encontraria en un equilibrio conformacional entre estructuras del tipo desordenadas /PPIl y B paralela.
En este equilibrio las estructuras del tipo P paralela se favorecen al aumentar la concentracion.

210211212213 Ete tipo de comportamiento ha sido observado previamente en distintos proteinas, tales

27 ). Kong y S. Yu, 'Fourier transform infrared spectroscopic analysis of protein secondary structures'
(2007) 39(8) Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 549.

208 M. Jackson, P. I. Haris y D. Chapman, 'Fourier transform infrared spectroscopic studies of Ca(2+)-
binding proteins' (1991) 30(40) Biochemistry 9681.

29 D, C. Lee et al, 'Second-derivative infrared spectroscopic studies of the secondary structures of
bacteriorhodopsin and Ca2+-ATPase' (1985) 24(16) ibid.4364.

219y N. Chirgadze y N. A. Nevskaya, 'Infrared spectra and resonance interaction of amide-I vibration of
the paraellel-chain pleated sheets' (1976) 15(4) Biopolymers 627.

211 B Goormaghtigh, V. Cabiaux y J. M. Ruysschaert, 'Determination of soluble and membrane protein
structure by Fourier transform infrared spectroscopy. I. Assignments and model compounds' (1994) 23 Subcell



Capitulo IV: Resultados y Discusion 104

como la proteina prion de Sup 35, derivada de levaduras, que posee una relacion P/desordenada,
dependiente del agregado que este forme, ya sea una fibra o un filamento. ?* El mismo tipo de
comportamiento se observé en la proteina amelogenina y el péptido sintético S4, que surge de la
protedlisis de la elastina por la metalorpoteinasa -12. Estos sufren un incremento de su estructura tipo

B paralela cuando pasa de monémero a una estructura del tipo fibrilar. **?*°

4.2.4. Evaluacion de los oligbmeros de 33-mer mediante fluorescencia intrinseca del

aminoacido Tirosina:

El péptido 33-mer posee en su estructura primaria tres aminoacidos tirosina, pudiendo utilizar este
aminodcido para experimentos de fluorescencia intrinseca. La tirosina posee la capacidad de emitir
fluorescencia debido a que en su estructura se encuentra un grupo fenol. Asi, existen dos momentos de
transicion electrénica que dan lugar a la absorcién de radiacién. La absorcion mayor, que se produce
es a 223 nm, debido a la transicién 'L, mientras que la de menor energia se debe a la 'Ly, la cual
produce un pico de absorcién a 277 nm. Ambas transiciones se representan en la figura 42. La
fluorescencia se genera cuando el aminoacido pasa desde el menor nivel vibracional de su estado
excitado a su estado fundamental, lo cual produce una emisidén cuyo maximo se encuentra centrado en
303 nm en soluciones acuosas. Cuando el grupo hidroxilo se ioniza, el maximo de emision se desplaza
a 340 nm. Esta ionizacion incluso puede ocurrir en el estado excitado. ?*” Si bien su eficiencia cuantica

es menor a la del Triptéfano y no presenta una elevada sensibilidad a la polaridad del ambiente, **2

Biochem 329.

2123 Kubelka y T. A. Keiderling, 'The Anomalous Infrared Amide | Intensity Distribution in 13C
Isotopically Labeled Peptide B-Sheets Comes from Extended, Multiple-Stranded Structures. An ab Initio Study’'
(Pt American Chemical Society) (2001) 123(25) Journal of the American Chemical Society 6142.

213 3. S. Richardson, 'The Anatomy and Taxonomy of Protein Structure' in John T. Edsall C.B. Anfinsen
and M. Richards Frederic (eds), Advances in Protein Chemistry (Academic Press, 1981) vol Volume 34, 167-
339.

245 Hess, S. L. Lindquist y T. Scheibel, 'Alternative assembly pathways of the amyloidogenic yeast prion
determinant Sup35-NM' (2007) 8(12) EMBO Rep 1196.

25 3. Dandurand et al, ‘Conformational and thermal characterization of a synthetic peptidic fragment
inspired from human tropoelastin: Signature of the amyloid fibers' (2014) 62(2) Pathol Biol (Paris) 100.

216 £ Beniash, J. P. Simmer y H. C. Margolis, 'Structural changes in amelogenin upon self-assembly and
mineral interactions' (2012) 91(10) J Dent Res 967.

217 3. B. Alexander Ross et al, 'Tyrosine Fluorescence and Phosphorescence from Proteins and Polypeptides'
in JosephR Lakowicz (ed), Topics in Fluorescence Spectroscopy (Springer US, 2002) vol 3, 1-64.
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este ha sido utilizado para estudiar procesos de asociacion de proteinas péptido B-amiloide.”® Para
obtener informacidn relevante es necesario hacer uso de las técnicas de anisotropia y fluorescencia

resuelta en el tiempo, sin interferir en la naturaleza quimica de la molécula peptidica.

OH

Figura 42. Momentos de transicion electrénica de la absorcion.

En este trabajo doctoral, se decidié evaluar las propiedades de auto-organizacién del péptido 33-
mer en soluciones acuosas a 25°C en funcion de la concentracion. Para ello se utiliz la anisotropia del
estado estacionario y medidas de tiempo de vida. Teniendo en cuenta que el péptido 33-mer posee tres
Tyr y la diversidad de estructuras secundarias que puede formar en agua, la interpretacion de estos
resultados implica un desafio. Para simplificar el sistema, evaluaremos solo 33-mer en agua, ya que el
buffer empleado en los experimentos previos (CD, SEM y DLS) y en los citados en la bibliografia, *
contiene fosfato, el cual podria producir apagado de la fluorescencia de la tirosina.?*®

4.2.4.1. Determinacion de la anisotropia del péptido 33-mer.

La anisotropia es una magnitud que permite estudiar la movilidad angular que posee un fluoréforo,
en el tiempo que ocurre la absorcion de radiacion y la emision de fotones. Esta propiedad es
independiente del fluoréforo y de su intensidad de fluorescencia. EI desplazamiento angular que sufre
un fluoréforo en un determinado medio o solvente es dependiente de la difusion rotacional de la
molécula, por lo que este Gltimo parametro es dependiente de la viscosidad del medio y del tamafio y

forma de la molécula.'® Es asi que esta propiedad presenta una diversidad de aplicaciones, ya que

28 M. Amaro, D. J. Birch y O. J. Rolinski, 'Beta-amyloid oligomerisation monitored by intrinsic tyrosine
fluorescence' (2011) 13(14) Phys Chem Chem Phys 6434.

219 R F. Chen y P. F. Cohen, 'Quenching of tyrosine fluorescence in proteins by phosphate’ (1966) 114(3)
Arch Biochem Biophys 514.
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permite estudiar procesos de oligomerizacion #°, uniones proteina ligando #** y cambios en la fluidez
de la membrana, utilizando para ello fluoréforos como laurdan que detectan esta propiedad de las
membranas. %,

El fundamento de esta técnica se basa en que cuando una luz polarizada incide sobre un fluoréforo,
solo aquellas moléculas que posean sus dipolos de excitacion, aquellos que se producen en la molécula
al pasar a un estado excitado, paralelos a la radiacién podran absorber fotones. En consecuencia, se
genera una foto-seleccion de las moléculas. Si durante el periodo entre que se produce la absorcion y
la emision de fotones (es decir el tiempo de vida del fluoréforo), se produce un desplazamiento de la
molécula, la emisién ocurrira en un plano distinto. Debido a ello, la contribucion en ese plano, sera
menor, por lo que la molécula sufrié una despolarizacion. En cambio si no se produce un movimiento,
se dice que la muestra se encuentra polarizada. Teniendo en cuenta este fundamento, la determinacién
se realiza en un fluorémetro que posee polarizadores de excitacion y emision, registrandose la
radiacion cuando ambos polarizadores se encuentran en paralelo y dispuestos perpendiculares. A
continuacion se presenta la ecuacion general para el calculo de la anisotropia (Ecuacion 1). Para mas
detalles sobre la obtencion experimental de estos valores ver la seccién de Materiales y Métodos

correspondiente.

I”—IJ_
r=-—-—
Iy +21,

Ecuacion 1
Como se comentd anteriormente, el aminoacido tirosina no posee una elevada sensibilidad a
cambios en la polaridad del ambiente, sin embargo puede ser utilizada para estudiar procesos de

oligomerizacion/agregacion a través de mediciones de la anisotropia. Es asi que ésta se ha utilizado en

diversos estudios tales como en la evaluacion del efecto de sales sobre las histonas en la formacion de

220 B D. Hamman et al, 'Dimer/monomer equilibrium and domain separations of Escherichia coli ribosomal
protein L7/L12' (1996) 35(51) Biochemistry 16680.

221 A M. Rossi y C. W. Taylor, 'Analysis of protein-ligand interactions by fluorescence polarization' (2011)
6(3) Nat Protoc 365.

222 E. M. Harris, K. B. Best y J. D. Bell, 'Use of laurdan fluorescence intensity and polarization to
distinguish between changes in membrane fluidity and phospholipid order' (2002) 1565(1) Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes 123.
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los nuclesosomas **y en la agregacion del péptido amiloide de los islotes pancreéticos, el cual esta
relacionado con la Diabetes melitus tipo 11?2 Teniendo en cuenta estos trabajos, se decidi6 evaluar de
forma similar el proceso de oligomerizacién del péptido 33-mer, que posee tres residuos tirosina. Para
ello se realizaron mediciones de la anisotropia en funcién de la concentracion. Para realizar estas
mediciones, asumimos que el péptido se auto-organiza generando estructuras del tipo esféricas. Las
muestras fueron excitadas a 280 nm y la longitud de emisidon utilizada fue de 303 nm, a 25°C. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 43.
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Figura 43. Anisotropia de estado estacionario en funcion de la concentracion del péptido 33-mer de la proteina

alfa 2-gliadina desde 100 uM a 600 UM en agua.

Se observo un incremento de la anisotropia del sistema en funcion de la concentracién. Entre las
concentraciones 100 - 400 uM se observé un aumento de esta propiedad de manera casi lineal, desde
0.02 a 0.12 respectivamente. Esto indicaria que existe un mayor orden conformacional alrededor del
grupo fenol a medida que la concentracidn se incrementa, lo cual estaria asociado a la formacion de
distintas oligébmeros, lo cual se correlaciona con los cambios estructurales previamente observados
mediante CD. Entre 400 - 500 pM, la anisotropia presenta un valor constante, mientras que sufre un

ligero incremento a 600 UM (desde 0.12 a 0.14). Mediante las técnicas descriptas anteriormente, se

228 |, J. Libertini y E. W. Small, 'Salt induced transitions of chromatin core particles studied by tyrosine
fluorescence anisotropy' (1980) 8(16) Nucleic Acids Res 3517.

2245 B. Padrick y A. D. Miranker, 'Islet amyloid polypeptide: identification of long-range contacts and
local order on the fibrillogenesis pathway' (2001) 308(4) J Mol Biol 783.
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detectd que en este rango de concentraciones empezarian a formarse filamentos, lo cual probablemente
seria la causa de este incremento.

Estos resultados muestran que el péptido 33-mer es capaz de auto-organizarse a través de diferentes
estadios de agregacion en funcion de la concentracién, lo cual se encuentra en concordancia con lo
observado mediante DLS. Al aumentar la concentracion hasta 400 uM, se observé mediante CD que el
péptido es capaz de sufrir cambios conformacionales y auto-ensamblarse. Debido a ello es posible
explicar el incremento lineal de la anisotropia en esta region. Entre 400 y 500 UM no existe cambio
apreciable de la anisotropia, lo cual indicaria la presencia de particulas de gran tamafio, generadas por
un proceso de asociacion. Al llegar a 600 uM, se observo un pequefio cambio de la anisotropia, lo que
podria estar relacionado con el equilibrio conformacional detectada mediante CD y el equilibrio
dinamico entre oligbmeros pequefios y mayores, tal como se detectdé mediante DLS.

Al realizar un ajuste de la curva obtenida con la ecuacion de Hill, se puede observar gque este
proceso de agregacion posee una concentracion de oligomerizacion/agregacion critica en 273 pM (R?
= 0.98). Mediante CD, ATR-FTIR y UV-Vis, se observé que a concentracion cercanas a 200 pM
existe un cambio conformacional y a través de DLS, se detect6 la presencia de diversos tipos de
oligbmeros. Posiblemente a la concentracion de 273 uM, los oligdbmeros de 33-mer comiencen a
presentar una rigidez estructural debido al aumento el componente tipo 3 y esto es detectado por los
residuos Tyr.

4.2.4.2. Tiempo de vida del péptido 33-mer.

Cuando una solucion de un fluoréforo es iluminado con un pulso de radiacion de adecuada
longitud de onda, genera la excitacion de un grupo de fluor6foros. Las moléculas excitadas decaen a
su estado fundamental mediante procesos radiactivos y no-radiactivos. Este proceso se describe
mediante un decaimiento exponencial. El tiempo de vida es una constante T y corresponde al tiempo
de decaimiento caracteristico o promedio del tiempo de vida del estado excitado. Este es calculado
como el tiempo que es requerido para que la intensidad de fluorescencia caiga a un valor de 1/e del

valor inicial (Figura 44) .El tiempo de vida de la fluorescencia determina el tiempo que posee el
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fluoréforo para interactuar con el ambiente y determina un plazo para realizar la observacion del
fluoréforo para obtener informacion de fendmenos dinamicos.

La espectroscopia resuelta en el tiempo, permite obtener informacién detallada de la velocidad y la
cinética de procesos intra- e intermoleculares, brindando informacién de pardmetros estructurales asi
como la dinamica de proceso rapidos. Estas medidas pueden ser llevadas a cabo mediante las técnicas
de dominio temporal o dominio de frecuencia.'’® La empleada en este trabajo fue la de dominio
temporal. En esta se registra la variacién de fluorescencia en el tiempo luego de excitar la muestra con
un pulso de luz adecuado. EI método mas utilizado en este tipo de medidas es la de Tiempo de
Correlacion mediante Conteo de un Solo Foton (TCSPP). Esta se basa en que luego de la excitacion
con un pulso de luz, la probabilidad de detectar un foton al tiempo t es proporcional a la intensidad de
fluorescencia a ese dado tiempo. Por lo tanto registrando en un largo tiempo un ndmero grande de
fotones, que se obtienen luego de la excitacion con varios pulsos de luz, es posible reconstruir las
curvas de decaimiento. Este método permite una elevada resolucion temporal, con una elevada
eficiencia, alta sensibilidad y con métodos estadisticos adecuados para su anélisis.”® Estos
decaimientos se ajustan mediante a funciones exponenciales (puede ser una sola o a varias). Para
determinar la bondad del ajuste se utiliza un método estadistico, que es método no lineal de minimos
cuadrados. La bondad del ajuste se determina con el valor de %2, Si este es cercano a 1, el ajuste

describe adecuadamente la curva experimental. '*°

225 \\. Becker, Advanced Time-Correlated Single Photon Counting Techniques (Srpinger-Verlag, 2005).
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Figura 44. Gréafico representando el decaimiento de la intensidad de un fluoréforo en funcion del tiempo.

El aminoé&cido tirosina en solucién presenta un tiempo de vida media entre 3.38-3.76 ns, el cual
puede ser descripto mediante una curva de decaimiento mono-exponencial. *® Sin embargo, cuando a
este se le adiciona un grupo amina, para generar el N-Acetil Tirosinamina, el ambiente del fenol sufre
un cambio, produciendo un decaimiento multi-exponencial. Unruh et al han demostrado que péptidos
pequefios de tres a cinco aminoécidos presentan decaimientos complejos, con caracteristicas no-mono-
exponenciales. %’ Este comportamiento complejo puede ser explicado si se considera que el enlace C,-
Cg que posee el aminoacido tirosina, posee libre rotacion. Esto genera la existencia de tres rotameros
mas importantes y'=- 60°, y'= 180°, x'= 60°, tal como se presenta en la figura 45. ?***°Cada rotamero
presenta un micro-ambiente diferente y posiciona al grupo fenol a distancias distintas de grupos que
apagan la fluorescencia, como los grupos amino del enlace peptidico.”***'Como el decaimiento es

dependiente del entorno local del fenol, cada rotdmero posee un tiempo de vida caracteristico, que se

226 J.R Lakowicz, Toppics in Fluorescence Spectroscopy (Springer 1992) vol 3.

27 3. R. Unruh, M. R. Liyanage y C. K. Johnson, 'Tyrosyl rotamer interconversion rates and the
fluorescence decays of N-acetyltyrosinamide and short tyrosyl peptides' (2007) 111(19) J Phys Chem B 5494.

28 \W. R. Laws et al, ‘Time-resolved fluorescence and 1H NMR studies of tyrosine and tyrosine analogues:
correlation of NMR-determined rotamer populations and fluorescence kinetics' (1986) 25(3) Biochemistry 599.

229 3. B. Ross et al, 'Time-resolved fluorescence and 1H NMR studies of tyrosyl residues in oxytocin and
small peptides: correlation of NMR-determined conformations of tyrosyl residues and fluorescence decay
kinetics'ibid. 607.

0 M. Noronha et al, 'Intramolecular Fluorescence Quenching of Tyrosine by the Peptide a-Carbonyl
Group Revisited' (Pt American Chemical Society) (2004) 108(12) The Journal of Physical Chemistry A 2155.

21 \W. Wiczk et al, 'Mechanism of fluorescence quenching of tyrosine derivatives by amide group' (2001)
341(1-2) Chemical Physics Letters 99.
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encuentra determinado por las interacciones locales con los residuos cercanos en la estructura
tridimensional. *® Estos rotdmeros pueden ser estudiados para determinar el proceso de auto-

organizacion de una proteina.

*'=+60"
gauche(-) trans gauche(+)

*'=-60 %'=180"

Figura 45. Rotdmeros de la tirosina alrededor del enlace Ca-CB. Se observa un posible apagado de la
fluorescencia por el grupo carbonilo al menos en la conformacion gauche (-). (Extraido de Unruh et al, J Phys
Chem B, 2007)

Como se coment6 anteriormente, el péptido 33-mer posee tres tirosinas en su secuencia primaria,
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF. Las mismas se encuentran ubicadas en la region
repetida de este péptido. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, es posible hipotetizar y simplificar el
modelo considerando que el comportamiento foto-fisico de los tres residuos es idéntico en este
sistema. Es asi que los cambios en los tiempos de vida o en las contribuciones de cada uno de ellos, se
deberia a modificaciones en el entorno de los rotameros de estos aminodcidos, causados por un
proceso de oligomerizacion en solucion. De esta manera es posible obtener informacion del proceso de
auto-asociacion del péptido de manera no invasiva.

Cuando el péptido 33-mer se encuentra en solucién acuosa, se puede determinar la existencia de
tres tiempos de vida. (11, 12, T3), cada uno es asignado a un rotdmero caracteristico, tal como se observo
para el péptido B-amiloide.”’En la figura 46 A se observan los tiempos de vida obtenidos en las
concentraciones desde 100 UM a 600 uM. También la contribucion de cada tiempo de vida es

presentado en la figura 46 B.

%20, J. Rolinski, M. Amaro y D. J. S. Birch, 'Early detection of amyloid aggregation using intrinsic
fluorescence' (2010) 25(10) Biosensors and Bioelectronics 2249.
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determinado bajo un modelo tres exponenciales: A) Tiempos de vida, t; (m), 7, (®) vy 13 (A) y B) fraccién de

intensidad de los tres tiempos observados f; (m), f;(e) y f3(4).

En este caso se observo que desde la concentracion 100 a 600 uM se producia un incremento

notable de los tres tiempos de vida, especialmente de t; que pasa desde 3.86 a 7.3 ns. Estos cambios

pronunciados serian producto de un proceso de oligomerizacién y agregacion, debido a que moléculas

del solvente podrian ser reemplazadas por otras del péptido a medida que la concentracion de péptido

se incrementa. Al observar la fraccion de contribucién de cada tiempo, se detectd que t; es el mayor

tiempo de vida y el que mas aumenta pero su contribucién permanece constante en el rango de

concentraciones analizadas. No obstante 13 era el que mas contribuy6, seguido por t, Pero luego 13

disminuy6 su contribucion desde aproximadamente 200 uM, mientras que t, comienzo a ser el mayor

contribuyente alrededor de esa concentracion.

