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Resumen

Las fibras amiloides son proteinas con un plegamiento no convencional
caracterizado por una estructura en su mayoria de laminas f y un acomodo
espacial de fibra. Estas proteinas estdan relacionadas con diversas
enfermedades, conocidas como amiloidosis, algunas de las mas relevantes son
las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, amiloidosis sistémica, entre otras.
Por lo que la investigacion en esta area es esencial para encontrar algun
compuesto que pueda ayudar en el tratamiento de estos padecimientos. En este
trabajo se demuestra la capacidad de la L-tirosina para inhibir la formacion de
fibras amiloides de lisozima humana. El efecto inhibitorio se presenté en una
relacion molar de 1:1 (proteina: compuesto) en condiciones fisioldgicas, pH 7.4
y 37 °C. La inhibicién de la formacion de fibras reduce la sefal de fluorescencia
de la tioflavina T, compuesto que se usa como reportero de la formacion de fibras
amiloides. Por otro lado, durante la desnaturalizacion quimica de la lisozima,
hubo un cambio en el espectro de fluorescencia intrinseca cuando estuvo
presente la L-tirosina, indicando que existe interaccidon entre estas dos especies.
El estudio de acoplamiento molecular por métodos computacionales (conocido
como “docking”) fue realizado con el paquete MOE, y este mostrd evidencia
importante de la estabilizacién de la proteina cuando ésta interacciona con la L-

tirosina.



Introduccién

Proteinas

Las proteinas son moléculas de suma importancia para la vida, debido a que
cumplen multiples funciones. Para que una proteina pueda ser funcional debe de
cumplir dos requisitos primordiales, encontrarse en el ambiente indicado y tener la
estructura correcta, en otras palabras, que esta tenga un plegamiento adecuado
para su funcionamiento. Las células han desarrollado diversos mecanismos que
ayudan a las proteinas a tener el plegamiento correcto y se encargan de eliminar
las que tienen una sintesis incorrecta o un mal plegamiento [1]. Cuando estos
mecanismos no actuan de forma correcta se pueden formar agregados
desordenados o puede ocurrir la formacién de estructuras amiloides, estas ultimas
son estructuras muy estables que se pueden reconocer debido a que poseen
propiedades especificas de tincion, presentan birrefringencia al color verde-
manzana cuando se tifien con rojo Congo, se pueden observar por microscopia de
luz polarizada [2] existen otros métodos como lo es la inmunoquimica o en su efecto
otros colorantes como el rojo corintio o la bezopurpurina 4B [3]. Actualmente se
asocian estas fibras amiloides con enfermedades degenerativas del sistema
nervioso central como son el Alzheimer y Creutzfeldt-Jakob [4], estas son
neuropaticas, estas también son conocidas como locales ya que solo se encuentran
en un solo 6rgano. Hay otro tipo de amiloidosis las cuales son sistémicas, las que
pueden tener presencia en diferentes partes, forman depdsitos de proteinas en
tejidos, ligamentos y 6rganos como el corazon o la piel. Se han identificado mas de
40 proteinas y péptidos, por ejemplo: péptido BA, tau, a-sinucleina, hungtintina,
amilina, p2-microgobulina, lisozima, etc. que forman agregados amiloides en

humanos principalmente como depdésitos extracelulares [5].

Fibras amiloides

Estas fibras son proteinas con un plegamiento no convencional que se caracteriza

por tener una estructura cruzada [3, por lo cual suelen ser muy estables, debido a

que este tipo de estructura posee la propiedad intrinseca de formar estructuras
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laminares extendidas [6]. En las cuales se forman muchos puentes de hidrégeno,
que en forma individual son débiles, pero al estar en una gran cantidad confieren

una alta estabilidad y rigidez a las fibras [7].

Se ha propuesto que las fibras amiloides no presentan ramificaciones tienen un
diametro variable y longitud indefinida, dictada por la cantidad de proteina presente.
Estan constituidas de 2 a 4 protofilamentos, cada uno de estos protofilamentos esta
compuesto por 4 hebras B separadas por ~10 A [8,9]. La organizacion de las fibras
se representa en la figura 1 donde se observa desde la fibra hasta la organizacién

de las hebras .

A pesar de que diferentes proteinas forman fibras amiloides, no se ha encontrado
una estructura o secuencia de aminoacidos que esté directamente relacionada con
la formacion de amiloides, debido a que las proteinas no tienen una caracteristica
en comun que las relacione. Debido a esto, se ha propuesto que la formacion de

fibras amiloides es una propiedad genérica que poseen las proteinas [10][11].