100 3.86 0.13 1.00 | 0.29 001 | 051 | 1.06
200 5.09 0.19 1.24 | 0.30 0.03 | 0.58 | 0.98
300 6.09 0.15 133 | 052 020 | 033 | 0.99
400 6.3 0.19 1.66 | 0.69 040 | 0.12 | 1.05
500 6.4 0.19 1.66 | 0.69 043 | 012 | 0.95
600 7.3 0.17 167 | 0.71 046 | 0.12 | 1.02

Tabla 10. Pardmetros obtenidos mediante un ajuste multi-exponencial a cada concentracion y los valores y2 del

ajuste de cada ajuste.
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Para determinar cudl es la concentracién en la que se observa el mayor cambio en la contribucion
de la fluorescencia, se realizd un gréfico f, f3 tal como lo realizaron Rolinski et al. para estudiar la

agregacion temporal del péptido B amiloide. 282

u
-—
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Figura 47. Relacion entre las contribuciones de fluorescencia f, /f; en funcion de la concentracion del péptido

33-mer

En este caso se observé una variacion sigmoidea de la relacién f,/ f; Realizando una ajuste del tipo
Hill 1 con el software OriginLab, se pudo determinar que la concentracion en la cual se produce el
cambio de las contribuciones de cada de f, y f; es 323 + 6 nm (r’ = 0.99). Esto puede deberse a que a
dicha concentracion se produce un cambio estructural que lleva a una contribucion diferencial de los
rotdmeros debido a un cambio en la exposicién en el solvente. Los valores obtenidos para cada
concentracién se presentan en la Tabla 10. Los cambios observados podrian deberse a que a
concentraciones < a 323 pM se encontraban presentes oligdmeros en un proceso dinamico de
interaccién. A concentraciones > a 323 UM, se observé un mantenimiento de las contribuciones
aunque los valores de cada uno de los tiempos de vida aumentaban. Esto podria explicarse
considerando que a dichas concentraciones existe una estabilizacion de una estructura secundaria
especifica mientras que se continua observando un proceso de oligomerizacién/ agregacion dinamico.
Resultados similares fueron en funcién de la concentracion fueron encontrados para el péptido B-

amiloide.?®
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4.2.4.3. Evaluacion de los decaimientos de anisotropia del 33-mer.

La anisotropia resuelta en el tiempo permite determinar la velocidad a la cual una molécula
fluorescente se mueve en solucion, ya que el reordenamiento de una particula en solucién depende de
su tamafio. Es asi que las medidas de anisotropia resuelta en el tiempo permiten obtener informacion
sensible sobre la interaccion de fluoréforo con el solvente y moléculas entre si. ** La anisotropia
resuelta en el tiempo utilizando TCSPC se base en excitar a la muestra con pulsos de radiacion
polarizada. Como se comentd anteriormente en la anisotropia de estado estacionario, la probabilidad
de que las moléculas absorban radiacién depende de la orientacién de sus momentos electrénica de
transicion con respecto al plano de la luz polarizada incidente. Debido a ello, las moléculas son foto-
seleccionadas, si su eje de absorcion es paralelo al plano de la luz. La fluorescencia resultante se
encuentra polarizada dependiendo del grado de movilidad del fluor6foro desde el momento que se
produce la excitacion hasta que se produce la emision. Por lo tanto, midiendo el decaimiento de
anisotropia es posible determinar el movimiento rotacional de la molécula mediante el calculo del
tiempo de correlacion rotacional. ?* Cuanto mayor es el tamafio de la molécula, mayor es el tiempo
gue esta requiere para reordenarse en solucién y mayor es el tiempo de correlacién rotacional.

En general, se ha determinado que en la anisotropia resuelta en el tiempo de proteinas, si existe al
menos un tiempo de correlacién rotacional se debe a la rotacion de toda la molécula, siendo este
mayor a 1 ns. Si este es menor a 1ns, se puede considerar que el fluor6foro se encuentra moviéndose
independientemente de la proteina. ** Por otro lado, cuando se observa incremento del coeficiente
rotacional de una proteina puede estar relacionado con un proceso de estructuracion o aumento del
tamafio de la proteina, posiblemente debido a un proceso de oligomerizacion / agregacién, con

formacion de estructuras mayores y coeficientes rotacionales mayores. '* Teniendo en cuenta esto, se

3 D.M. Jamenson, Introduction to Fluorescence (2014).
24 D. Allsop et al, 'Fluorescence anisotropy: a method for early detection of Alzheimer beta-peptide
(Abeta) aggregation' (2001) 285(1) Biochem Biophys Res Commun 58.

25 T, M. Nordlund, X. Y. Liu y J. H. Sommer, 'Fluorescence polarization decay of tyrosine in lima bean
trypsin inhibitor' (1986) 83(23) Proc Natl Acad Sci U S A 8977.
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realizaron estudios de decaimiento de anisotropia de péptido 33-mer dependiente de la concentracion

en el rango comprendido entre 200 y 600 uM.
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Figura 48. A) Decaimientos de anisotropia del péptido 33-mer en agua de las concentraciones 200 UM (rojo),
400 uM (rosa) y 600 uM (azul). B). representacion de los tiempos de correlacion rotacional 6 obtenidos para

cada concentracion y la anisotropia en el tiempo inicial, donde no hay difusién rotacional (rq)

Los decaimientos de anisotropia observados fueron ajustados mediante una curva mono-
exponencial, por lo que se obtuvo un solo un tiempo de correlacion rotacional (0) para cada
concentracién. Sin embargo se esperaba obtener al menos dos tiempos de correlacion rotacional, uno
correspondiente al movimiento de los oligdbmeros, de mayor valor y otro correspondiente a los
aminoacidos tirosina, con un tiempo de correlacion pequefio, como se ha observado en diferentes
protefnas, como el Inhibidor Pancreético de Tripsina Bovino, que posee cuatro tirosinas.?*® Esto puede
atribuirse que en estas condiciones el ajuste utilizado no logré resolver el componente que presenta el
menor tiempo de correlacién. Este comportamiento podria explicarse considerando la posibilidad de la
existencia de transferencia no radiactiva existente entre las tirosinas presentes en el péptido. Esto
podria producirse si las tirosinas se encuentran cercanas entre si espacialmente en el oligémero. Este

proceso afecta a este tipo de medidas y pero no lo hace en la determinacion de los tiempos de vida. %

%6 ). R. Lakowicz, G. Laczko y I. Gryczynski, 'Picosecond resolution of tyrosine fluorescence and
anisotropy decays by 2-GHz frequency-domain fluorometry' (1987) 26(1) Biochemistry 82.

#7y. Yan y G. Marriott, 'Analysis of protein interactions using fluorescence technologies' (2003) 7(5)
Current Opinion in Chemical Biology 635.
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Por otro lado, es importante destacar que en la secuencia de este péptido, se observa que las tres
tirosinas estan presentes en la secuencia PYP. Estudios realizados por Haas demostraron que péptidos
pequefios, por ejemplo el tripéptido Y-P-N que contienen la secuencia P-Y, presentan una curva de
decaimiento mono-exponencial. Esto se explicd, teniendo en cuenta que ocurre un apagamiento
estatico producido por la rigidez de la prolina y la capacidad de generar isomerizacion cis/trans.
Considerando que en nuestro péptido existen dos prolinas unidas a cada tirosina, este efecto podria ser
mayor, induciendo a la inmovilizacién de las tirosinas. 2%

En procesos en los cuales existe la formacion de oligobmeros o agregados, se observa un incremento
del tiempo de correlacion rotacional.®® En este caso se observé que el valor obtenido es cercano a 1
ns, el cual es esperable para péptidos pequefios. A medida que la concentracion de proteina
aumentaba, tal como se presenta en la tabla 11, la variacion del tiempo de correlacién rotacional
aumentd ligeramente. Este comportamiento del tiempo de correlacion rotacional puede atribuirse a que
en estas condiciones se detecta la movilidad de una de las moléculas del péptido y que las mismas se
encuentran en un equilibrio dindmico entre si, tal como se observé mediante la técnica de Dispersién

de Luz Dinamica-Correlacion 3D, detectandose una sola contribucion promedio (Figura 39 y Tabla 9).

Concentration 0 [ns] Ro
[uM]
200 1.01 0.072
300 1.51 0.1
400 1.40 0.114
500 1.20 0.117
600 1.36 0.124

Tabla 11. Parametros obtenidos a partir de un ajuste mono-exponencial de los decaimientos de anisotropia,

siendo 0 el tiempo de correlacion rotacional y Ry la anisotropia al tiempo inicial.

28 E. Haas et al, 'Local structure in a tryptic fragment of performic acid oxidized ribonuclease A
corresponding to a proposed polypeptide chain-folding initiation site detected by tyrosine fluorescence lifetime
and proton magnetic resonance measurements' (1987) 26(6) Biochemistry 1672.
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Mediante esta técnica se determind el valor de Ro, el cual corresponde a la anisotropia antes de
gue se produzca la rotacion de la molécula. Al estudiar la anisotropia (Ry) se observd el mismo
comportamiento que la de estado estacionario, obteniéndose una curva de variacion sigmoidea. La
misma fue ajustada mediante una ecuacion de Hill, determinandose que la concentracién a la que se
observa un cambio notable de R, es 183 uM + 5.5 uM (r? = 0.99). Esta concentracion coincide con la
observada a través de CD, en la que se observd un cambio conformacional desde una estructura
desordenada a PPII. Sin embargo la anisotropia al infinito a todas las concentraciones dio un valor
cercano a cero, aunque se esperaria que este valor fuera mayor debido a un proceso de
oligomerizacion. Esto se ha observado en péptidos cuyos oligdmeros poseen un peso molecular menor
a 50 Kda.'® Este comportamiento podria explicarse considerando que las moléculas del péptido se

encuentran en un equilibrio dindmico en solucién.

Teniendo en cuenta estos resultados se propone realizar en estudios posteriores en los cuales el
péptido se encuentre marcado con una sonda fluorométrica adecuada como pireno, dansyl o
isotiocianato de fluoresceina y monitorear mediante fluorescencia de estado estacionario y resuelta en

el tiempo el proceso de oligomerizacion del péptido 33-mer.
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Seccion 1

Flucidacion del mecanismo de auto-
organizacion del péptido 33-mer en la
interfase aire/mica mediante Microscopia
de TFuerza Atomica.

4.3.1. Introduccion:

La microscopia de fuerza atdbmica se basa en utilizar una sonda que se mueve sobre la superficie
de a muestra generando un mapa topografico de la misma. Esta sonda denominada cantilever, detecta
las fuerzas capilares, electrostaticas, de Van der Waals y friccionales que se establecen con la
muestra. Este sistema se encuentra constituido por el cantilever, que puede encontrarse inmavil u
oscilar, transductores piezoeléctricos (scanners), transductores de fuerza y el control de
retroalimentacion. EI scanner mueve la punta respecto de la superficie o viceversa (dependiendo del
modelo del equipo) en los tres ejes, mientras que el transductor de fuerza detecta el cambio de
fuerzas que se establecen entre la punta y la muestra a medida que se recorre la muestra. EI control
de retroalimentacion reenvia la sefial al piezoeléctrico para mantener la fuerza fija entre la punta y la
muestra y de esa manera poder obtener la imagen. La mayoria de los AFMs modernos utilizan un
sistema de deflexion de rayo laser, donde el laser es reflectado desde un cantilever reflectivo hacia
un foto-detector sensible a la posicion (Foto-detector de fotodiodo de cuatro cuadrantes) (Figura 49).
El camino éptico entre el cantilever y el fotodetector produce una amplificacion mecanica de la sefial
del laser y, como consecuencia, el sistema llega a detectar los movimientos verticales de la punta con

una precision inferior a un Angstrom.?*

239 Peter.; West Eaton, Paul. , Atomic Force Microscopy ,Oxford University Press, (2010).
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Figura 49. Esquema basico de un AFM y de su sistema de deflexion de laser.

Este sistema ha sido ampliamente utilizado en el estudio de procesos de oligomerizacién
agregacion de proteinas, ya que permite evaluar este proceso sin dafiar a la muestra, estudiando a la
misma en medios hidratados y permite realizar el seguimiento de la muestra en funcion del tiempo.
0Es asi que este sistema ha sido empleado en el estudio de sistemas auto-agregables como el

241y |a alfa-sinucleina.®*

péptido B.-amiloide

En base a los resultados estructurales y microscopicos, presentados en los apartados anteriores, se
decidid estudiar el proceso de oligomerizacién/agregacion del péptido 33-mer, en funcién de la
concentracion sobre mica. Para este estudio se decidio aplicar la técnica de microscopia de fuerza
atbmica o AFM. Esta metodologia fue seleccionada debido a que permite obtener una mejor
resolucion de las estructuras observadas, las mismas se encuentran en un estado hidratado y permite

obtener informacion topografica sin manipulaciéon quimica. La eleccién de la mica (un alumino-

silicato) se fundamenta en que este soporte es atdmicamente plano, brindando asi una adecuada

20 p C. Braga y D. Ricci, Atomic Force microscopy, Humana Press, (2004).

21 A, Parbhu et al, 'Imaging real-time aggregation of amyloid beta protein (1-42) by atomic force
microscopy' (2002) 23(7) Peptides 1265.

2], Fauerbach et al, 'Characterization of Alpha-Synuclein Early Aggregates by Atomic Force
Microscopy' (Pt Elsevier) 98(3) Biophysical Journal 253a. (2010)
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28 Ademas las

resolucion de muestras con escaso espesor, como son aquellas empleadas en biologia.
caracteristicas superficiales como la carga y su hidrofilicidad elevada, hacen que este posea
propiedades miméticas a las membranas biolégicas. 2*° Para este estudio se seleccionaron cuatro
concentraciones: 6, 60, 250 y 610 UM en medio acuoso. La eleccion de este medio se fundamenta en
evitar la presencia de sales y artefactos que pudieran dificultar la medicion, especialmente producir
dafios en el sensor del AFM. Todas las mediciones fueron llevadas a cabo en modo contacto. La
muestra fue preparada mediante deposicion de la misma sobre la superficie de mica y a continuacién
secado a temperatura ambiente bajo un ambiente de nitrégeno.
4.3.2. Caracterizacion de los oligbmeros de 33-mer a 6 pM.

Los datos de CD y de ATR-FTIR presentados, revelaron que el péptido presenta una estructura
desordenada a bajas concentraciones. Sin embargo no se ha podido visualizar la presencia de
agregados a estas concentraciones. Mediante AFM fue posible detectar la capacidad de 33-mer de
auto-organizarse a baja concentracion sobre una superficie mimética de una membrana biolégica,
como la mica.

A la concentracion 6 UM se observo la presencia de esferas discretas y clusters, ambos con altura

de 1.1 + 0.5nm (Figura 50)

3 H. G. Hansma y J. H. Hoh, 'Biomolecular imaging with the atomic force microscope' (1994) 23 Annu
Rev Biophys Biomol Struct 115.
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Figura 50. A). Imagen de AFM (modo contacto, 6 x 6 pm 2) del péptido 33-mer depositado en mica a partir de
una solucion acuosa a pH 7.0.B) Cortes por secciones de la imagen topogréafica A: mica (linea verde) y las
estructuras peptidicas adsorbidas ( lineas roja y azul ). C) Imagen 3D de la region marcada en la imagen A,
mostrando los oligdbmeros esféricos discretos. D) Distribucion de alturas del total de las estructuras detectadas
en la imagen A del péptido 33-mer.

El radio medio de las esferas discretas es de 6.40 + 0.72 nm. Este valor fue obtenido mediante las
ecuaciones propuestas por Pietrasanta et. al (ver Materiales y Métodos). Considerando los
oligdbmeros esféricos aislados, se estimé que 156 moléculas se encontraban formando las estructuras

més pequefias. Las arquitecturas tipo cluster son similares a los patrones fractales que han sido

1,7
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previamente descriptos en procesos de agregacion de coloides y péptidos, como agregacion limitada
por la difusion (DLA). ***** Para describir este tipo de estructuras se determina la Df . La dimensién
fractal para sistemas que se agregan mediante DLA, presentan un valor teérico cercano a 1.715 (sin
que existan interacciones del tipo dipolares). En este caso, al determinar la Df de los clusters del
péptido 33-mer, mediante el método de conteo en caja, se obtuvo un valor de 1.62 + 0.02. Este valor
menor puede deberse a un efecto de deplecion que se observa en sistemas reales, por lo que el valor
tedrico se aleja del valor ideal anteriormente presentado.?*® **’ Teniendo en cuenta que por técnicas
como DLS, no fueron detectados oligémeros por debajo de la concentracion 125 puM, es posible
hipotetizar que al depositar el péptido 33-mer, este queda confinado en un espacio bidimensional. El
incremento de concentracion sobre la superficie lleva a la nucleacién, generando pequefios agregados
esféricos. En un ambiente favorable, estas particulas pueden difundir mediante movimiento
Browniano sobre el sustrato y dar lugar a la formacién de clusters fractales. En este contexto, las
particulas individuales pueden ser consideradas como "semillas" o sitios de nucleacion para el

proceso de auto-organizacion.

4.3.3. Caracterizacion de los oligobmeros de 33-mer 60 uM.

A la concentracién 60 pM se observd un mayor cubrimiento de la superficie y la presencia de
diferentes estructuras cuaternarias. Estas estructuras se encontraban formadas por oligémeros
esféricos, dispuestas de manera lineal e interconectada y ademas se observo la formacion estructuras
del tipo anular y agregados planos. Teniendo en cuenta este comportamiento, podemos hipotetizar

que la concentracién de péptido sobre la superficie, juega un rol fundamental en su auto-

244 B Mandelbrot, The Fractal Geometry of Nature (W. H. Freeman and Company, 1983).

25 T, A. Witten y L. M. Sander, 'Diffusion-limited aggregation' (Pt American Physical Society) (1983)
27(9) Physical Review B 5686.

246 J-F. Gouyet, 'Natural Fractal Structures to the Microscopic' in Springer (ed), Physics and Fractal
Structures (1996).

47 p. Meakin, 'Diffusion-controlled cluster formation in 6-dimensional space' (Pt American Physical
Society) (1983) 27(3) Physical Review A 1495,
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organizacion sobre mica. Esto fue observado previamente en sistemas como sericina 'y colageno.
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Figura 51. A) Imagen topografica de AFM (modo contacto, 9.6 x 9.6 um 2) del péptido 33-mer depositado de

una solucion acuosa 60 uM, pH 7. Las diferentes estructuras se presentan con marcas coloreadas: placas (rojo),

filamentos (negro) y esferas (azul). B) Corte por secciones de la imagen presentada en A): topografia del

sustrato (linea verde) y estructuras peptidicas adsorbidas (lineas roja, azul y negra). C) Imagen de error de

deflexidon, permitiendo observar en detalle las estructuras presentes en la imagen A. D) Imagen de error de

28 /. K. Yadavalli, D. V. Svintradze y R. M. Pidaparti, 'Nanoscale measurements of the assembly of
collagen to fibrils' (2010) 46(4) International Journal of Biological Macromolecules 458.
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deflexion (4.8 x 4.8 um ?) de la seccién marcadas en la imagen C, presentando la organizacion jerarquica del
péptido 33-mer desde estructuras esféricas (a), anulares (b) estructuras planas: filamentos (c) y placas (d).

La altura media de las esferas se encontraba entre 27.5 = 6.0 nm. La ausencia de las nanoesferas
més pequefias detectadas a 6 UM (1.1 = 0.5 nm) puede deberse a que estas interactlan entre si,
mediante un fendmeno de coalescencia, generando las estructuras esféricas grandes, observadas en la

Figura 51.

Ademas dos motivos diferentes de estructuras planas se observaron en una proporcion menor, una
con una altura media de 21.0 £ 5.4 nm y la segunda de 30.0 £ 5.6 nm. La morfologia de las
estructuras planas del tipo laminas, se asemejaban a filamentos del tipo lineares y placas (Figura 51
A and B: lineas negras y rojas). Una observacién detallada de la imagen sugiere la existencia de una
organizacion del tipo jerarquica desde oligbmeros esféricos aislados pasando por estructuras del tipo
anulares hasta llegar finalmente a aquellas del tipo planas, similares a ldminas. (Figura 51 D). La
existencia de diferentes morfologias en esta condicion sugiere que el péptido33-mer no solo se auto-
organiza utilizando un mecanismo coloidal clésico, en el cual las moléculas interactian por
coalescencia.”*® Probablemente las caracteristicas intrinsecas de este péptido (como su tamafio y

propiedades superficiales) favorecerian a la formacion de las nuevas morfologias planas (Figura 51).

9 p_ Meakin, 'Models for Colloidal Aggregation' (1988) 39 Annual Review of Physical Chemistry 237.
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Figura 52. Iméagenes topograficas seleccionadas de la figura anterior mostrando las diferentes especies
observadas: A) Oligdmeros esféricos, B) estructuras anulares, C) estructuras similares a laminas. D), E) and F)
Distribucion de altura de las iméagenes A), B) y C) respectivamente. En el analisis estadistico correspondiente,

se emplearon 50 particulas para cada uno de los motivos estructurales.

La Df obtenida de la imagen 51 A fue de 1.73 + 0.02. Este valor es consistente con lo reportado
en diferentes modelos y permite explicar la elevada polidispersidad observada en los estudios de

DLS -Correlacion 3D.

4.3.4. Caracterizacién de los oligbmeros de 33-mer a 250 uM.
A la concentracién 250 uM se observo la presencia de estructuras esféricas, lineares y anulares,
con una altura media de 14.0 + 6.0 nm, 18.0 £ 2.0 nm and 28.0 £ 8.0 nm respectivamente. A esta
concentracion, también se observd la presencia de estructuras del tipo de laminas planas con una

altura media de 65 £15 nm, ocupando la mayor parte de la superficie.
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Figure 53. A) Imagen topogréfica de AFM (12.7 x 12.7 um?) del péptido 33-mer depositado en mica de una

solucién 250 pM en medio acuoso a pH 7.0. B) Distribucidn de alturas del total del péptido 33-mer observado

en la imagen A: estructuras esféricas (a), Cluster de estructuras esféricas (b) y estructuras planas (c). C) Imagen

topogréfica de AFM (modo contacto, 5 x 5 um ?) de la seccién marcada en la imagen A). Las diferentes

estructuras son mostradas mediante las marcas coloreadas: placas (rojo), clister de estructuras esféricas (azul)

y esferas aisladas (negro). D) Corte por secciones de la Imagen de topografia C): mica (linea verde) y

estructuras del péptido adsorbido (lineas color rojo, azul y negro).

Las estructuras del tipo planar podrian haberse generado a partir de un proceso de agregacion en

el cual se observa a la interaccion y coalescencia de estructuras esféricas y las anulares (Figura 53).

En este caso, se obtuvo una valor de Df de 1.73 £ 0.03, el cual es consistente con un tipo mecanismo
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de auto-organizacién del tipo DLA. Aunque las estructuras finales observadas pueden modificarse
por la interaccion con la superficie, la distribucion de tamafios obtenidos se correlaciona con las
observaciones de DLS-Correlacion 3D (Ver Seccion 11). En este caso tampoco se pudo detectar las
esferas pequefias (1.1 + 0.5 nm), demostrado la capacidad de estos oligbmeros de interactuar entre

ellos para formar las estructuras observadas en las figura 53.

4.3.5. Caracterizacion de los oligdmeros de 33-mer a 610 uM.
A la concentracion 610 uM, la deposicidn del péptido 33-mer revela la presencia de agregados
diferentes a los observados a concentraciones menores. A esta concentracion la superficie se
encuentra cubierta principalmente por filamentos interconectados y ensamblados similares a placas,

rodeados de nano-estructuras esféricas (Figura 54). La morfologia de dichos agregados

|250

interconectados ha sido observado previamente en sistemas como péptidos coil-coil™" y péptidos

disefiados cuya estructura era del tipo laminas p. "

20 A. Lomander, W. Hwang y S. Zhang, 'Hierarchical Self-Assembly of a Coiled-Coil Peptide into
Fractal Structure' (Pt American Chemical Society) (2005) 5(7) Nano Letters 1255.

»L R. Sneer et al, 'Parallel p-Sheet Assemblies at Interfaces' (Pt WILEY-VCH Verlag) (2004) 5(5)
ChemPhysChem 747.
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Figure 54. A) Imagen topogréfica de AFM (modo contacto, 12.7 x 12.7 um?) del péptido 33-mer depositado
sobre mica de una solucién acuosa 610 uM a pH 7. Las diferentes estructuras se muestran mediante las
siguientes marcas: placas (rojo), filamentos (azul) y nano-estructuras esféricas (negro). B) Corte por secciones
de la imagen topograficas A: topografia del sustrato (mica, linea verde) y el péptido adsorbido (lineas de color
rojo, azul y negro). C) Imagen de AFM de error de deflexién presentando un zoom de las nano-estructuras
esféricas. D) Distribucién de alturas del total de las estructuras detectadas del péptido 33-mer en la imagen A:

nano-estructuras esféricas (a), filamentos (b) y placas (c).

La altura media de los filamentos fue de 35.8 £ 6.0 nm. La altura maxima detectada (80.0 £ 20.0 nm)

es consistente con la formacion de placas organizadas en "forma de escalera”. Como se menciono
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previamente, las placas se encuentran rodeadas de nanoesferas de estructuras de 5.1 =+ 1.5 nm de

altura promedio.

2 3 4 5 6 7 8 9

Altura [nm]

Figura 55. Oligémeros observados del péptido a 610uM en agua, pH7 en: A) topografico y B) Imagen de
error de deflexion. C) Distribucion de altura de las particulas observadas (anélisis estadistico realizado con un
total de 50 particulas).

Cuando la muestra se deposita sobre la superficie, la disminucion de grados de libertad, favorece
a que los oligbmeros interactien entre si, como vimos a baja concentracion. Sin embargo si ya
hubiera en solucion filamentos, estos podrian actuar como segundo centro de nucleacion. Los
filamentos podrian establecen contactos laterales que dan lugar a la formacion de las placas
detectadas. La Df calculada decae a 1.67 *+ 0.04., y esto se puede explicar por efecto de deplecion
que se observa en diferentes sistemas fractales como péptido coil-coil **°, nanoesferas de
silicateninas %%y sericina. '*® Este comportamiento se debe a la anisotropia de los filamentos que
favorecen la adicién de pequefios oligdmeros en un eje preferencial del agregado. Debido a esto se
propone un tipo de mecanismo de auto-organizacion fractal regido por DLA.

La deteccion de los filamentos y las nano-estructuras esféricas de manera simultanea, sin la
observacion de intermediarios (Figura 54 y 56), implicaria que estos filamentos podrian actuar como
nuevos sitios de nucleacion de las particulas mas pequefias, limitando la interaccion de estas nano-

particulas entre si. Este resultado es similar al observado mediante microscopia electronica en mica 'y

en Formvar a la misma concentracion.

%2 M. M. Murr y D. E. Morse, 'Fractal intermediates in the self-assembly of silicatein filaments' (Pt
National Academy of Sciences) (2005) 102(33) Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 11657.
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Figura 56. A) Imagen tridimensional de topografia (modo contacto, 3.2 x 3.2 um?) del péptido 33-mer
depositado en mica, solucion 610 uM en agua pH 7. B) Imagen de AFM (error deflexién) mostrando las nano-

nano-estructuras esféricas del fondo que rodean a los filamentos lineares.

Por lo tanto, el péptido 33-mer es capaz de auto-organizarse en una superficie mimética a las
membranas bioldgicas, generando nano-estructuras esféricas, anulares y lineales, como filamentos.
Al aumentar la concentracion se observa un incremento de la formacion de estructuras planas
similares a laminas. Esto permite proponer que este péptido es capaz de auto-organizarse

ensamblarse mediante un mecanismo del tipo DLA.

4.3.6. Caracterizacion de los oligdmeros de 33-mer en buffer HEPES.

Finalmente, se realiz6 una prueba de 33-mer a 60 uM utilizando un Buffer HEPES 20 mM, pH
7.4. Las muestras fueron preparadas de igual manera que las anteriormente presentadas en este
capitulo pero la adquisicion de las iméagenes fue realizada en modo contacto intermitente (tapping).
En este caso se observo que el péptido 33-mer se auto-asocia de manera similar a lo observado en

agua, en nano-esferas, fibras y estructuras planas. (Figuras 57 y 58).
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Figura 57. A) Imagen topografica de AFM (modo intermitente, 5 x 5 um?) del péptido 33-mer depositado
sobre mica de una solucion acuosa de HEPES 20 mM, 60 uM a pH 7.4. En este caso se observan fibras
cubriendo una amplia region del campo estudiado. B) Ampliacién de la region seleccionado en A), (modo
intermitente, 2.3 x 2.3um?.).C) Ampliacién de otra region en la que se observan las fibras (modo intermitente,
1.6 x 1,6 um?). En esta imagen es posible apreciar en detalle que estas se encuentran compuestas por nano-
esferas. D) Distribucidn de alturas del total de las estructuras detectadas del péptido 33-mer en la figura y corte

de la seccion de la imagen C), verde: superficie, rojo fibras.

En esta condicion se pudo observar que el péptido 33-mer, al igual que en agua, es capaz de auto-
organizarse generando fibras (Figura 57) y estructuras planas similares a placas. En la Figura 57 C se

puede ver claramente que las fibras se encontraban constituidas por la asociacion lateral de nano-
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esferas, que luego coalescen para generar nano-estructuras mayores similares a placas de altura
media 71+ 17 nm. Este comportamiento es similar a lo detectado anteriormente en agua a 60 UM. La
Df de los agregados observados en la Figura 57 C, fue de 1.60 +0.04. Si bien este valor es menor al
esperado, este se encuentra en el rango de los valores que describen a un mecanismo de auto-
ensamblado mediado por DLA.

Ademas de las fibras y los agregados eran similares a placas observadas en la figura 56. Se

detectaron varios campos cubiertos por nano-esferas, tal como se presenta en la figura 58.

| ey
55 60 65 70 75

Diametro [nm]

80

o o

10

0.0 02 04 06 0.8
Distancia Horizontal [uM]

Figura 58. A) Imagen topografica de AFM (modo intermitente, 3 x 3 um?) del péptido 33-mer depositado
sobre mica de una solucidn acuosa de HEPES 20 mM, 60 pM a pH 7.4. En este caso se observan la presencia
de nano-esferas, algunas de ellas interactuando con otras. B) Distribucion de alturas del total de las estructuras

detectadas del péptido 33-mer en la figura y corte de la seccidn de la imagen A), verde: superficie, rojo fibras.

En la Imagen 58, se muestra un elevado cubrimiento del campo con nano-esferas, cuya altura
media era de 53 £ 9 nm. Algunas de estas nano-estructuras esféricas interactiian con otras, formando
arreglos lineales. La Df calculada para esta imagen fue de 1.75 £ 0.04, lo cual corrobora un

mecanismo de auto.-ensamblado regido por DLA:
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En resumen, el péptido 33-mer demostr6 que posee la capacidad de formar oligbmeros a
concentraciones bajas como 6 UM cuando se deposita sobre mica. Al incrementar la concentracion se
observa la presencia de esferas alineadas, arreglos del tipo anulares y estructuras filamentosas. A la
maxima concentracion estudiada, la cercania establecida por los oligbmeros y la reduccién de grados
de libertad sobre la superficie, puede favorecer a que los oligbmeros se organicen en filamentos.
Estos, a través de interacciones laterales pudieron haber generado las placas detectadas. Este tipo de
morfologias han sido observadas previamente en sistemas amiloides, tales como el del péptido -
amiloide y en la proteina a-sinucleina. En estas proteinas, ademas de observarse la existencia de
fibras, se ha detectado la formacién de "globulémeros”, cuyos tamafios abarcan desde los
nandmetros a varios micrometros de didmetro. *** ?* Para cuantificar la auto-similitud de estas
estructuras se determind la dimension fractal. Los valores obtenidos fueron entre 1.62 + 0.02 y 1.73
+ 0.03. Estos valores se encuentran cercanos a aquellos tedricos calculados para una Agregacion
Limitada por la Difusion. En nuestras condiciones experimentales, los oligdmeros del péptido 33-
mer se encuentran en un equilibrio dependiente de la concentracién, cuyo comportamiento es similar
a micelas coloidales. Este comportamiento coloidal que da lugar a la formacion de estructuras del
tipo fractal ha sido previamente observado en diferentes sistemas proteicos, tales como péptidos beta

195 255

amiloide y de polialanina *° y proteinas tales como silicateninas *?y sericinas %

3 M. Hoshi et al, 'Spherical aggregates of B-amyloid (amylospheroid) show high neurotoxicity and
activate tau protein kinase I/glycogen synthase kinase-3p' (Pt National Academy of Sciences) (2003) 100(11)
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 6370.

4 R. Roychaudhuri et al, ‘Amyloid beta-protein assembly and Alzheimer disease' (2009) 284(8) J Biol
Chem 4749.

% R. Sabate y J. Estelrich, ‘Evidence of the existence of micelles in the fibrillogenesis of beta-amyloid
peptide' (2005) 109(21) J Phys Chem B 11027.

26 K. Giri, N. P. Bhattacharyya y S. Basak, 'pH-Dependent Self-Assembly of Polyalanine Peptides'
(2007) 92(1) Biophysical Journal 293.



Capitulo IV: Resultados y Discusion 134

Seccion 1V

Flucidacion de la auto-organizacion del
péptido 33-mer en interfases hidvofobicas.

4.4.1. Introduccion.

Las diferentes superficies, bioldgicas y no bioldgicas, exponen diversos grupos quimicos que
permiten que estas interactlen con las moléculas que son depositadas en ellas. En particular la
hidrofobicidad/hidrofilicidad son propiedades determinantes de la interaccion molécula-superficie,
especialmente en los medios bioldgicos.”®" Hoyer el. at. han demostrado mediante un estudio
utilizando la técnica de AFM que proteinas como la alfa-sinucleina forma agregados fibrilares con
una estructura del tipo [ sobre mica, superficie hidrofilica cargada negativamente. Sin embargo sobre
grafito pirolitico altamente ordenado (HOPG), cuya naturaleza es hidrofobica, estas estructuras no
eran detectadas, lo cual sugiere la necesidad de una regién cargada negativamente para la auto-
organizacion de la alfa-sinucleina. %

Desde el punto de vista fisiologico, la superficie del intestino delgado juega un rol fundamental
en la fisiologia normal. Este 6rgano es el que posee mayor area (aproximadamente 30 m?) en el
cuerpo humano, por lo que las caracteristicas superficiales de este érgano, juegan un factor
fundamental para mantener el adecuado funcionamiento del aparato digestivo. *° El intestino se
caracteriza por estar recubierto por una fina capa de moco hidrofébico, que atrapa particulas grandes
y permite la difusion de moléculas pequefias. La hidrofobicidad de la superficie intestinal ha sido

determinada mediante 4ngulo de contacto. El &ngulo de contacto es un pardmetro que se usa en

%7 R. A. Jr Latour, '‘Biomaterials: Protein-Surface Interactions', Encyclopedia of Biomaterials and
Biomedical Engineering (Taylor & Francis, 2005).

258 W. Hoyer et al, 'Rapid self-assembly of alpha-synuclein observed by in situ atomic force microscopy'
(2004) 340(1) J Mol Biol 127.

%9 H. F. Helander y L. Fandriks, 'Surface area of the digestive tract - revisited' (2014) 49(6) Scand J
Gastroenterol 681.
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materiales para caracterizar sus propiedades de humectabilidad. Este método permite determinar el
angulo en el punto en el que coinciden las interfaces liquido-sélido, solido-liquido y aire-liquido
cuando se coloca una gota de un fluido sobre una superficie. Una gota de agua tiende a esparcirse
rdpidamente sobre una la superficie hidrofilica (mica < 10°), generando un angulo de contacto
pequefio y el proceso contrario surge cuando la superficie es hidrofébica. *° Bertolazzi et al.
determinaron que el &ngulo de contacto de la superficie luminal del intestino de pacientes celiacos se
vuelve menos hidrofobica (56° + 10°) con respecto a controles normales (69° + 9°), demostrando que
la mucosa es mas permeable en pacientes celiacos. *** Considerando este hallazgo y el conocimiento
de la existencia de una agregacion diferencial de las proteinas sobre distintas superficies, se decidid
estudiar la morfologia de los oligémeros de 33-mer sobre dos superficies como el Silicio (52°) %2y

el HOPG (71°+ 11.1°)*® con un mayor hidrofobicidad que la mica < 10°, mimetizando asi in vitro la

superficie del lumen intestinal.

4.4.2 Evaluacion de la auto-agregacion del péptido 33-mer sobre HOPG.

4.4.2.1. Propiedades del HOPG:

El HOPG es una superficie hidrofobica (71°+ 11.1°) con un alto orden tridimensional. De igual
forma que la mica, es un material laminar cuya estructura cristalina se caracteriza por ser un arreglo
de los atomos de carbono en placas paralelas. La capa bidimensional y de un espesor de un atomo, se
denomina grafeno, el cual se caracteriza por ser una estructura hexagonal plana. Este elevado orden
se obtiene gracias a un tratamiento térmico del grafito (>3000°C). Esta superficie es una herramienta
muy utilizada como sustrato en microscopias, especialmente en AFM debido a que esta superficie es

atdbmicamente plana, requerimiento necesario para este tipo de microscopias y ademas la limpieza de

%0y Yuany T. Randall Lee, 'Contact Angle and Wetting Properties' in Gianangelo Bracco and Bodil
Holst (eds), Surface Science Techniques (Springer Berlin Heidelberg, 2013) vol 51, 3-34.

%1 5. Bertolazzi et al, 'Bio-physical characteristics of gastrointestinal mucosa of celiac patients:
comparison with control subjects and effect of gluten free diet' (2011) 11 BMC Gastroenterol 119.

%2 £ Zhang et al, 'Surface and Interface Characterization of Sequentially Plasma Activated Silicon,
Silicon dioxide and Germanium Wafers for Low Temperature Bonding Applications' (2010) 33(4) ECS
Transactions 329.

%3 H. Yang et al, 'Modification of hydrophilic and hydrophobic surfaces using an ionic-complementary
peptide' (2007) 2(12) PLoS One e1325.
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la misma resulta facil y rapida. *** Esta superficie ha sido anteriormente utilizada en el estudio de
diferentes proteinas portales como la Inmunoglobulina G y glucosa oxidasa, ** la alfa-sinucleina, 2*°

y péptido sintéticos. %

4.4.2.2. Evaluacion de los oligomeros del péptido 33-mer sobre HOPG.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en mica y en solucion, se decidié evaluar las
caracteristicas de los oligbmeros de 33-mer a 200 UM en agua a pH 7.0. Se depositd la muestra sobre
la superficie de HOPG y se permiti6 la evaporacion del solvente mediante un ambiente controlado de
Nitrogeno. Las imagenes fueron obtenidas mediante AFM en modo contacto intermitente (tapping).
Como se observa en la Figura 59 A (imagen obtenida con el microscopio 6ptico acoplado al AFM),
el espécimen estd conformado principalmente de estructuras planas interconectadas. Un zoom de
estas estructuras utilizando el AFM revela gque principalmente estan formadas por un eje central que
acttia como nucleo. Las ramificaciones lineales se encuentran compuestas de esferas. A diferencia de
las observadas en mica estas ramificaciones son de menor longitud y de caracter mas compacto que
las observadas en mica. Si bien estas estructuras son similares a las detectadas en mica a la misma

concentracion (Figura 53), en HOPG, la superficie cubierta fue notablemente superior.

24D, C. Culleny C. R. Lowe, 'AFM Studies of Protein Adsorption: 1. Time-Resolved Protein Adsorption
to Highly Oriented Pyrolytic Graphite' (1994) 166(1) Journal of Colloid and Interface Science 102.

%5 H. Yang et al, 'Modification of hydrophilic and hydrophobic surfaces using an ionic-complementary
peptide' (2007) 2(12) PLoS One e1325.
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Figura 59. Imégenes de 33-mer en agua pH 7.0, concentracion 200 UM sobre la superficie de HOPG A)
Fotografia de microscopia dptica de la superficie de HOPG B) Imagen topogréfica del péptido obtenida
mediante AFM en modo intermitente (10 x10 pm?). C) Imagen topogréafica de AFM utilizando el modo
intermitente (5 x5 pum?), en esta se detecta en detalle las caracteristicas de las asociaciones fibrilares. D) Corte
de las secciones marcadas en C) (verde silicio, rojo corte transversal del péptido y azul corte de las
ramificaciones).

Por otro lado se puedo observar en ciertas regiones, la deposicién de nanoesferas, que se
encontraban cubriendo una amplia regién de la superficie analizada, tal como se detect6 en la figura
60. Estas se encontraban dispersas en otros campos cuyos tamafios se podian agrupar en dos
poblaciones, una de ellas tiene una altura media de 37.03 £ 7.14 y las otras de 66.16 £ 11.41 nm. La

Df calculada es de 1.84 £+ 0.03. La morfologia y forma de los agregados, asi como la Df es
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compatible con un mecanismo de DLA, similar a lo observado previamente para la proteina sericina.
188 En esta superficie de alta hidrofobicidad, existen interacciones péptido-superficie y péptido-
péptido. ElI aumento de la Df en HOPG puede deberse a que estas Ultimas se vuelven aln mas
predominantes, dando lugar a una mayor asociacion del péptido , observandose estructuras méas

compactas y por lo tanto un mayor valor de Df.

Frecuencia %
3 & 8

o o

20 30 40 S50 60 70 80 90 100
Altura [nm]

§88303888

Distancia Vertical [nm]

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
- Distancia Horizontal [nm]

grafica de otro campo del péptido 33-mer en agua pH 7.0, concentracion 200 uM
sobre la superficie de HOPG obtenida mediante AFM en modo intermitente (10 x10 pm?). B) Distribucion de
alturas de los agregados observados en A) (n=50) y representacion de un corte de las secciones marcadas en

A) (verde silicio, rojo esferas del péptido). C) Imagen tridimensional de topografia de la imagen A.

B 7 s
Figura 60. A) Imagen topo

Para evaluar el grado de interaccion de 33-mer sobre el HOPG cuanto este es sometido a un estrés
como es el pasaje de liquidos, situacion que ocurre durante el proceso de digestion, se decidid dejar
interactuar la muestra por 10 minutos y luego se aplicaron lavados. La superficie fue lavada cinco
veces con agua Milli Q y la muestra se dejo secar a temperatura ambiente bajo un leve flujo de
Nitrégeno, observandose que los oligdmeros de 33-mer interaccionan fuertemente con la superficie

de HOPG (Figura 61).
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Figura 61. A) Imagen topogréfica del péptido 33-mer en agua pH 7.0, concentracion 200 UM sobre la

o

superficie de HOPG. La muestra fue preparada dejando interactuar y luego se aplicaron lavados. La muestra
fue obtenida mediante AFM en modo intermitente (5 x 5 um?). B) Distribucion de alturas de los agregados
observados en A) (n= 50) y representacion de un corte de las secciones marcadas en A) (verde silicio, rojo

esferas del péptido). C) Imagen tridimensional de topografia de la imagen A.

Al realizar los lavados, se observd que el péptido 33-mer permanece interactuando con la
superficie en forma de nano-estructuras esféricas, cuya altura media es de 9.23 + 3.2 nm. Estas son
de altura menor que las observadas anteriormente. Las nano-estructuras esféricas detectadas aqui
podrian actuar como precursoras del proceso de oligomerizacion del 33-mer sobre esta superficie.
Por otro lado, se ha calculado la Df de la Figura 61 A, siendo esta de 1.76 + 0.05.

A pesar que en HOPG el grado de cubrimiento y la Df eran mayores que la mica, los oligbmeros
del péptido 33-mer son capaces de auto-ensamblarse en forma de nanoesferas y agregados planos.
Las nano-estructuras esféricas son fuertemente retenidas sobre la superficie luego del proceso de
lavado. Si se considera que el mucus del intestino tiene caracteristicas hidrofdbicas, el hecho de que
el 33-mer se adhiera fuertemente sobre la superficie de HOPG, podria ser un hecho importante ya
que se podria favorecer la acumulacion de los oligdmeros de 33-mer sobre la superficie luminal.
Considerando que estos resultados fueron similares a los obtenidos sobre mica y a la limitada
disponibilidad del microscopio de AFM, se decidi6 continuar la evaluacion de 33.mer sobre dioxido

de silicio.
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4.4.3. Evaluacion de los oligdbmeros del péptido 33-mer sobre didxido de silicio en funcion de la
concentracion.

4.4.3.1. Propiedades del didxido de silicio y preparacion de las muestras.

El Silicio es una superficie que es ampliamente utilizada en la observacion de proteinas y como
una superficie utilizada para la fabricacion de biosensores debido sus caracteristicas superficiales.
Este ha sido empleado en el estudio de la adsorcion de diversas proteinas entre ellas la proteina A.
266 Mientras que el silicio es hidrofébico (similar al HOPG), el diéxido de silicio tiene caracteristicas
mas hidrofilicas, su dngulo de contacto es de 52°. En esta tesis fueron utilizadas las superficies de
dioxido silicio (wafer) y grids de dioxido de silicio. Los wafers de silicio se caracterizan por estar
constituidos por silicio cristalino, sin embargo, en la superficie expuesta de éste se forma una capa de
Si0, **". Los grids de SiO, empleados en las diferentes microscopias electronicas de esta seccién
fueron obtenidos mediante una modificacidn térmica. Estos grids presentan notables ventajas frente a
los de Formvar y otros grids de silicio empleados cominmente, ya que estos Gltimos presentan una
mezcla de SiO y SiO,, lo cual puede hacer que su reactividad quimica sea variable.”®® Entre las
ventajas de los grids utilizados por nosotros en esta tesis, podemos mencionar que la superficie es
electrénicamente transparente con escasa rugosidad, permitiendo lograr una mejor observacion
microscopica sin la necesidad de usar agentes de contraste. Ademas es fisica y quimicamente estable,
ya que puede ser sometido a elevadas temperaturas (>1000°C) y a acidos, sin que se modifique la
superficie y es la superficie utilizada mayormente para realizar funcionalizaciones que permitan

modificar las propiedades superficiales del grid. ****"

266 M. C. Coen et al, ‘Adsorption and Bioactivity of Protein A on Silicon Surfaces Studied by AFM and
XPS' (2001) 233(2) J Colloid Interface Sci 180.

27 M. Grundner y H. Jacob, 'Investigations on hydrophilic and hydrophobic silicon (100) wafer surfaces
by X-ray photoelectron and high-resolution electron energy loss-spectroscopy' (Pt Springer-Verlag) (1986)
39(2) Applied Physics A 73.

268 http://www.2spi.com/catalog/grids/cusctgrd.html.

9 J M. Kearns, G.J. Hutchison y J.E. Miller, 'Windows of Opportunity: A New Platform to Understand
Structure-Property Relationships in Nanotechnology', Technical Proceedings of the 2007 NSTI
Nanotechnology Conference and Trade Show (2007) vol 1.

210G, J. Kearns, Evan W. Foster y James E. Hutchison, ‘Substrates for Direct Imaging of Chemically
Functionalized SiO2 Surfaces by Transmission Electron Microscopy' (Pt American Chemical Society) (2006)
78(1) Analytical Chemistry 298.
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El estudio del péptido 33-mer sobre esta superficie fue realizado en diversas concentraciones y las
muestras fueron preparadas de maneras diferentes. Esto se debid a que se observo gue la forma de
preparacion de la muestra influenciaba el mecanismo de agregacion y tipo y morfologia de los
agregados finales. Por lo tanto, para lograr una mejor caracterizacion del proceso de la auto-
organizacion del péptido 33-mer, se han empleado diferentes técnicas de preparacion de las muestras
y diversas tinciones y microscopias. Se utilizaron las técnicas de: a) secado a temperatura ambiente,
b) eliminacion del exceso de liquido mediante capilaridad, haciendo uso de un papel absorbente y ¢)
la técnica de congelado (-78°C) y secado por sublimacién. Esta Gltima se destaca porque la muestra
es sometida a un congelamiento con nitrégeno liquido y posterior secado rapido utilizando alto
vacio. Esta metodologia es ampliamente empleada en muestras bioldgicas y se ha utilizado en la
observacion de proteinas involucradas en la fisiologia del cobre en plantas ** y en el estudio de
diversas proteinas amiloide. "> Mediante esta técnica se evita la distorsion de la muestra cuando esta
se seca mediante evaporacion a temperatura ambiente. La distorsion observada se debe a la tension
superficial que se produce cuando se genera el cambio de fase desde liquido a vapor. A través de esta
metodologia, al congelar el espécimen y luego eliminar el agua mediante sublimacion aplicando
vacio, se produce una disminucion de la tension superficial y se evita la distorsion de la muestra. La
velocidad de sublimacion es dependiente de la temperatura lograda y el vacio. En la practica se
utilizé la temperatura del nitrégeno liquido -78°C y un liofilizador para obtener un secado rapido.?
Mediante esta técnica es posible fijar la muestra y los procesos que se encuentran produciendo en la
misma.

En este apartado se realizd el estudio microscopico del péptido mediante las microscopias SEM

(EVO 40), TEM (80 kV, Philips CM 100) y AFM que son convencionalmente empleadas y las

'L 4. Mira et al, 'lonic self-complementarity induces amyloid-like fibril formation in an isolated domain
of a plant copper metallochaperone protein' (2004) 4(1) BMC Structural Biology 7.

272 C. Goldsbury et al, 'Watching amyloid fibrils grow by time-lapse atomic force microscopyl' (1999)
285(1) Journal of Molecular Biology 33.

273 https://www.emsdiasum.com/microscopy/technical/datasheet/freeze_drying.aspx

274 p, Echlin, 'Sample Dehydration’, Handbook of Sample Preparation for Scanning Electron Microscopy
and X-Ray Microanalysis (2009).
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novedosas microscopias STEM y de ion Helio. La microscopia STEM (Scanning Trasmission
Electron Microscopy, LEO Gemini 1530) presenta una serie de ventajas sobre SEM y TEM vya que
en este caso se utiliza en detector angular anular de campo oscuro (HAADF), que permite mejorar el
contraste de las muestras y estudiar la composicion quimica de la muestra (en el caso de especimenes
metalicos). Ademas mediante las correcciones en las aberraciones dpticas que se han establecido en
este sistema, es posible tener una gran resolucion. 2" En todos los casos no fue necesario la tincion
muestra debido a las caracteristicas de trasparencia del grid utilizado, a excepcion del SEM que se
utilizé acido fosfotungstinico. Finalmente se presenta la caracterizacion de los oligomeros de 33-mer

utilizando un microscopio de resolucién sub-nanométrica como el microscopio de ion de Helio.*®

4.4.3.2. Estudio del 33-mer en la concentracion 80 puM.
En primer lugar se evalué el péptido 33-mer mediante microscopias STEM y TEM a la
concentracion 80 UM; dejando secar la muestra a temperatura ambiente (25°C) bajo campana. Las

imagenes obtenidas se presentan en la Figura 62.

25 A, Ponce, S. Mejia-Rosales and M. J. Yacamén, 'Scanning Transmission Electron Microscopy
Methods for the Analysis of Nanoparticles' in Mikhail Soloviev (ed), Nanoparticles in Biology and Medicine
(Humana Press, 2012) vol 906, 453-471.

26 M. S. Joens et al, 'Helium lon Microscopy (HIM) for the imaging of biological samples at sub-
nanometer resolution' (2013) 3 Sci Rep 3514.
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Figura 62. Imagenes del péptido 33-mer (80 pM, pH 7.0) en agua sobre un grid de SiO,. La muestra se dejo
evaporar el agua a temperatura ambiente. A) STEM en el cual se observan estructuras esféricas de gran tamafio
y otras mas pequefias B) Distribucién de diametros de las esferas de mayor tamafio observadas en A, (n=50).
C) TEM en el cual se detectan las nano-estructuras del péptido33-mer. D) Ampliacion de la imagen C) en la
cual se puede observar en detalle las caracteristicas de las estructuras esféricas de gran tamafio que interactuar
con nano-estructuras mas pequefias en la superficie.

En este caso se observo que el péptido 33-mer es capaz de auto-organizarse en estructuras
esféricas sobre la superficie de silicio, debido a sus tamafios, las mismas se clasificaron en dos
poblaciones, unas de un didmetro medio de 675 + 200nm y otras de 825 + 100 nm (Figura 62). Los
tamafios de las esferas son mucho mayores a los detectados sobre otras superficies. Ademas, se
observaron nano-particulas mas pequefias, cuyo diametro se encuentra entre 17-38 nm, estas
estructuras pequefias interactan entre si y con la superficie de las particulas mas grandes (Figura 62
D). Considerando que en solucion a esta concentracién por experimentos de DLS-Correlacion 3D, no
se ha detectado la presencia de agregados, es posible hipotetizar que los observados aqui son el

resultado de la difusién superficial del péptido y la evaporacion. Esto gener6 la formacion de esferas
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de gran tamafio, lo cual es caracteristico de la existencia de distintas morfologias en equilibrio.
Ademas, como se menciond en la figura 66 D es posible apreciar las particulas pequefias cercanas y
en contacto con las esferas mayores. Este tipo de comportamiento, podria ser explicado mediante el
fendmeno de crecimiento por difusion conocido como maduracion de Ostwald (Ostwald ripening).””’

La maduracién de Ostwald es un fendmeno observado en soluciones liquidas de coloides, y
describe el cambio de una estructura homogénea con el tiempo. Este proceso espontaneo, controlado
termodindmicamente, se produce porque las particulas mas grandes estdn energéticamente
favorecidas con respecto a las mas pequefias, induciendo a la coalescencia de estas Ultimas. Este

278 279

fendmeno es explicado por la teoria de LSW propuesta por Lifshitz, Slyozov y Wagner y

modificaciones mas recientes de la misma, utilizada en ciencia de materiales y fisica de coloides, %

| 8! mostraron que el fenémeno de Ostwald gobierna las transiciones

Recientemente Levin et. a
estructurales y morfol6gicas de polimeros supramoleculares basados en Boc-difenilalanina. Segun,
esta teoria, el radio de los agregados en sistemas 2D es proporcional al tiempo, por lo que la

velocidad del secado (evaporacion) podria tener un rol importante en el comportamiento de

soluciones de 33-mer sobre la superficie de dioxido silicio.

27T M. Kahlweit,'Ostwald ripening of precipitates' (1975) 5(1) Advances in Colloid and Interface Science
1.

28 1. M. Lifshitz y V. V. Slyozov, 'The kinetics of precipitation from supersaturated solid solutions'
(1961) 19(1) Journal of Physics and Chemistry of Solids 35.

279 C. Wagner, ‘Theorie der Alterung von Niederschligen durch Umlésen (Ostwald-Reifung)' (Pt Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA) (1961) 65(7-8) <Zeitschrift fur Elektrochemie, Berichte der
Bunsengesellschaft fur physikalische Chemie 581.

280 |, Ratke,y Voorhees, P. W., Growth and Coarsening, Ostwald Ripening in Material Processing
(Material Processing. Springer, 2002).

L A, Levin et al, 'Ostwald's rule of stages governs structural transitions and morphology of dipeptide
supramolecular polymers' (2014) 5 Nat Commun 5219.



Capitulo IV: Resultados y Discusion 145

o 9
o < )o
) [@
o O
o) o)
O°O°—>° O_’o o 06—%
o O o o
o
o ©

Esquema 4. Representacion en la cual se demuestra la maduracion de Ostwald. En este, las nano-esferas se
asocian para generar siempre nano-estructuras esféricas de mayor radio. Este proceso es dependiente del

tiempo de secado y produce la coalescencia de estructuras.

Teniendo en cuenta que la Df fue de 1.84 + 0.03 y la morfologia de los agregados, es posible
hipotetizar que una vez generadas las particulas de 33-mer, mediante el proceso de Ostwald en
solucion durante el secado sobre esta superficie, el crecimiento de los clusters sobre Silicio seguiria
un modelo de percolacion, lo cual favoreceria a la formacion de un film o pelicula. *®? Este modelo
predice que la formacion del cluster solamente depende del ambiente de la particula que se asociara
al agregado o cluster ya formado, a diferencia del mecanismo DLA que considera que la estructura
de los agregados formados favorece la probabilidad de incorporacion de la nueva particula.
Explicando este proceso de un modo mas simple, el movimiento del solvente generado por la
evaporacion sobre la superficie (donde las particulas crecerian mediante maduracion de Ostwald) y
las caracteristicas de la superficie son los procesos implicados que conducen a la distribucion final de
las esferas del 33-mer sobre la superficie de didxido de silicio mediante el mecanismo de

percolacion. *%2

Para entender la influencia de la superficie de silicio en la organizacion del péptido y compararla
con las observadas previamente sobre la superficie de Formvar utilizando TEM (Capitulo IV Seccion
), se llevo a cabo la deposicion de la muestra sobre un grid de Silicio y se tincion¢ utilizando acetato

de uranilo. La muestra fue secada por capilaridad. El acetato de uranilo es un agente de tincion

%82 T Vicsek, 'Fractal Growth Phenomena' (World Scientific, 1992).
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negativa, por lo que a diferencia de otros, rodea a las estructuras proteicas.?®® *** De esta manera, las

proteinas se observan como una region clara con un borde oscuro debido a la interaccién de este

agente con la superficie de las mismas. Las imagenes obtenidas se presentan en la Figura 63.

% 5 f

Figura 63. Imagen TEM del péptido 33-mer (80 uM, pH 7.0.) en agua sobre la superficie de dioxido de silicio.
La muestra se prepard dejando interactuar con la superficie por 10 minutos y se retird el exceso de la misma
mediante capilaridad. A continuacidn se realiz6 una tincion con acetato de uranilo.

En la figura 63 se pudo observar la existencia de esferas cuyos didmetros se encuentran entre los
~ 63 a 150 nm. Se observo que estas esferas tienden a auto-asociarse, formando una estructura
similar a un film. Es interesante considerar que ambos experimentos ademas de diferenciarse en el
agente de tincién (sin y con acetato de uranilo respectivamente), la muestra fue secada de manera
diferente, lo cual resultaria relevante. En el primer caso este fue realizado de manera lenta, mediante
evaporacion bajo campana. Mientras que en el segundo, se utiliz6 como método de secado la
absorcion por capilaridad. Esto permitié determinar que existe una tendencia a aumentar el tamafio
de los agregados a medida que la velocidad de evaporacion del agua disminuye. Estas observaciones
podrian correlacionarse con el fendmeno de maduracion de Ostwald propuesto y de percolacion.

Con el objetivo de comprobar lo descripto anteriormente, y contando con los recursos, se realizo

el tratamiento de congelado - secado rapido de la muestra mediante sublimacion. Utilizando esta

8 D. S. Booth, Agustin Avila-Sakar y Yifan Cheng, 'Visualizing Proteins and Macromolecular
Complexes by Negative Stain EM: from Grid Preparation to Image Acquisition' (Pt MyJove Corporation)
(2011)(58) Journal of Visualized Experiments : JOVE 3227.

84 M. A. Hayat, Principles and techniques of electron microscopy (University Press: Cambridge, 2000).
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técnica, normalmente el efecto de difusion mediado por evaporacion es inhibido. En este caso se
detectaron escasos agregados del péptido 33-mer que se encontraban dispersos sobre la superficie.
Los tamafios de los mismos se distribuyeron en tres poblaciones cuyo didmetro medio es: 20 + 4.2

nm, 31.76 £ 1.62 nm y 42.06 = 3.63nm como se observa en la figura 64.
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Figura 64. Imagen TEM del péptido 33-mer en agua (80 uM, pH 7.0) sobre un grid de diéxido de silicio. La
muestra fue preparada mediante congelado-secado rapido por sublimacién. B) Distribucién de diametros de las
esferas observadas (n=50).

4.4.3.3 Estudio del péptido 33-mer a la concentracion 200 uM.

A la concentracion 200 pM, 33-mer fue depositado en el grid de dioxido de silicio, y fue
dejado evaporar a temperatura ambiente bajo campana, durante un periodo de una hora. A
continuacion se realiz6 microscopias TEM y STEM (sin tincién) en las cuales se detectaron la
formacion de un gel denso (Figura 65 A) y la presencia de nano-estructuras de distintos tamafios
(Figura 65 C). Al estudiar detenidamente las iméagenes, fue posible correlacionar la asociacion de las
esferas pequefias que dan lugar a la formacion de las esferas mayores, agregados tubulares y
finalmente el film observado. Las nanoesferas més grandes poseian un didmetro de 389+ 76 nm,
mientras que las pequefias son 25.4+ 7.6 nm. La Df fue determinada de la imagen 65 B, siendo esta
de 1.73 £ 0.03. Considerando que a estan concentracion los oligomeros de 33-mer ya estan formados

en soluciodn, la interaccion sobre silicio aparentemente promueve una agregacion jerarquica de los
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mismos desde esferas a un gel por un mecanismo que podria ser compatible con el modelo de

percolacion.

A k.
3

Figura 65. Imagen STEM del péptido 33-mer (200 uM, pH 7.0) en agua sobre la superficie de didxido de
silicio, habiendo dejado evaporar el agua a temperatura ambiente bajo campana. A) Film. B) Estructuras
esféricas interconectadas que tienden a formar estructuras tubulares y un film. C). Esferas. D) Ampliacion de
la imagen C) en la que se puede observar las caracteristicas de las estructuras esféricas y en donde se puede

distinguir la presencia de nanoesferas pequefias rodeando a las mayores.

Resultados, similares se obtuvieron mediante AFM del 33-mer a la misma concentracion (Figura
66). En este caso se depositd la muestra sobre la superficie y el agua fue eliminada mediante un

secado en un ambiente de nitrégeno.
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Figura 66. A) Imagen topogréafica del péptido 33-mer en agua (200 uM, pH 7.0), sobre la superficie de dioxido
de silicio obtenida mediante AFM en modo intermitente (10 x10 pm?). La muestra fue preparada mediante bajo
secado en un ambiente de nitrégeno. B) Distribucion de alturas de los agregados observados en A (h= 50) y
representacion de un corte de las secciones marcadas en A (verde silicio, rojo esferas del péptido). C) Imagen

tridimensional de topografia (modo intermitente, 10 x 10 pm?).

En este caso se obtuvo resultados similares a los observados por TEM sobre didxido de silicio
(comparar las figuras 65 y 66). .Esto se puede apreciar claramente en la imagen de topografia 3D
(Figura 66 C). La altura media de las esferas, es 11.87+3.2 nm. Por otro lado, de la imagen 66 A, se
determind la Df, siendo esta de 1.67 £ 0.04, lo cual seria compatible con un mecanismo percolacién.

Para evaluar el grado de interaccion de 33-mer sobre la superficie de Silicio, cuanto este es
sometido a un estrés como es el pasaje de liquidos, situacion que ocurre durante el proceso de
digestion, se decidi6 aplicar lavados a la muestra. Para ello se realizé la deposicion del péptido sobre
la superficie y se permitio que este interactle con la superficie por un periodo de 5-10 minutos. A
continuacion se realizaron cinco lavados y secado por capilaridad para retirar la fraccion del péptido
que no interactla con la superficie. Luego la muestra fue colocada bajo un ambiente de nitrégeno y

posteriormente, se realiz6 la observacion mediante AFM, en modo intermitente.
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Figura 67. Imagen Topografica de AFM del péptido 33-mer (200 UM en agua pH 7.0) depositada sobre la
superficie de dioxido de silicio obtenida mediante en modo intermitente. La muestra fue preparada dejando
interactuar la muestra durante 5 minutos y luego se realizaron lavados con agua Milli Q. A) Imagen topografica
del péptido (9.8 x9.8 um?). B) Zoom de la regién marcada en A. C) Distribucién de alturas de los agregados

observados en A (n= 50) y representacion de un corte de las secciones marcadas en B) (verde silicio, rojo
esferas del péptido).

Al estudiar la distribucion de alturas, se observé la existencia de dos tipos de agregados distintos
en esta condicion. Unos de altura de 4.6 = 1.00 nm y otros de 8.83+ 1.3 nm. La altura de las
particulas después del lavado es menor, lo que muestra la capacidad de 33-mer de agregarse sobre las
particulas ya depositadas en superficie. También se determiné la Df, la cual fue de 1.36 + 0.03 que
compatible el mecanismo de crecimiento por percolacion en donde las particulas se evitan
mutuamente. % Se repiti6 este procedimiento de lavado y secado por capilaridad de la solucién de

33-mer sobre un grid de diéxido silicio y el espécimen fue observado mediante TEM. Las imagenes

obtenidas se presentan en la siguiente figura.
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Figura 68. Iméagenes del péptido 33-mer en agua (200 uM, pH 7.0) sobre la superficie de dioxido de silicio. La
muestra fue preparada dejando interactuar la soluciéon con el grid y luego retirando el agua mediante
capilaridad. A) Imagen TEM en la que se observa la presencia de nano-estructuras esféricas y una regién
agregada del péptido 33-mer interconectadas como un film. B) Distribucién de los didmetros observados en la
imagen A (n=100). C) Ampliacion de la imagen. D) Ampliacion de la region marcada en la figura C.

A través de esta metodologia, fue posible detectar una elevado cubrimiento de la superficie con
agregados esféricos, cuyo diametro promedio fue de 388 + 64 nm. Ademas se observé una menor
formacion del gel denso previamente detectado. La Df de los agregados del 33-mer (Figura 68 C) fue
de 1.79+0.04, posiblemente compatible con un mecanismo de percolacion.

Finalmente, se realiz6 la deposicion de la muestra en el grid y la fijacion y secado se llevé a cabo
mediante el proceso de congelado-secado répido, eliminando las moléculas de agua mediante
sublimacion. En este caso se detectaron nano-particulas de correspondientes a dos poblaciones cuyo
didmetro medio fue de 36 + 8 nm y otras, que estaban en una menor proporcion, de 56.3+ 5 nm, las

cuales estaban formando clUsters o se encontraban aisladas pero incluidas en un film (Figura 69 A'y

C respectivamente). La existencia de asociaciones no covalentes en el péptido y las dimensiones de
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los oligbmeros detectados, se correlacionan con la elevada polidispersidad y dinamica de los
agregados de 33-mer obtenidos por DLS-correlacién 3D a esta concentracion en solucién.

Todos estos experimentos ponen de manifiesto que el tiempo de interaccidn de la muestra sobre la
superficie y la velocidad de secado tendria un rol importante en el comportamiento de los oligdmeros

de 33-mer sobre la superficie de didxido silicio.
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Figura 69. Iméagenes TEM del péptido 33-mer en agua (200 uM, pH 7.0) sobre un grid de dioxido de silicio.

#
Frecuencia %

La muestra fue preparada mediante congelado-secado rapido por sublimacion. A) Imagen en la que se observa
el péptido 33-mer que se ensambla formando nanoesferas interconectadas como un film. B) Organizacion
lineal de las nano-particulas. C) Ampliacion de una region del film observado en A, en el cual se detecta la
presencia de nanoesferas de menor didmetro. D) Distribucion de diametros de las esferas observadas en C,
(n=50).

El incremento del tamafio de los agregados del 33-mer sobre dioxido silicio dependiendo de la
velocidad de evaporacion, pone manifiesto la capacidad de los oligomeros pequefios de 33-mer

agruparse en estructuras esféricas mas grandes, lo que es compatible con la hipotesis de que el

crecimiento de los agregados en solucién estaria mediado por el fendmeno de maduracion de
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Ostwald.?® La interaccion de estos agregados preformados continuaria sobre la superficie, mediado
por un modelo de percolacién, llevando a la formacion de un gel o film.

4.4.3.4. Evaluacién del péptido 33-mer a la concentracion 613 puM. Preparacion de la

muestra mediante secado a temperatura ambiente.

Inicialmente, la muestra fue depositada sobre la superficie y se permitié que se evapore el agua a
temperatura ambiente, bajo campana tal como se realizd en concentraciones anteriores. Luego, la

muestra fue analizada mediante STEM.
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Figura 70. Imagenes STEM del péptido 33-mer en agua (613 UM, pH 7.0) sobre la superficie de dioxido de

silicio. La muestra fue depositada y secada a temperatura ambiente. A) En este caso se pudo observar la
presencia de estructuras esféricas. B) Distribucion de didmetros de las esferas observadas en A (n=50) C)
Ampliacion de la regién sefialada de la figura A. D) Zoom de la regiéon marcada en C, en la cual se puede
observar en detalle las caracteristicas de las estructuras formadas por el péptido33-mer.

En este caso se observo la presencia de esferas de mayor didmetro que las detectadas a
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concentraciones menores (2.42 + 0.54 um, n=50) y se evidencio la ausencia de las nano particulas y
también del gel denso. Las imagenes obtenidas se presentan en la figura 70. La dimension fractal fue
calculada a partir de la Imagen A, siendo de 1.52 + 0.03, compatible con el mecanismo de
percolacién propuesto. A esta concentracion, el 33-mer fue evaluado también por SEM. La muestra
fue depositada sobre la superficie, y metalizada con &cido fosfotungstinico. Este agente de tincion
negativa ha sido ampliamente usado para la observacion de diversas muestras biologicas, entre ellas
el virus del mosaico de tabaco, con una elevada resolucion. * Luego la muestra fue lavada con agua
y secada por capilaridad. Las iméagenes obtenidas se presentan en la figura 71. Nuevamente se
observa la influencia del secado de la muestra sobre la morfologia final, poniendo de manifiesto que
los oligbmeros del 33-mer son capaces de auto-organizarse sobre la superficie de silicio de manera
diferencial, dependiendo de las condiciones de preparacion de la muestra. En este caso fue posible
detectar dos morfologias, por un lado la caracteristica arquitectura de un hidrogel y nano particulas.
En esta muestra, utilizando este agente quimico fue posible detectar que las nano-particulas se
tincionan diferencialmente. Ademas, fue posible observar como las nano-particulas interaccionan
entre si, dando lugar a dimeros o trimeros, estos ultimos dispuestos linealmente. El didmetro
promedio de las particulas aisladas es del orden de los de 207.0 + 42.7 nm. También se determiné la

Df de la figura 71 B, la cual fue de 1.78 = 0.04, que es consistente con el mecanismo de percolacion.

2855, Brenner y R. W. Horne, 'A negative staining method for high resolution electron microscopy of
viruses' (1959) 34 Biochim Biophys Acta 103.
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Figura 71. Imagenes SEM del péptido 33-mer en agua (613 pM, pH 7.0) sobre la superficie de dioxido de
silicio. A) Estructura final del film formado B) Nano-particulas halladas alrededor del film. C) Ampliacién de

la region sefialada de la figura B. D) Distribucion de diametros de las esferas observadas en B (n=50).

4.4.3.5. Evaluacion del péptido 33-mer en presencia de un buffer salino a pH 7.0.

La presencia de sales es un factor importante que puede influenciar la interaccion de particulas
con una superficie. En este apartado se estudié como influyen las sales en la deposicion del péptido
sobre la superficie de Silicio. Para ello, el péptido fue disuelto logrando una concentracion 613 uM
en un buffer (1 mM de citrato de sodio, 1 mM de borato de sodio, 1 mM de fosfato de sodio y 15mM
de NaCl). La muestra fue depositada, secada por capilaridad y posterior tincion con &cido
fosfotungstinico seguido por lavados con agua y posterior secado por capilaridad. Los resultados

obtenidos se observan en la figura 72.
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Figura 72. Imagenes SEM del péptido 33-mer en agua (613 pM, pH 7.0) sobre la superficie de dioxido de
silicio, buffer (1 mM de citrato de sodio, 1 mM de borato de sodio, 1 mM de fosfato de sodio y 15mM de
NaCl). La muestra fue secada mediante capilaridad y con tincion utilizando &cido fosfotungstinico. A) y B) Se
observa la presencia de estructuras esféricas pequefias que se asocian para generar estructuras mayores hasta
formar una pelicula sobre la superficie. C) Ampliacion de la regién sefialada de la figura A, mostrando la
estructura de las esferas. .D) Distribucion de diametros de las esferas observadas en A (n=100).

Se observd que el péptido 33-mer en este buffer era capaz de auto-asociarse en estructuras
esféricas, cuyos tamafios estdn comprometidos entre 1.19 £0.20 um y otras de 2.03 £ 0.35 pm. Se
determiné la Df de la imagen A, obteniéndose un valor de 1.85 + 0.03, probablemente compatible
con el mecanismo de crecimiento por percolacion (Figura 72).

Estos tamafios son mayores a los informados previamente en agua para la misma preparacion de
la muestra y en este caso la tincion de las esferas no fue diferencial, por lo que posiblemente se trate

de agregados compactos. En este caso la presencia de sales podria favorecer el proceso de

maduracion de Ostwald (Comparar Figura 71y 72 respectivamente).



Capitulo IV: Resultados y Discusion 157

4.4.3.6. Evaluacion de la agregacion del péptido 33-mer cuando este es sometido a un estrés
mecanico.

Diversas proteinas, entre ellas las proteinas de la seda, presentan una organizacion diferencial
sobre una superficie cuando estas son sometidas a un estrés mecanico a través de la técnica de spin
coating. %* En esta técnica se hace rotar a la muestra liquida sobre un sustrato a una velocidad
angular constante. De esta manera se favorece a la formacién de film uniforme cuyo espesor puede
ser desde el orden de nanémetros a micrometros. En este caso se depositd la muestra sobre la
superficie y se aplicd una velocidad de 1000 rpm por 4 minutos, obteniéndose una muestra seca.
Luego se realiz6 la tincion con acido fosfotungstinico. Este procedimiento se realiz6 sobre muestras
del péptido en agua (Figura 73A) y en buffer (1 mM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM

fosfato de sodio y 15mM de NaCl) (Figura 73B), en ambos casos la concentracién de péptido fue de

613 pM.

P £ r,

Figura 73. Iméagenes SEM del péptido 33-mer (613 uM, pH 7.0) sobre la superficie de dioxido de silicio. Las
muestras fueron preparadas mediante spin-coating. A) Imagen del péptido en agua en la se observa la
formacion de una pelicula. B) Imagen del péptido en buffer (1 mM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1

mM fosfato de sodio y 15mM de NaCl en la se observan esferas auto-asociadas).

Al analizar las caracteristicas de ambos agregados finales, es posible determinar que cuando los
oligbmeros se encuentra en agua, el estrés mecénico favorece la formacion de un film, no pudiéndose

detectar nanoesferas aisladas. (Comparar con Figura 71 del mismo espécimen sin spin-coating). Por

286 |, Greving et al, 'Shear-induced self-assembly of native silk proteins into fibrils studied by atomic
force microscopy' (2012) 13(3) Biomacromolecules 676.
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otro lado, en la condicion de buffer, es posible detectar la presencia de esferas interconectadas entre
si, de manera similar a lo observado cuando el espécimen no fue tratado con spin coating (Figura
72). Se puede concluir que la presencia de sales, en situaciones de estrés mecanico disminuiria la
interaccion inter-particula, y asi se inhibiria la formacién un film a la misma concentracion, si la

comparamos con la muestra del péptido en agua.
4.4.3.7. Congelado y secado del péptido 33-mer a 613 uM.

Finalmente, se realizé el método de preparacion de la muestra mediante congelado y secado por

sublimacion. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion.
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Figura 74. Iméagenes TEM del péptido 33-mer en agua sobre un grid recubierto de diéxido de silicio en la
concentracion 613 pM, pH 7.0. La muestra fue preparada mediante congelado-secado rapido por sublimacion.
A) Imagen en la que se observa que péptido 33-mer que se ensambla formando estructuras lineales que se
ramifican, presentando una estructura del tipo fractal. B) Ampliacién de la imagen A en la cual se puede
observar en detalle la distribucién lineal del péptido. C). Ampliacion de la imagen B) en la cual se detecta las

nano-estructuras que conforman a los agregados y aquellos que rodean al mismo. D) Distribucion de
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diametros de las nano-estructuras observadas en B), (n=4000).

En la figura 74 se presentan las diferentes morfologias que el péptido 33-mer era capaz de formar
a esta concentracion y en estas condiciones. El 33-mer se auto-organiz6 generando arreglos lineales
ramificados, los mismos se encontraban rodeados por nano-estructuras aisladas de un diametro
menor. Al analizar la distribucion presentada en la figura 74, se pudo corroborar la existencia de dos
clases de nano-estructuras, unas que se encontraban en una alta proporcion, con un diametro medio
24.6 £ 6.9nm y las otras en menor nimero, presentando un didmetro de 70 + 7.5nm y estas estan
alienadas formando los clusters. En este caso, se determin que el proceso de agregacion presenta un
comportamiento jerarquico, detectandose diferentes niveles de complejidad. La Df determinada fue
de 1.78+ 0.04, en este caso es posible suponer un mecanismo de crecimiento limitado por difusion
(DLA), en donde la anisotropia del agregado es el que rige incorporacién de la particula y no el
medio como en el caso del mecanismo de percolacion. Es importante destacar que a esta
concentracién por otros métodos hemos mostrado que el sistema es capaz de organizarse en forma de
oligbmeros esféricos pero también en estructuras lineales. Ademas, es posible hipotetizar la
presencia de fibras, teniendo en cuenta que por efecto del filtrado fue posible eliminar una elevada
concentracion proteinica (ver experimento de DLS a 613uM).

Al igual que en las concentraciones anteriores, la metodologia empleada en la preparacion de la
muestra modifico la morfologia y el tamafio de los oligdmeros de 33-mer sobre la superficie de
diéxido de silicio. Teniendo en cuenta esto es interesante destacar que los oligémeros del péptido 33-
mer presentaron la capacidad de formar diferentes estructuras dependiendo de las condiciones de
deshidratacion (solo en el caso del dioxido de silicio) y la hidrofobicidad de la superficie en la cual

se depositan.
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recubierto de dioxido de silicio A) Imagen en la que se observan nanoesferas rodeando nano-cilindros
dispuestos linealmente. B) Ampliaciéon de la regién marcada en A). C) Imagen mostrando la arquitectura

interna de los nano-cilindros. D) Ampliacién de C).

En la figura 75 fue posible observar la presencia de al menos dos tipos de nano-estructuras,
aquellas que se encontraban formando parte de los arreglos lineales, que poseian principalmente una
morfologia similar cilindricos, mientras que aquellas que no eran parte de los agregados lineales,
eran esféricas y més pequefias. Esta diferencia podria deberse a que en los arreglos lineales, varias
nanoesferas se auto-asociaron para dar lugar a la formacién de las nuevas estructuras como los
arreglos lineales. En este caso, es importante destacar que estos resultados se correlacionan
adecuadamente con los datos en los que se detectaron un cambio de estructura secundaria desde PPII
a una estructura de tipo B observados por CD y ATR-FT-IR. También estos se encuentran en
concordancia con los resultados obtenidos mediante DLS- Correlacion 3D, los cuales determinaron

que a todas las concentraciones, el sistema se encontraba en equilibrio con estructuras de diametros <
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100 nm pero también > 1000 nm, una vez que la muestra fue filtrada con un filtro de 200 nm de cut-
off. Las estructuras aqui detectadas podrian explicar el comportamiento dindmico observado en
solucion.

Para evaluar la topologia de estos agregados, la muestra fue analizada a través de STEM, lo cual
se presenta en la figura 76. Aqui fue posible observar las caracteristicas cilindricas de los agregados
que forman los arreglos lineales. Estudios previos han determinado que en sistemas modelos como

Phe-Phe, los nano-cilindros (nanorods) son precursores de fibras amiloide. %

Figura 76. Imagenes STEM del péptido 33-mer en agua (613 pM, pH 7.0) sobre un grid recubierto de didxido
de silicio. La muestra fue preparada mediante congelado-secado rdpido por sublimacion. A) En esta imagen se
observan los agregados lineales rodeados de nanoesferas. B) Imagen en la que se presenta otra region de la
muestra donde se observan nano-estructuras esféricas rodeando nano-cilindros dispuestos linealmente. C)
Ampliacién de la Imagen A). D) Ampliacion de la imagen C) presentando en detalle la morfologia de los nano-

cilindros.

Con el objetivo de estudiar con una mayor resolucion las nano-estructuras y teniendo la

disponibilidad del microscopio de Helio (Carl Zeiss Orion Plus) de la Universidad de Bielefeld, se
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estudio el espécimen con este microscopio. EI Microscopio de Helio, se caracteriza por presentar
grandes ventajas sobre los microscopios convencionales como reduccion de la carga, disminucion
del dafio de la muestra, elevada resolucion superficial sin la necesidad de realizar una metalizacion,
incremento de la profundidad de campo y una resolucién de 5 Angstrom. La clave de este sistema es
su fuente, la cual es una punta (tip) que tiene la morfologia de una pirdmide con un &pice de tres
atomos. Cuando punta es enfriado criogénicamente y expuesto a un elevado voltaje, (30 kV) en
presencia de Helio, el gas ionizado es generado en el apice de la punta. Esto se debe a que el campo
generado es solo lo suficientemente fuerte para ionizar al gas en esos tres &tomos. De estos se genera
una emision de iones, de los cuales solo la producida por uno de los atomos sera seleccionada. Por lo
tanto las imagenes se producen de la ionizacién generada por uno de los 4&tomos que actla como
fuente. Los iones generados son acelerados mediante la columna del microscopio en un haz que
posee la misma forma y patrén que el microscopio SEM. Debido a su elevada fuente de iones, la
apertura del haz usado es muy pequefia, por lo que aberraciones esféricas y cromaticas de la columna
de iones son insignificantes. Este microscopio exhibe una sustancial mejora en la resolucion, la cual
es 5 veces mayor que la de los modernos SEM. Ademas como la longitud de onda de Broglie de los
iones helio es muy pequefia, (debajo de un picometro para 30 kV de voltaje de aceleracion), el
tamafio del punto de iluminacién no se encuentra limitado por aberraciones de difraccion. Ademas,
se incrementa de la resolucion debido a la elevada masa del ion Helio que resulta en una elevada
cantidad de iones dispersados causando que la mayoria de la energia del haz se deposite en areas mas
profundas de la muestra. Esto resulta en la generacion de electrones secundarios que producen un
gran contraste y que provienen del Haz de iones. Normalmente, se producen entre 2-5 electrones por
ion de Helio. Debido a la elevada penetracion de los iones dispersados en las muestras biologicas,
hay menor probabilidad de que el haz produzca un dafio sobre la superficie de estas muestras que
poseen baja densidad. Al no depositar energia en la muestra, se genera un minimo dafio a 30 kV, que
es el empleado para observar en el rango de 0.1-0.4 pico- Angstrom. Por ltimo, la velocidad de

pulverizacion cat6dica es dos 6rdenes de magnitud menor que el galio a la misma energia del haz.
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Esto resulta en que las muestras bioldgicas pueden ser observadas de manera repetida por tiempos

prolongados antes de detectar un notable dafio. %%’
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Figura 77. A) Comparacion de la penetracion del Haz en un Microscopio SEM convencional con respecto al

Microscopio de Helio. B) Diagrama presentando la estructura interna del microscopio de Helio.

Utilizando esta microscopia, fue posible visualizar con mayor resolucién los agregados lineales
del 33-mer como fibras y filamentos (Figura 78A). Estos poseian un diametro de alrededor de 20 nm
(Figura 78B) y se encontraban rodeados por nano particulas mas pequefias. Estas imagenes son
similares, a las observadas previamente y a las obtenidas por TEM en un grid de Formvar utilizando
acetato de uranilo y también por AFM sobre mica a una concentracion similar (Comparar figuras 33,
34 y 54, 55), lo cual nos permite afirmar que el péptido 33-mer es capaz de formar agregados
supramoleculares, lo cual justifica la polidispersidad y dinamica observada en DLS y experimentos

de anisotropia de estado estacionario.

287 ], Notte et al, 'An Introduction to the Helium lon Microscope' (2007) 931(1) AIP Conference
Proceedings 489.
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Figura 78. Imagenes obtenidas con el Microscopio de ion Helio del péptido 33-mer (613 uM, pH 7.0) en agua
depositado sobre un grid recubierto con SiO, La muestra fue preparada mediante congelado y secado por
sublimacién. A) Imagen tomada en otra region de la muestra en la cual se puede observan agregados dispuestos
linealmente que se generan a partir de la asociacion de estructuras menores. B) Imagen en la que se detecta
nano-estructuras de morfologia cilindrica (a), estas forman estructuras lineales (b) mediante auto-asociacion.
En las imagenes C) y D) se pueden observar en detalle la arquitectura de las estructuras lineales y las

nanoesferas que la rodean. En C) se sefiala la estructura fibrilar.

Por otro lado, se observaron diferentes nano-estructuras, las cuales son presentadas en la figura

79.



Capitulo IV: Resultados y Discusion 165

v & 0 = in L | = L
3 30 35 40 45
oJ Diametro [nm]

on el Microscopio de ion Helio del péptido 33-mer (613 pM, pH 7.0) en agua

depositado sobre un grid recubierto con SiO, La muestra fue preparada mediante congelado y secado por
sublimacién. A) Imagen en la que se observa nano-estructuras esféricas y agregados amorfos. B) Ampliacion
de una region sefialada en A en la que se observan diferentes nano-estructuras: a) nanoesferas aisladas, b)
acercamiento entre las estructuras detectadas en a) y en c¢) formacion de un nano-cilindros mediante la
asociacion de dos nano-estructuras esféricas. C) Imagen obtenida en otra regién de la muestra en la cual se
puede observar: a) acercamiento entre nano-esferas aisladas, b) formacion de un nano-cilindros, ¢) asociacion
de nano-cilindros en los extremos, d) asociacion de nano-cilindros dispuestos de manera lineal. €) estructura
lineal formada por la asociacion lateral de agregados lineales de nano-cilindros. D) Distribucién de diametros

de las esferas observadas en B (n=50).

Las nanoesferas aisladas poseen un didmetro medio de 33.8 + 7.6 nm. Estas se asocian para dar
lugar a nano-cilindros Los nano-cilindros, tienen una dimension de 127.04 + 30.61 nm de largo y de
70.136 +16.39 de ancho, es posible hipotetizar que se formaron por interaccion de las nano-esferas.

(Figura 79 B y C) Ademas, fue posible detectar que los nano-cilindros se asociaban dando lugar a
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estructuras lineales. Ademas estas estructuras lineales interactuaban de manera lateral formando
agregados mayores. Se determiné la Df de la imagen 79 B, siendo esta de 1.72 +0.04, compatible con
el mecanismo de DLA. El cambio estructural, esfera-cilindro, observado a esta concentracion, se
correlaciona con los resultados estructurales obtenidos en solucion (CD) y superficie (ATR-FT-IR).
Por otro lado, se detectaron estructuras lineales preformadas, como fibras y filamentos y nanoesferas
(aisladas y parte de agregados lineales), ademas nano-cilindros formando parte de los agregados
lineales. Este hallazgo se correlaciona con los datos obtenidos mediante DLS. Mediante esta técnica,
se observé que los agregados méas grandes se retenian en el filtro, mientras que los mas pequefios
eran capaces de formar estructuras mas grandes después de la filtracion. Ademas es de gran
importancia destacar que estos resultados son compatibles con los obtenidos en mica por AFM, por
TEM y SEM, en grid de Formvar y vidrio respectivamente. Las imagenes obtenidas por el
Microscopio de Helio han permitido obtener una mejor resolucion y contraste para todas las
estructuras presentes en la muestra. Esto permite hipotetizar un mecanismo jerarquico de auto-
ensamblado, iniciado por nano-esferas, luego formando nano-cilindros, los que luego se agrupan en
arreglos lineales y generando nano-cilindros apilados y finalmente filamentos y fibras.

Resumiendo, podemos concluir que 33-mer es capaz de auto-organizarse en las superficies de
HOPG vy de dioxido de silicio. En el HOPG fue posible detectar nanoesferas y estructuras planas
similares a las obtenidas en mica. Los oligdbmeros de 33-mer interaccionan fuertemente en esta
superficie con lo que es posible hipotetizar que en medio hidrofébico, como la superficie intestinal
de un individuo sano, estos podrian acumularse. En la superficie de didxido de silicio, el auto-
ensamblado del 33-mer fue dindmico y dependiente de las condiciones de preparacion del
espécimen, observandose que el aumento en la velocidad y metodologia de secado influia en la
morfologia final de los oligbmeros, obteniéndose agregados posiblemente a través de un mecanismo
de percolacion. Esta capacidad de cambio en la agregacion mediado por la superficie y la
deshidratacion también podria ser un evento importante en el balance entre la tolerancia y el

desarrollo de las enfermedades relacionadas. A través de la técnica de congelado y secado por
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sublimacion sobre dioxido de silicio y el uso de microscopio de Helio se pudo caracterizar la
morfologia de todos los agregados presentes a 613 M, aportando herramientas para justificar el

mecanismo de auto-organizacién propuesto.



168

Capitulo V:

Conclusiones



Conclusiones 169

Conclusiones del Capitulo II1

Se evaluo la capacidad de la proteina gliadina de formar estructuras supramoleculares en dos pHs
relacionados con el proceso de digestion humana. Las principales isoformas de los sistemas
estudiados estaban constituidas por alfa y beta gliadinas. Estas demostraron auto-organizarse tanto a
pH 3.0 como a 7.0.

A pH 3.0 se observo un comportamiento del tipo micelar o core-shell del sistema, en el cual
existia una incipiente inestabilidad, reportada por el potencial Z, sin embargo las estructuras se
encontraban estabilizadas en solucion probablemente por interacciones con el solvente. Se observo
mediante TEM que las nano-estructuras se disponian aisladas pero cercanas entre si. Al realizar las
microscopias SEM sobre vidrio, se determind la existencia de un arreglo del tipo fractal, regido por
un mecanismo DLA. Este comportamiento ha sido reportado para proteinas como la sericina *#®y
silicateninas %* bajo condiciones de baja fuerza i6nica. Ademas estas nano-particulas han
demostrado unir la sonda Rojo Nilo, permitiendo determinar que estas exponen regiones
hidrofébicas.

Luego, al incrementar el pH de 3.0 a 7.0, se observé un aumento de la atraccion de las particulas,
debido a la cercania al punto isoeléctrico. Esto provocaria que las particulas se encuentren mediante
movimiento Browniano y tiendan a auto-asociarse. Luego de realizar la correspondiente
centrifugacion a este pH, permanecieron en solucion aquellas estructuras que poseian la capacidad de
interactuar con las moléculas del agua mediante puente hidrégeno. Al observarlas mediante ME, se
determind que estas nano-estructuras, se asocian formando clusters y agregados del tipo amorfo. El
cambio de pH como modulador de las estructuras auto-organizadas ha sido descripto para la proteina
caseina pero con la disminucién de este pardmetro. En el caso de la caseina los agregados
permanecen estables a pH 6.8, una vez que se disminuye el pH, el sistema forma agregados

coloidales precipitando. **Por otro lado, se ha observado que a pH 7.0 la sonda Rojo Nilo no es
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capaz de unirse. Esto podria explicarse mediante un cambio en el grado de compactacion de las
cadenas laterales de las proteinas cuando se produce la transicion de pH 3.0 a 7.0. Estas particulas
estarian estabilizadas en solucion por puente hidrogeno con el agua, con lo que si hubiera interaccion
con el Rojo Nilo, ocurriria un apagamiento de la fluorescencia.

Por otro lado, previamente se ha reportado que la gliadina no puede ser degradar completamente
por las enzimas digestivas como la pepsina (pH de actividad 2-3) y tripsina (pH 7), tanto en
condiciones in vitro como in vivo. ** Utilizando técnicas bioinforméticas como Peptide Cutter de
Expasy, se ha podido proponer la existencia de aproximadamente 89 sitios de corte con las enzimas
digestivas pepsina, tripsina y quimiotripsina. Ademas, se ha podido predecir que estas proteinas
tendrian un elevado componente de desorden en su estructura, lo cual se encuentra en concordancia
con lo observado mediante CD. También, estas proteinas presentarian una elevada accesibilidad al
solvente, por lo que el corte con estas enzimas deberia encontrarse favorecido, sino estuvieran
agregadas. Teniendo en cuenta que este proceso de degradacion enzimatica no ocurre completamente
y considerando los hallazgos realizados en este trabajo, es posible hipotetizar que las gliadinas
podrian adoptar una estructura del tipo coloidal, la cual disminuiria la accesibilidad de las enzimas a
sitios de corte especificos. Por otro lado, considerando que los ensayos inmunoldgicos en los que se

emplea esta mezcla proteica son llevados a cabo a pH neutro,**® 2*

se podria hipotetizar que los
agregados de gliadina podrian inducir una respuesta inmune.

Como perspectiva para continuar estos estudios, se propone utilizar la técnica de SAXS y
Dispersion de Luz Dinamica para evaluar los agregados en solucién y la evolucién del proceso de

digestion por la enzima pepsina. Ademas, seria interesante aislar los agregados de gliadina y probar

la capacidad de induccidn de respuesta inmune en células.

%88 5. Drago et al, 'Gliadin, zonulin and gut permeability: Effects on celiac and non-celiac intestinal
mucosa and intestinal cell lines' (2006/04/26) (2006) 41(4) Scand J Gastroenterol 408.

289 M. Sellitto et al, 'Proof of concept of microbiome-metabolome analysis and delayed gluten exposure
on celiac disease autoimmunity in genetically at-risk infants' (2012/03/21) (2012) 7(3) PLoS One e33387.
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Esquema 5. Hipotesis de la auto-agregacion de la proteina gliadina. La gliadina a pH 3.0 forma nano-
estructuras esféricas que exponen sitio de unién a sondas hidrofébicas como el Rojo Nilo, tanto de manera
profunda como superficial. Cuando estas nano-particulas sufren un cambio de pH a 7.0, las mismas se agregan
y compactan, reduciendo la exposicién de sitios de unién al Rojo Nilo, permaneciendo solo algunas moléculas
depositadas sobre las superficies del agregado, las cuales interaccionarian con el agua superficial, apagando la

fluorescencia .
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Conclusiones del Capitulo I'V

Se ha investigado la estructura secundaria del péptido 33-mer de la proteina alfa-2 gliadina, y su
capacidad de auto-organizarse en solucion y sobre superficies de diferente hidrofobicidad. En primer
lugar se pudo establecer que 33-mer es capaz de auto-organizarse en solucion y presentar cambios
conformacionales, dependientes de la concentracién. Inicialmente a bajas concentraciones (46-197
HUM) el equilibrio se produce entre una estructura desordenada a una PPIIl, y a concentraciones
mayores de 197 uM el porcentaje de estructura de tipo B aumento. Esta transicion conformacional
ocurrié tanto en agua como en presencia de sales, de manera reversibles. Para visualizar las
caracteristicas de los oligdbmeros se realizaron estudios de microscopia electronica, detectando
diferentes estructuras cuaternarias a la concentracion de 613 uM como nano-esferas, filamentos y
fibras. Al hacer uso de técnicas bioinformaticas simples, se puso de manifiesto la hidrofilicidad de
33.mer, lo que no era evidente de su estructura primaria. Se calculd la distribucion de cargas
parciales, poniendo de manifiesto la naturaleza anfifilica, lo cual explicaria, inicialmente, la
capacidad de formar oligbmeros en agua. Ademas, se construyd un modelo de dimero utilizando
herramientas de dinamica molecular. Posiblemente las interacciones del tipo hidrofébica y la
capacidad de formar puente hidrégenos de los residuos glutamina juegan un rol importante en la
estabilizacién de los agregados en solucion.

Para evaluar el tamafio de los oligémeros en solucion, se utilizé la técnica de DLS- Correlacién
3D. Mediante esta fue posible determinar que este péptido era capaz de formar oligdbmeros en
solucion de distintos tamafios, y estos se encontraban en un equilibrio dinamico entre si,
evidenciando meta-estabilidad y continua remodelacion. Ademas, fue posible determinar que a
concentraciones mayores de 200 puM, existen agregados de gran tamafio como fibras, las cuales

fueron separadas por filtracion. Por otro lado, el sistema fue estudiado utilizando la fluorescencia
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intrinseca de tirosina de estado estacionario y fluorescencia resuelta en el tiempo, corroborando los
hallazgos observados mediante CD y DLS-Correlacion 3 D, confirmando los cambios estructurales
observados a diferentes concentraciones y la dinamica de asociacién de este sistema. Finalmente,
mediante el uso de la técnica de ATR-FTIR, se observd un comportamiento conformacional en
superficie, similar al observado mediante CD. Esto indica que al producirse un incremento de la
concentracion del mismo, se genera un cambio conformacional desde un tipo de estructura
desordenada/PPIl a un tipo de estructuras del tipo B paralela, estructura secundaria relacionada con
enfermedades conformacionales, como Alzheimer y Parkinson. Teniendo en cuenta la relacion entre
nano-particulas y respuesta inmune, la existencia de oligdmeros del 33-mer en solucion, podria
explicar la respuesta inmune inicial, la resistencia a la protedlisis previamente informada y que éste
péptido sea capaz de atravesar membranas celulares.

Utilizando la técnica de AFM en modo contacto, fue posible evaluar la oligomerizacion del
péptido 33-mer en funcion de la concentracion sobre una superficie mimética de membranas
celulares como la superficie de mica. Es posible concluir que el péptido 33-mer es capaz de auto-
organizarse de manera dependiente de la concentracion sobre esta superficie, originando diferentes
estructuras cuaternarias. A 6 UM se detectaron nano-estructuras esféricas y pequefios clusteres. A 60
y 250 uM, se observaron esferas alineadas, arreglos del tipo anulares y estructuras filamentosas. Este
tipo de estructuras no solo fueron detectadas en agua, sino que también en presencia de buffer
HEPES, por lo que el sistema tiende a organizarse de una manera estable y reproducible. Mediante la
determinacion de la Df, se pudo establecer que este péptido se auto-organiza por un mecanismo de
Agregacion Limitada por la Difusion. A 600 uM se observd que ademas de oligdmeros pequefios,
filamentos interconectados y placas, estas Ultimas podrian ser el producto de interacciones laterales
de los filamentos. Este proceso de auto-ensamblado puede ser descripto mediante un mecanismo de
agregacion limitado por la difusion de particulas coloidales. La presencia de diferentes morfologias,
sugiere que la geometria especifica del 33-mer juega un rol importante en la organizacion del péptido

en fibras. Incrementando la concentracion se detectd la presencia de agregados pequefios y
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filamentos, sin estructuras intermedias lo cual es caracteristico de sistemas en los que la geometria de
los contactos presenta una anisotropia que favorece la interaccidn de las nano-estructuras en un eje
preferencial, lo cual es un mecanismo de organizacion tipico de estructuras [-paralelas. Es asi que
los filamentos generados actian como centros de nucleacion secundaria, dirigiendo el crecimiento
hacia la formacién de fibras y placas. ElI conocimiento actual del comportamiento del 33-mer en

solucion y sobre mica se resume en el Esquema 6.
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Esquema 6. Resumen de los resultados de la auto-organizacion del péptido 33-mer. Resultados obtenidos
mediante AFM en mica, CD., ATR-FTIR, DLS-Correlacién 3D y fluorescencia intrinseca realizados de

manera concentracion dependiente.
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Finalmente se evaluo el proceso de auto-organizacion de 33-mer sobre dos superficies miméticas
del lumen intestinal, como son el HOPG (intestino normal, impermeable) didxido de silicio (aumento
de la permeabilidad intestinal, como en el caso del intestino de pacientes celiacos). En el HOPG se
detectaron nanoesferas y estructuras planas similares a las observadas en mica. Al realizar los
lavados, se ha observado que el péptido 33-mer interactla fuertemente con esta superficie. Debido a
ello, es posible hipotetizar que en un medio hidrofébico, como la superficie intestinal de un
individuo sano, estos podrian permanecer y acumularse. Este hecho junto a la capacidad del péptido
de presentar cambios conformacionales hacia una estructura § paralela a medida que se incrementa la
concentracion, podria ser un disparador de diversas patologias, en particular la enfermedad celiaca y
la sensibilidad al gluten, al menos en estadios iniciales, antes del evento inflamatorio y al aumento de
la permeabilidad.

En el caso de la superficie de dioxido de silicio, el auto-ensamblado del 33-mer fue dinamico y
dependiente de las condiciones de deshidratacion. En este caso se observd como el aumento en la
velocidad y metodologia de secado, influia en la morfologia final de las estructuras observadas. A
diferencia de la superficie mica y HOPG en la cuales el crecimiento de los agregados sigue
claramente un mecanismo fractal DLA, en didxido de silicio la agregacién sigue un mecanismo que
de percolacién.

Finalmente a través de la técnica de congelado y secado por sublimacion, fue posible obtener
imagenes muy similares a las observadas sobre otras superficies y mediante otras microscopias, por
lo que se hipotetiza que estas nano-estructuras se encuentran en solucion.

Las iméagenes obtenidas por el HIM, permitieron revelar las distintas estructuras cuaternarias que el
33-mer es capaz de formar, y esto permite proponer un orden jerarquico entre ellas, desde nano-
estructuras esféricas aisladas a la formacion de nano-cilindros, seguido por la asociaciéon de estos
nano-cilindros en forma lineal y finalmente la formacion de fibras por asociacion lateral de estas

estructuras lineales. La existencia de estos agregados nano- cilindricos como un motivo estructural
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intermedio en el proceso de agregacion, podria explicar el cambio de conformacion del sistema

desde PPII a una estructura del tipo B paralela observado.
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Esquema 7. Hipotesis de la auto-organizacién del péptido 33-mer utilizando la informacion obtenida a partir

de HIM:

Como concusion final, es posible comentar que durante el desarrollo de este trabajo doctoral, se
ha demostrado que el péptido 33-mer se encuentra en un equilibrio dindmico entre diferentes nano-
estructuras, en solucion acuosa y en superficies mimético de membranas, como la mica. Sobre una
superficie mimética del lumen intestinal (HOPG) es capaz de auto-ensamblarse y permanecer
interactuando sobre dicha superficie. Ademas, este posee una elevada ductilidad, ya que la
morfologia de los agregados puede cambiar de acuerdo a factores como las caracteristicas de la
superficie y condiciones tales como la deshidratacion de la muestra.

Estas propiedades que presenta el péptido, podrian ser las responsables de permanencia y
concentracién en la mucosa intestinal, y su elevada resistencia a la degradacion, detectado en

experimentos de perfusién en murinos. Ademas, es posible hipotetizar que cuando se produce un
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cambio o estrés en el lumen intestinal que lleve a un aumento de su permeabilidad, el péptido seria
capaz de remodelarse estructural y morfolégicamente e ingresar hacia la lamina propia. El ingreso
del péptido en forma de agregados esféricos seria un disparador molecular, ain desconocido.

En estudios posteriores se planeta realizar estudios de difraccidn de rayos x y SAXS para estudiar
la estructura, morfologia y caracteristicas de los agregados en solucion, para confirmar estos
hallazgos. Ademas se propone realizar protocolo de cross-linkig en el cual se fijen los agregados en
solucion, permitiendo luego aislar a los mismos y evaluarlos tanto sus propiedades estructurales
como la respuesta inmunolégica que estos producen.

Por lo expuesto, estos resultados de investigacion basica podrian aportar informacion relevante a

la investigacion biomédica de las patologias relacionadas con el consumo de gluten.
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En esta tesis se estudiaron dos sistemas relacionados, la gliadina y su péptido 33-mer.
Considerando las diferencias metodoldgicas entre ambos, se decidio tratar este capitulo en dos
apartados, correspondientes a cada uno de los sistemas.

6.1. Métodos del Capitulo I11.
6.1.1. Preparacion de las muestras.

Se prepar6 una solucién de gliadina (Sigma-Aldrich) de concentracién 1mg / ml en HCI 0.01M,
10 mM de NaCl, pH 3.0. Es importante destacar que esta preparacion comercial esta constituida por
una mezcla de gliadinas a, B, Y y @. Con el objetivo de lograr la disolucion de las proteinas, se la
incubd por 12 horas en heladera. La solucion obtenida fue centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos,
separandose un sobrenadante y un pellet. Se retird el sobrenadante, el cual fue fraccionado en dos
alicuotas. Una de ellas fue llevada a pH 7.0 con una concentracién adecuada de NaOH, mientras que
la otra no fue mantenida a pH 3.0.

Las soluciones a pH 3.0 y 7.0, fueron nuevamente centrifugadas a 14000 rpm durante 15
minutos. Los sobrenadantes obtenidos fueron empleados en los estudios de caracterizacion

desarrollados.

6.1.2. Espectroscopia UV-Visible.

Se adquirieron los espectros UV-Visibles de las soluciones de gliadina a pH 3.0 y 7.0, antes de la
centrifugacion, considerando a estas como soluciones totales, y a las obtenidas luego de aplicar este
procedimiento. Estas Ultimas son las soluciones a estudiar, que serdn nombradas en forma
convencional como soluciones pH 3.0 y 7.0. Este estudio fue llevado a cabo mediante un barrido
espectral entre 240 a 400 nm. Para esto se utilizé un espectrofotometro V-630 BIO JASCO acoplado
a un sistema de Peltier, que permite controlar la temperatura. Las medidas se llevaron a cabo a 25°C.
Se realizaron las derivadas segundas. Se calculé el indice de agregacion, a través de la siguiente

ecuacion:

LLA.[%] = (M) (Ecuacion 2)

A280_A350
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De acuerdo a este indice la escala usada fue la siguiente: a) entre 0-2: solucion; b) entre 2-5;
formacion de algunos agregados; c) > 5: agregacion elevada.

La determinacion de la tirosina fue realizada mediante el método de Bencze et. al. Para esto, las
soluciones de gliadina a pH 3.0 y 7.0 fueron tratadas con NaOH para lograr la concentracion final de
0.1 M NaOH, pH 12.0. Los espectros UV-Vis fueron adquiridos y la relacion entre ambos
aminodacidos fue determinado mediante un andlisis de regresion utilizando datos teéricos presentados

por Bencze, et.al.'*!

6.1.3. SDS-PAGE.
Las fracciones de gliadina fueron identificadas mediante SDS-PAGE. Para ello 15 pg de proteina
de las soluciones pH 3.0 y pH 7.0, fueron preparadas en buffer Laemmli (1.5 M Tris pH 6.8, 20%
SDS, 10% 2-ME, 20% glicerol, 2% Azul de bromofenol).Las mismas fueron sembradas en un gel al
8% vy la electroforesis fue llevada a cabo a 150 Volts, en un tiempo de 1.5 hs. Como marcador de
peso molecular, fue empleado Fibrindgeno cuyas fracciones son Ao de 65 Kda, Bp de 55 Kda y y de
47 Kda.”® Para realizar la identificacion, de las proteinas, se utilizé una adaptacion de una tincion

estandar de plata®".

6.1.4. Determinacion del Potencial Z.
Se empled un equipo Zetasizer Nano de Malvern. Mediante la aplicacion de las ecuaciones
adecuadas, se pudo determinar la carga superficial de las particulas en solucion.
6.1.5. Microscopias electronicas.
Las muestras para estas microscopias fueron realizadas por duplicado. Los controles
correspondientes usando la solucién sin péptido fueron preparados. En estos no se observaron ni

fibras ni nano-esferas.

2% M. Okuda, Y. Uemura y N. Tatsumi, ‘Quality control material for plasma fibrinogen test produced
from purified human fibrinogen' (2003) 25(4) J Autom Methods Manag Chem 79.

21 H. Blum, H. Beier y H. J. Gross, 'Improved silver staining of plant proteins, RNA and DNA in
polyacrylamide gels' (Pt Wiley Subscription Services, Inc., A Wiley Company) (1987) 8(2)
ELECTROPHORESIS 93.
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Microscopia Electronica de Transmisién (TEM). Para estas observaciones se utilizd un
microscopio Philips CM 100 con un haz de 80kV.La muestra fue depositada sobre un grid cubierto
con Formvar y tefiida usando acetato de uranilo.

Microscopia Electronica de Escaneo (SEM). Una alicuota de la solucién de gliadina (20 uL) fue
depositada sobre una superficie de vidrio y se dejé secar en una caja de Petri. La muestra fue
metalizada usando Au(0) utilizando un Sputter coater Pelco 91000 y observada mediante un equipo
JSM-35 CF equipado con un detector de electrones secundarios (EVO 40). Todas las Imagenes
fueron analizadas utilizando el software Image J.

6.1.6. Analisis fractal

El andlisis de la fractalidad de las imagenes de SEM de la proteina gliadina a pH 3.0 fue realizada
utilizando el método de conteo por caja. Esta es una medida de la complejidad del sistema. Es una
regla escalar usada para comparar como el detalle de un patron cambia cuando la escala varia desde
una menor a una mayor resolucion. Mateméaticamente se expresa como:

N « €7Pf (Ecuacion 3)

Donde Df es la dimension fractal, N es el nimero de piezas observadas en cada nueva resolucion

y € es la escala usada para cada pieza.

El plugin Frac Lac del software Image J fue empleado para determinacion Df. EI método de
conteo de caja se basa en colocar varios grids o cuadrados sobre la imagen, se decrece su tamafio
sobre esta y se adquieren los datos para cada grid generado. El programa brinda una Df obtenida
mediante la aplicacion de varios algoritmos matematicos.

Para el andlisis de la imagen, estas fueron transformadas a un formato 8-bit y se utilizaron los
valores de caja de 4, 8, 16, 32, 64 and 128 para cada imagen, con el objetivo de obtener la Dimension

fractal (Df) en toda la imagen.

6.1.7. Dicroismo Circular.
Los espectros de CD de los sistemas de gliadina a pH 3.0 y pH 7.0 fueron adquiridos utilizando

un espectrofotometro Jasco J-810 CD usando un sistema Peltier a temperatura controlada. Se
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realizaron 3 scans en el rango de 190-250 nm a 20°C. La velocidad de escaneo fue de 50 nm / miny
se utilizaron cubetas de 1 mm de Cuarzo. Las soluciones de agua a pH 3.0 y 7.0 fueron medidas en
las mismas condiciones y sustraidos al espectro de la gliadina. Un suavizado para reducir el ruido fue
realizado utilizando un método binomial. Los gréficos fueron representados usando el programa
OriginLab.
6.1.8. Estudio Bioinformaético de la gliadina.

El estudio bioinformatico de las secuencias de gliadina a gliadina (Codigo:Q9M4L6 de Uni Prot)
y la o/p (Cddigo: P18573 de Uni Prot) fue realizado mediante diferentes programas y servidores. La
determinacion de parametros fisicoquimicos fue realizado utilizando Prot Param tool de ExPasy. El
perfil Hidropatico fue realizado mediante ProtScale de ExPasy, usando la escala de Kyte-Doolittle.
Los perfiles de accesibilidad fueron realizando utilizando el servidor ACCpro. La prediccion de la
estructura secundaria y un modelo tridimensional de las mismas fue realizada utilizando el servidor
I-TASSER. Por ultimo, la prediccion de cortes con enzimas se realizd utilizando la herramienta

Peptide Cutter de ExPasy.

6.1.9. Espectroscopia de fluorescencia de estado estacionario.

Con la finalidad de conocer caracteristicas estructurales de las proteinas presentes en las
soluciones a ambos pHs, se procedié a realizar espectros de fluorescencia intrinseca. Para ello se
seleccion6 como fluordforo al residuo triptéfano. Las muestras fueron excitadas a una longitud de
295 nm, recolectando la emision entre 300-450 nm, utilizando pasos o slits de excitacién y de
emision de 5 nm respectivamente. Los espectros fueron obtenidos a 25°C, utilizando un
espectrofluorimetro Shimadzu RF. Para comparar ambas condiciones experimentales, se graficaron
los espectros de fluorescencia normalizados.

6.1.10. Evaluacion de la interaccion del colorante Rojo Nilo.

Se estudio la capacidad de interaccion del colorante Rojo Nilo con la proteina gliadina, a ambos

pHs. Para ello, se realiz6 una titulacion, mediante agregados sucesivos de colorante Rojo Nilo de

concentracion 0.5mM a cada solucidn respectivamente. Se registré el espectro de emision del
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colorante utilizando un Fluorimetro Shimadzu RF. La muestra fue excitada a 552 nm y a 590 nm y
los espectros de emision fueron adquiridos entre 580 a 700nm y a 600a 720 nm respectivamente. Se
utilizaron slits de excitacién y de emisiébn de 5 nm respectivamente. Los espectros fueron
recolectados a 25°C, luego de 10 minutos del agregado del fluoréforo para permitir que el sistema
llegue al equilibrio. De cada espectro fue normalizado y realizando los espectros de la derivada
segunda utilizando el software OriginLab. Los espectros fueron suavizados usando el método de
Savitzky-Golay usando una funcion de segundo orden utilizando 30 puntos del espectro.

Experimentos de titulacién con Rojo Nilo fue llevado a cabo con el objetivo de obtener una
constante de union aparente global. A 2 ml de una solucion de gliadina se le afiadido 4 pde solucién
de Rojo Nilo (0.05 mM), y las muestras fueron incubadas durante 10 minutos. Las muestras fueron
excitadas a 552 nm a 25°C y los espectros de emision fueron adquiridos entre 560 and 700 nm. La
intensidad de fluorescencia fue corregida por efecto de filtro interno, que se debe a la capacidad de la
sonda de absorber a la longitud de onda de excitacion. Esta correccion fue realizada multiplicando la
fluorescencia obtenida por el factor 10®em*Axexc/2) Para aplicar este, se midieron los espectros de
absorcién del Rojo Nilo a varias concentraciones a pH 3.0 y 7.0 a 10 mM NaCl, usando un paso
Optico de 10 nm. Las correspondientes curvas controles en agua fueron realizadas tanto para las
medidas de fluorescencia como absorcion. La fluorescencia no especifica fue sustraida del total de
intensidad de fluorescencia del sistema de gliadina en cada pH y concentraciéon de Rojo Nilo. Los
valores de fluorescencia obtenidos se corresponden a la fluorescencia especifica. Teniendo en cuenta
la forma de la curva de titulacién, la constante de disociacién (Kd) fue obtenida usando la regresion
de Hill que provee el software OriginLab.

6.1.11. Liberacion de la sonda Rojo Nilo.

La solucién de gliadina a pH 3.0 fue preparada tal como se describié anteriormente. 4 pl de Rojo
Nilo fueron afiadidos a 2ml de solucién de gliadina, hasta alcanzar la concentracién final de 0.6 pM
final. Luego de cada agregado, la muestra se incubd durante 10 minutos. Dos alicuotas fueron

separadas y una de ellas fue llevada a pH 7.0, donde se produjo una separacion de fases, por lo que
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se realiz6 una centrifugacion a 14.000 rpm, obteniendo una suspension clara. Los espectros de Rojo
Nilo en ambas condiciones fueron adquiridos usando un Shimadzu RFPC. La excitacion se realizd a
552 nm usando slits de excitacion y de emisién de 3 y 5 nm, respectivamente. Soluciones de agua
con las Rojo Nilo a los correspondientes pHs fueron utilizadas como control y procesadas de igual
manera que la muestra. La fluorescencia no especifica fue sustraida en cada caso.

6.2. Materiales y Métodos del Capitulo IV: Estudio del péptido 33-mer de la proteina a-2

gliadina.

6.2.1. Seccion I: Elucidacion de la Estructura Secundaria del péptido 33-mer y su capacidad

de auto-organizarse

Como se ha comentado en el desarrollo de este capitulo, el péptido utilizado en estos
experimentos fue adquirido comercialmente a BioChem Shangai, en forma liofilizada con una pureza
> 95%. Se utilizé una metodologia Fmoc. La pureza y la integridad del mismo fueron determinadas
antes y después de los experimentos con el objetivo asegurar la no modificacion de la muestra
durante el estudio. Un anélisis de HPLC- Fase reversa fue realizado con un equipo Venusil XBP C18
250 x 4.6. Un gradiente de solventes binario A (CH;CN 0.1 %TFA) y B (H,O 0.1 %) fue empleados,
con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. La inyeccion fue de 10 pL. Los picos de HPLC fueron
monitoreados por absorbancia UV a A=220 nm y su identidad confirmada por Espectrometria de
Masas. El tiempos de retencion fue de 12.715 min obtenido en las siguientes condiciones
experimentales: CH3;CN /H,O con 0.1% TFA, 28- 100%A 25 min. HPLC-MS: m/z 1958.61 (M+ +
2H)*" 1305.16 (M+ + 3H)** La determinacion precisa de la masa fue realizada mediante ESI (ESI
nano-MS) masa del ion: 978.26472 (desviacion 0.10), masa calculada para el i6n: 978.26463
(desviacion 0.11); Formula Molecular(C190H273N43047)H4™, Los cromatogramas obtenidos y los
correspondientes espectros de masas se presentan en el Apéndice.

6.2.1.1. Espectroscopia UV-Visible.
Se adquirieron los espectros UV-Visibles de las soluciones del péptido 33-mer en agua a las

distintas concentraciones (32-583 uM). Ese realiz6 un barrido espectral entre 240 a 400 nm. Para
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esto se utilizd un espectrofotometro V-630 BIO JASCO acoplado a un sistema de Peltier, que

permite controlar la temperatura. Las medidas se realizaron a 25°C.Se realizaron las derivadas

segundas, aplicando un suavizado usando una ecuacion de Savitzky-Golay. Las mismas fueron

fiteadas mediante una funcién ctbica usando un filtro de 9 puntos y se superponiendo de 99 puntos.
6.2.1.2. Dicroismo Circular.

Los espectros de Dicroismo Circular fueron llevados a cabo en un espectrometro Jasco J-810 CD
con un sistema Peltier para controlar la temperatura. Los espectros fueron llevados a cabo realizando
tres repeticiones en un rango desde 190-250 nm, a las temperaturas seleccionadas (desde -10 °C a
37°C con una incubacion de 5 minutos). La velocidad de adquisicién fue de 50 nm/min y fueron
usadas cubetas de 1y 0.1 mm de paso Optico. Los correspondientes controles de agua y buffer fueron
realizados. Para reducir la relacion sefial ruido se aplico un suavizado utilizando la ecuacion de
Savitzky-Golay. Los datos fueron presentados como el promedio de la elipticidad molar por residuo
en, expresado en deg cm’® dmol % Las muestras fueron monitoreadas a distintos tiempos,

observandose los mismos resultados.

6.2.1.3. Estudio Bioinformatico del péptido 33-mer. Evaluacion del péptido mediante dinamica

molecular y determinacién de la distribucién de cargas parciales.

El estudio bioinformatico se realiz6 utilizando Prot Param tool de ExPasy.

Para simulaciones de dinamica molecular, el modelo inicial del péptido fue realizado utilizando el
software Abalone, adicionando cada aminoéacido de a uno en una estructura PPIl. (¢ = -75°, y =
160°). El modelo electrostatico fue realizado usando un campo de fuerza PARSE, implementado por
el software PDB2PQR. Todas las simulaciones de dinamica molecular fueron realizadas con
GROMACS usando el campo de fuerza OPL/AA/L. Estos fueron corridos usando agua explicita con
el modelo SPC. EI monédmero y dimero del péptido fueron solvatados en una caja cubica de 15 nm x
15 nm x15 nm. Las condiciones de periddicas limites fueron aplicadas y un cutt off de 0.9 mm fue

usado para las interacciones de Leonard Jones. Una restriccion en todos los enlaces fue utilizada. Las
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interacciones electrostaticas de largo alcance fueron tratadas usando el método de resumen de
Particle Mesh Ewald con un espaciamiento de Fourier de 0.12 y un cuarto orden de interpolacién.
Todas las simulaciones fueron realizadas en el conjunto NVT a 310 K. El péptido y el solvente
fueron acoplados a un mismo batch de referencia de temperatura con un tiempo constante de 2 ps
usando el método de Berendsen . Un paso de integracion de 2 fs fue usado y las coordenadas fueron
guardadas cada 10 ps.

Con un solo péptido una simulacion de 5 ns fue corrida en agua explicita con el objetivo de
obtener la estructura de menor energia. Luego un dimero fue realizado con dos péptidos relajados,
considerando complementariedad de cargas, minimizando la energia. Luego se llevé a cabo una
simulacion de 5 ns que mostré una estructura estable. EI modelo final fue estructuralmente validado
y mantuvo un elevado contenido de estructura PPII.

6.2.1.4. Microscopia Electrénica.

Las muestras para estas microscopias fueron realizadas por duplicado. Los controles
correspondientes usando la solucion sin péptido fueron llevados a cabo. En estos no se observaron
fibras ni nano-esferas. Las muestras presentaron una buena reproducibilidad en un periodo de tiempo
desde 1 hora a 5 meses. Las imagenes fueron analizadas utilizando Image J.

Microscopia Electronica de Escaneo (SEM). Alicuotas de péptido 33-mer (en agua y en
bufferdmM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM fosfato y 15 mM NaCl a pH 7.0) se
depositaron en grids de cobre (200 mesh) cubiertos por Formvar. La muestra fue tefiida
negativamente acetato de uranilo al 2% en agua. Luego de dos minutos de permitir la interaccién de
la muestra, el exceso de liquido fue removido y dejado secar. Las observaciones se llevaron a cabo
en un Microscopio JEOL 100CX II, operando a 100 kV.

Microscopia Electronica de Escaneo (SEM). Alicuotas del péptido 33-mer (en agua y en
bufferlmM citrato de sodio, 1 mM borato de sodio, 1 mM fosfato y 15 mM NaCl a pH 7.0) fueron
depositadas sobre una superficie de vidrio y mica respetivamente. Luego de permitir que la muestra

interactué por 5 minutos, se removid el exceso de liquido y las muestras se dejaron secar. Luego las
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muestras fueron metalizadas usando Au (0) usando un equipo de deposicion del metal sputter Pelco
91000 y fueron observas usando un microscopio JSM-35 CF, equipado con un detector de
electrones secundarios (EVO 40).
6.2.2. Seccion I1: Caracterizacion de los oligomeros del péptido 33-mer.
6.2.2.1. DLS-Correlacion 3D.

Los experimentos de DLS fueron llevados a cabo usando un Espectrometro DLS -Correlador 3D
(LS Instruments, Fribourg, Switzerland). La fuente de luz usada fue un laser de He-Ne laser que
opera en las longitudes de onda de 632.8 nm con un poder de salida de 30 mW. Los experimentos de
dispersién fueron llevados a cabo en un rango angular de 40° > 6 > 110°. Las muestras fueron
termostatizadas previamente por un periodo de 20 minutos con el objetivo de lograr la temperatura
deseada. Para obtener una linea de base bien definida, de las funciones de correlacion, las cubetas
fueron acumuladas por un periodo de 4 a 5 hs para cada funcién de correlacién. Para evitar la
presencia de agregados preformados, las muestras fueron filtradas antes de las medidas. Debido a
ello, todas las contribuciones corresponden a particulas de diametro mayor a 220 nm.

Debido a las fluctuaciones causadas por el movimiento browniano de las particulas, la dispersién
de la luz es una cantidad fluctuante. Estas fluctuaciones en intensidad (), pueden ser analizadas
como una funcidn de correlacion. La funcién de auto-correlacion del campo eléctrico normalizado gl
contiene informacién acerca de la dinamica del sistema que produce dispersion, en el caso de

soluciones micelares esta se describe por la siguiente ecuacion.

<Es*(t) Es (t+1)>

= ( Ecuacion 3)

gl(v)=
Donde Es= Dispersion del campo eléctrico Es* = conjugado complejo de Es y t =tiempo. En el

caso de muestras ideales mono-dispersas gl (t), se representa como una funcion mono-exponencial.

gl (t) = exp(-I't)  (Ecuacion 4)
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Donde T'= D q 2, con D siendo el coeficiente de difusion y que el vector de dispersion.
Normalmente las muestras son polidispersas y el decaimiento de la funcién de correlacion es

descripta mediante una suma de funciones exponenciales.
gl (1) = [ G(I) exp(-Tt) dI'  (Ecuacién 5)

G (I') es la funcién de distribucion de la taza de los coeficientes de relajacion. El analisis de la
ecuacién 5, puede realizarse diferentes métodos. Uno de los mas cominmente empleados es el
método que emplea el programa CONTIN.

A partir del valor medio de la taza de relajacion I, se puede obtener el coeficiente de difusion D:

D=Tq®  (Ecuacion 6)

El vector de dispersion esta dado por la ecuacion de Stokes-Einstein: T

q= 42“ sin (g) (Ecuacion 7)

Donde A es la longitud de onda del laser incidente, n el indice de refraccion del medio y 6 es el
angulo de dispersion. Conociendo el valor de D, Es posible obtener el radio hidrodindmico de las
muestras en solucion. El coeficiente de difusion translacional de particulas interactuando en
soluciones diluidas, deberia ser directamente proporcional a la fraccion de volumen @

Do =D [1+ od] (Ecuacion 8)

Donde, a es coeficiente de virial y Do el coeficiente de auto difusion de la ecuacion (Ecuacion 8).
Este ultimo puede ser obtenido mediante la extrapolacion a cero de la fraccion de volumen.

En este caso, las medidas de intensidad de las funciones de auto-correlacion fueron convertidas a
sus correspondientes campo de funciones de correlacion y analizadas usando el software CONTIN
de S. Provencher. *¥" Este provee la distribucion de la taza de intensidad ponderada de las estructuras
presentes en la muestra. Estas pueden ser convertidas en la distribucion de los coeficientes de
difusion aparente. Usando la ecuacion de Stokes-Einstein, los radios hidrodindmicos equivalentes a
esferas pudieron ser calculados.

Debido al comportamiento complejo de agregacion que presenta el péptido 33-mer, para



Materiales y Métodos 189

simplificar los resultados, los radios hidrodindmicos de cada corrida fueron agrupados en tres
categorias: <100, 100-1000 y > of 1000 nm.
6.2.2.2. Espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR).

Los espectros de IR fueron tomados a una temperatura constante de 21°C en un
espectrofotometro Equinox 55 (Bruker Optics, Ettlingen, Alemania) equipado con un accesorio de
reflectancia Golden Jate (Seca, Slough, United Kingdom) y un detector de cadmio-mercurio telurito
en nitrégeno liquido. El elemento de reflexion interna es un cristal de diamante de (2 x 2 mm) con
una apertura de 45° que permite obtener un solo campo de reflexién. Cada espectro fue adquirido
con el software OPUS y representa un promedio de 128 repeticiones (con el objetivo de reducir la
relacion sefial ruido). Cada espectro fue obtenido con una resolucion de 2 cm™ y entre las medidas se
realizo el purgado de la muestra con aire seco. Las muestras fueron preparadas colocando 2 pl (~10
ng) del péptido 33-mer en el cristal de diamante sobre la superficie y se secé la muestra bajo flujo de
nitrégeno, formandose un film delgado sobre la superficie. La deuteracion de la muestra fue
realizada dejando en contacto la muestra por 45minutos con nitrégeno saturado con ?H,0.

Se utilizd KINETICS de Matlab para los andlisis espectrales. Los datos de ATR-FTIR fueron
procesados sustrayendo las sefiales de vapor de agua que contribuyen en la regién 1562-1555 cm’,
siendo este un pico referencial. Los espectros fueron corregidos mediante la linea de base, (1792,
1729, 1575 and 1484 cm™) y suavizados con una resolucion de 4 cm™y se aplicé la Transformada de
Fourier mediante una linea de a Gaussian, en la region Amida | (1729-1575 cm™). Las intensidades
espectrales fueron re-escaladas en la regién amida | para normalizar el contenido de péptido entre las
muestras. Finalmente todos los espectros fueron de-convolucionados utilizando el factor de
deconvolucién de Lorentz, con un ancho total igual en la octava parte del pico de 30 cm™ y un factor
de Gaussian con un ancho total en la mitad de la altura de 15 cm™ para obtener un incremento de la
resolucion con un factor de 2. La deconvolucion aumenta la resolucion de los espectros en la Amida

| que es mas sensible a la estructura secundaria de las proteinas.
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6.2.2.3. Fluorescencia Intrinseca.

6.2.2.3.a. Anisotropia de estado estacionario.

Los espectros de fluorescencia y la anisotropia de estado estacionario fueron adquiridos
utilizando un espectrofluorimetro Fluoromax-P (Glasgow, UK) de Horiba Jobin-Yvon equipado con
polarizadores. Para cada espectro, las muestras fueron excitadas a 280 nm, y los espectros fueron
colectados desde 290 a 400 nm, utilizando slits de 5nm tanto para la excitacion como la emision.
Todas determinaciones fueron llevadas a 25°C.

La anisotropia de estado estacionario <r> fue obtenida excitando las muestras a 280nm y la sefial
de fluorescencia fue colectada a 308nm.La anisotropia fue determinada de acuerdo a la ecuacion

(Ecuacion 9)

Ivv—G Ivh .,
<r>= —272  (Ecuacion 9)
Ivv+2 GIhh

Donde G es una constante ( Ihv/Ihh) que corrige la sensibilidad diferencial del sistema.
6.2.2.3.b. Fluorescencia resulta en el tiempo.

Las mediciones de fluorescencia resuelta en el tiempo fueron obtenidas mediante la técnica de
conteo de correlacion usando un solo foton. Para ello se usé un fluorémetro SLM-AMINCO
equipado con un laser de diodos de pulso PDL800-B usando una longitud de excitacién de 282 nm.
El ancho del pulso era de 600 ps con una repeticion de 5 MHz y un médulo Pico Quant de deteccion.
Un filtro de vidrio fue usado en el canal de emision del haz, con una longitud de corte en 283 nm,
permitiendo elegir la adecuada radiacién para la excitacion. Para estas medidas se empleé el software
Pico Harp 300. La funcion de respuesta de impulso (FRI) fue obtenida a la longitud de excitacion
utilizando una solucion de glucogeno. Los decaimientos de fluorescencia para determinar, los
tiempos de vida fueron obtenidos en condiciones de angulo méagico (polarizadores: excitacion 0,
emision 54.7), para eliminar los efectos de polarizacion. Para ajustar las curvas, se aplicé un modelo

de ajuste exponencial, aplicando la siguiente ecuacion (Ecuacion 10)

1(6) = [*_IRF(t) T, Aje~ =)/ dg¢ (Ecuacion 10)
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Para determinar los decaimientos de anisotropia fueron obtenidos en todas las configuraciones de
los polarizadores. (paralelos y verticales). Los datos fueron analizados usando el software Fluofit de
PicoQuant. El analisis de re-convolusién de los decaimientos de anisotropia fue realizado asumiendo

un modelo exponencial. (Ecuacion 11).

r(t) = Riyp + Xieq Rie™t/? (Ecuacion 11)

La deconvolucién de los decaimientos y el ajuste se realiza utilizando el método de minimos
cuadrados no lineal, provisto por el software FluoFit. En este caso se determina cuan cerca se
encuentran los valores de decaimientos propuestos por el modelo de ajuste a los obtenidos
experimentalmente. Esta diferencia es determinada mediante el valor de % Es asi que a este
parametro se lo define como el que determina la bondad del ajuste. Si este es cercano a 1, el ajuste

fue adecuado. Normalmente los valores obtenidos se encuentran entre 0.8-1.2.

6.2.3. Seccidn 111: Elucidacion del mecanismo de auto-organizacion del péptido 33-mer en la

interfase aire/mica mediante Microscopia de Fuerza Atémica

6.2.3.1. Microscopia de fuerza Atdmica.

AFM en modo contacto (Nanoscope V; Bruker, Santa Barbara, CA) fue utilizado para
caracterizar el proceso de oligomerizacion del péptido 33-mer. para la misma se utilizaron tips de
nitruro de Silicio (constante de resorte 0.12 N/m).Soluciones acuosas del péptido 33-mer de la
proteina gliadina en concentraciones 6, 60, 250 and 600 M fueron depositadas en una superficie de
mica. Las mismas se dejaron interactuar por unos minutos y fueron secadas bajo un flujo de
nitrdgeno. Se adquirieron las imagenes topogréaficas y de error de deflexion. La alturay el ancho a la
mitad de la altura maxima (FMWH) de las arquitecturas observadas fueron determinadas usando la
herramienta de corte por secciones del software Nanoscope Analysis 1.1 software (Bruker).El
FMWH fue seleccionado para compensar las distorsiones introducidas por la geometria del tip. El
area cubierta fue determinada mediante el software Image J.

Utilizando este tipo de microscopia, el radio, volumen y la masa molecular de las proteinas
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ordenadas de manera globular puede ser determinada. Teniendo en cuenta las caracteristicas de las
imagenes obtenidas, se decidio calcular el radio de los oligémeros del péptido 33-mer con el objetivo
de comparar estos resultados con los obtenido mediante DLS: El radio de nanoesferas de proteina no
puede ser determinado directamente debido a que para la observacion se necesita utilizar un tip, que
actla como sonda, que introduce una distorsion. Debido a ello, es necesario obtener primero el

volumen de las esferas utilizando la ecuacion de Pietrasanta et al (Ecuacion 12).

Vs = m(h/6)[3r% + h?]  (Ecuacion 12)

Donde (h) es la altura media de las esferas, (r) es el radio estimado como el FMWH. Este Gltimo
minimiza los errores de medida debido al uso de un tip cénico, evitdndose asi unas sobreestimacién

del ancho de las esferas.

A partir de esta ecuacion el radio de las esferas fue estimado utilizando la ecuacién de volumen

de las mismas. (Ecuacion 13).
Vs = %m"3 (Ecuacion 13)

Por otro lado, el volumen medio fue utilizado para calcular el nimero de moléculas que
componen a los oligémeros. Para ello la masa de estos fue obtenida empleando la ecuacion de

Tanford (Ecuacion 14).
V=2(V,+68V)  (Ecuacion 14)

Donde M es la masa molecular del oligbmero, N el ndmero de avogadro, V, el volimen
especifico parcial, calculado a partir de de estimaciones de difusion molecular (para esto un valor
promedio de 0.73cm?®/g fue calculado para proteinas globulares), V; es el volumen de solvente puro
que se le asigna un valor de 1 cm®g y & es la solvatacion espeficica calculada media te
experimentos de intercambio isotépico de ovoalbimina, usando H,0O'™. Este valor se estima que es

igual a todas las proteinas.
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Dividiendo la masa obtenida de los oligdmeros por el peso molecular, (Ecuacion 14) por el de una
sola molécula del péptido (3917g/mol), el nimero promedio de moléculas presentes en las esferas

puede ser estimado.

En el caso de la muestra realizada en buffer, el péptido 33-mer fue diluido a la concentracion final
de 60uM, HEPES 20 mM, pH 7.4. Las medidas de AFM fueron realizadas en modo tapping. El
equipo (Nanoscope V; Bruker, Santa Barbara, CA) fue utilizado para caracterizar el proceso de
oligomerizacion del péptido 33-mer. Para esta medicién se utilizaron tips de Silicio (constante de
resorte 42 N/m y una constante de resonancia de 320 K Hz) y se adquirieron las imagenes de altura 'y

amplificacion.

6.2.3.2. Analisis fractal.

Ver apartado 9.1.6

6.2.4. Seccion 1V:
6.2.4.1. Preparacién de las muestras.
La superficie de HOPG fue limpiada mediante exfoliacion antes de su utilizacion. Los wafers de
Silicio empleados en la observacion fueron sometidos a un proceso de limpieza colocandolos en
alcohol absoluto y sometido a sonicacién por un tiempo de 15 minutos. Luego la superficie se lavo

con agua Milli Q y se dejo secar en una caja de Petri, evitando el ingreso de particulas.
Las muestras preparadas mediante distintas metodologias.

a) Secado a temperatura ambiente. 5-10 pl de muestra fueron depositadas sobre la superficie
(wafers de Silicio, grids de cobre (200Mesh) cubierto con SiO, (SPI Supplies) y HOPG).Las
muestras se dejaron secar en una caja de petri para evitar la contaminacion. En el caso de las

analizadas por AFM estas fueron colocadas bajo un flujo de nitrégeno.
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b) Secado por capilaridad: 5-10 pl de muestra fueron depositadas sobre la superficie (wafers de
Silicio, grids de cobre (200 Mesh) cubierto con SiO, (SPI Supplies )). El exceso de solvente fue
retirado por capilaridad, utilizando un papel absorbente.

c¢) Deposicion y lavados: 5-10 ul de muestra fueron depositadas sobre la superficie (wafers de
Silicio, y HOPG). La muestra fue dejada interactuar por 5-10 minutos sobre la superficie. A
continuacion se realizaron 5 lavados con agua Milli Q y el exceso de agua mediante capilaridad y
secados obre flujo de nitrdgeno en una caja de Petri.

d) Secado por sublimacién: Una alicuota de (5 pL) fue depositada en un grid de cobre (200Mesh)
cubierto con SiO, (SPI Supplies). A continuacién se realizd un proceso de fijado por congelamiento
utilizando nitrégeno liquido (-78°C) y luego secado mediante vacio (liofilizador).

e) Preparacion de las muestras mediante spin-coating: se depositd la muestra sobre la superficie
de silicio y se colocé en el equipo de spin coating y se aplicd una velocidad de 1000 rpm por 4
minutos, obteniéndose una muestra seca. Luego se realiz6 una tincion con acido fosfotungstinico.

6.2.4.2. Microscopia de Fuerza atomica.

En este caso, las diferentes mediciones realizadas para las distintas muestras fueron realizadas en
modo tapping y el equipo (Nanoscope V; Bruker, Santa Barbara, CA) fue utilizado. Para esta
medicion se utilizaron tips de Silicio (constante de resorte 42 N/m y una constante de resonancia de

320 K Hz) y se adquirieron las imagenes de altura y amplificacion.
6.2.4.3. Microscopias electronica.

Microscopia Electronica de Transmisién (TEM): Las imagenes fueron obtenidas mediante un

microscopio Philips CM 100, con un haz de 80 kV.

Microscopias de Escaneo-Transmision (STEM): Estas muestras fueron analizadas usando un

Microscopio LEO Gemini 1530, detector BF- and ADF.
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6.2.4.4. Microscopio de iones Helio.

La microscopia de Helio fue realizada utilizando un microscopio Carl Zeiss Orion Plus. El haz de
He * fue operado a 30.0 kV, con un voltaje de aceleracion de una corriente de 8.2-8.4 pA y un tiempo
de residencia 30.0 ps. La distancia de trabajo fue de 10.8 mm. Los electrones secundarios fueron

colectados mediante un detector Everhart Thornley
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REPORT

Product Name:LF-33
Instrument No: 0200023

Lot No :P120614-MJ057624
Analyst ZIM
Column :4. 6%250mm, Kromasil C18-5

Solvent A :0.1%Trifluoroacetic. in 100% Acetonirile
Solvent B :0.1%Trifluoroacetic in 100% Water

Gradient : A B
0.0lmin  10% 90%
25min 100% 0%
25. Imin  100% 0%
30min Stop

Flow rate :1.0ml/min
Wavelength :220nm
Volume: 10ul
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00 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24min
Rank  Time Conc. Area Height

1 12.583  2.184 140418 18665

2 12.715  96.25 6187315 965480
3 12.917  1.564 100526 17175
Total 100 6428259 1001320

Figura 80. Reporte de HPLC del péptido 33-mer de la proteina gliadina El tiempos de retencién fue de 12.715

min obtenido en las siguientes condiciones experimentales: CH;CN /H,O con 0.1% TFA, 28- 100%A 25 min.
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15-Jun-2012 - Probe: ESI Capillary:3.90KV
10:18:12 Cone: 50v Extractor: 5v
P120614-MJ057624 MW:3911.55 Desovation Temp: 350 Gas Flow: 350
120615-LF-33 101 (5.233) Scan ES-
100+ 1303.69 1.85e6
[M-3H]3-
=
Ll 1304.51
977.46 |
976.70
1956.90
469.27 1000.57 2Te0g | [1s10ee 11958.54
. 4703454063 74920 781.92 94830 h "' 1065.64 1478.371519%8 qep931  1rmszo 1940
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 _ 1900

Figura 81.Espectro de HPLC-Masas ESI del péptido 33-mer de la proteina gliadina. lones: m/z 1958.61

(M+ + 2H)** 1305.16 (M+ + 3H)**
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Fakultét fiir Chemie - Organische Chemie |

niversitét Bielefeld
U tat Bieiole Abteilung Massenspektrometrie F02-217

Universitétsstrafie 25
33501 Bielefeld

@ 0521 -106-2108

Accurate Mass Measurement

Sample Name : ZQ04003d
Sample Supplier : Ritzefeld, Markus Group: 0C3
Sample Filename : SAAPEX\aktuelNOC3\OC3_RitzefeldMa _0711_ZQ04003d\1
| Instrument : Bruker FT-ICR : APEXIII (7.0 T)
|
Tonisation Method : ESI
Matching Method : HR with external calibration
Resolution : >20000
Substance Inlet : ESI nano - Spray Emitter
msn;f 978.515(?178 *5%re.01605
0.50- 979.26712
025 978.26473 | 979.51857
0 oS 978.0 T T A T T 980.5 miz

[— OC3_RitzefeldMa_0711_zQ04003d\1: +MS ]

Measured Ion Mass(es) : 978.26473 Deviation [mmu] : 0,10
Calculated Ion Mass(es) : 978,26463 Deviation [ppm] : 0.11

Potential Molecular Formula : (C190H273N43047)H4+4

Comment : Measured and calculated masses are true ion masses, taking into account the mass of lost (or added)
electrons.

Bielefeld, 07.09.2012

Figura 82. Determinacion Precisa de Masas. Masa del ion: 978.26472 (desviacion 0.10), masa calculada
para el i6n: 978.26463 (desviacion 0.11); Formula Molecular (C190H273N43047) H4™.
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Analysis Spekirum

Ultraflex (Maldi) Operator MS
Date of Acquisition  2015-09-30T08:33:23.504+02:00
Uriversitit Bielefard Print Date 9/30/2015 9:18:55 AM
Analysis Info
File Name 0C3_WissbrockMa_0929_VD33_X_A24\0_A24\1
Acquisition method D:\WMethods\lexControlMethods\RP_PepMix par
Cominent
T x104
& 25
w 4
I~
2 |
=
2.0
1.5j
1.0
0.5+
| 668.854
885747 4274310 1582637 1890965
Ahmmum WIm -
1 LA
D.O*L -
————T—T——T——T—T— T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 miz
Analysis Spektrum
Ultraflex (Maldi) Operator MS
Date of Acquisition ~ 2015-09-30T08:33:23.504+02.:00
Analysis Info Universitat Bielefeld Print Date 9/30/2015 9:19:12 AM
File Name 0OC3_WissbrockMa_0929_VD33_X_A24\0_A24\1
Acquisition method D:\Methods\fiexControlMethods\RP_PepMix.par
Comment
S x104
£ 25
P
@ ]
@
2 ]
2.04
1.5
7 3911.793
1.0
J 3965.743
] 3955 800
| 3917.770 3971.767
054 | 3948.776
1 i 3078.816 3987.752
00 Mt L thb__ﬁ,_ \ L oo
.0~ e = —— T T T T T T T — T T T T T T
300 3620 3930 3940 3950 3060 agro | 3960 3900

miz
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Analysis Spektrum

Ultraflex (Maldi) Operator MS
Date of Acquisition  2015-09-30708:33:23,504+02:00
. e Print Date 9/30/2015 9:19:57 AM
Analysis Info
File Name 0C3_WissbrockMa_0929_VD33_X_A24\0_A24\1
Acquisition method D:\Methods\flexControlMethods\RP_PepMix.par
Comment
S xio4
e
@
|
£
3912.788 3914.801
0.8 |
‘\
06 ‘ ‘
3915.798
\
3911.793 ‘ ’\
04+ | \
‘ 3916.796
|
| | \
02 |
} / \ 397770
] \ \ | \ 3918.790
\ 5
N Yad e J AN / J /\
00 I_'ﬁ I A | L~ S U U L W .
3010 3911 3912 3913 3914 3915 3916 3917 3918 3919 !

Figuras 83. Maldi-Tof del péptido 33-mer, masa del i6n molecular 3918.79Da.

miz