Figura 1. Modelo de una fibra amiloide de SH3 donde se observa la posicién de las hojas beta. (a)
Sobrevista de una fibra amiloide compuesta por cuatro protofilamentos. (b) Vista lateral de un
protofilamento. (c) Seccién cruzada de la fibra. (d) Vista lateral de la fibra. Figura tomada de: [10].



Amiloidosis y formacion de fibras amiloides

Las amiloidosis hacen referencia a depositos extracelulares de proteinas que tienen
un plegamiento no convencional, el cual consiste en hojas- como principal
estructura secundaria. La presencia de estos depdsitos fue reportada en muchas
enfermedades [12]. Algunas de las enfermedades mas conocidas son el Parkinson,
el Alzheimer, y la amiloidosis sistémica, entre otras [4]. Por esta razon, es importante
estudiar compuestos que puedan inhibir la amiloidogénesis [13]. Muchos
compuestos se han estudiado, pero solo unos pocos tienen el efecto de inhibidor y
menos aun son adecuados para el uso en humanos. Algunos compuestos naturales
han sido prometedores en esta area, como lo son los fenoles y los aminoacidos [14].
Para encontrar compuestos que puedan inhibir es necesario saber el proceso de
formacion de dichas fibras. Este proceso se considera que es de nucleacion el cual
consiste en una fase de retraso (/ag) inicial, donde los nucleos se ensamblan por lo
que es la fase mas lenta del proceso. Posteriormente aparece una fase exponencial
de crecimiento, donde las fibras se ensamblan a partir de los oligdmeros formados
en la fase anterior; por ultimo, existe la fase de saturacion donde las fibras han
alcanzado su tamano final [15], este proceso se muestra en la figura 2.
Estructuralmente las fibras estan formadas de dos o mas protofilamentos, cada uno
de ellos con un nucleo de hojas-p cruzadas. Cada fibra tiene un diametro de 5 a 15
nm, con una longitud que varia en el intervalo de los micrometros [16]. Los estudios
in vitro que han usado péptidos o proteinas relacionados a estas enfermedades,
han dado como resultado informacion acerca de las caracteristicas fisicoquimicas

de los procesos de agregacion que probablemente ocurren in vivo [17].
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Figura 2. Esquema de las etapas involucradas en la formacion de fibras amiloides, conformado por
la fase lag, log y de saturacion o estacionaria. Figura tomada de: [18].

Tioflavina T como método de deteccidon

La forma mas comun de estudiar la formacion de fibras amiloides, es mediante el
uso de la tioflavina T (ThT) como método de deteccion [19]. La ThT es un
benzotiazol catidnico, en su estructura quimica tiene un extremo hidréfobo con un

grupo dimetil amino fenilo ligado a un grupo polar (benzotiazol) (figura 3).

CHg cr

CI—O,

Figura 3. Estructura de la tioflavina T y sus planos de rotacién. Figura tomada de: [20].

Una caracteristica muy importante de esta molécula es su capacidad de rotacién
como se observa en el esquema de la figura 3 representado por una flecha. La
13



importancia de este movimiento radica en darle la capacidad de fluorescencia a la

ThT cuando interacciona con las fibras.

El mecanismo por el cual se une la ThT a las fibras consiste en la intercalacién de
la tioflavina en los surcos o canales que se forman por la estructura comun que
tienen las fibras amiloides como se muestra en la figura 4. Al entrar en estos
espacios, la molécula de tioflavina T pierde su capacidad de rotacion, haciendo que
se vuelva rigida lo que aumenta significantemente su fluorescencia [20]. Este
mecanismo explica por qué el ThT es tan usado para la deteccion de fibras y su
especificidad por ellas. Por lo tanto, cuando se une a fibras, presenta fluorescencia,
ocasionando que entre mayor sea la presencia de fibras mayor sera la intensidad

de la fluorescencia [20]

También se ha descrito que para que haya una interaccion en la superficie de las

fibras con el ThT, es necesaria la presencia de aminoacidos aromaticos [21].

Eje largo

(@) ¢

A

1 4.8A

10-11A

Figura 4. Estructura comun de las fibras y canales en los cuales la interaccion es ThT-Fibra. (a)
Estructura B cruzada de fibras amiloides que forma capas de laminas de hebras B. (b) Canales o
surcos en los cuales interacciona el ThT y que se forman por la estructura que toman las fibras, ThT
representado por la flecha bidireccional. modificada de: [20].

14



Fluorescencia

La fluorescencia es la luz que emite una molécula que ha absorbido energia
electromagnética, tanto la emision y la excitacion son longitudes de onda unicas
para cada molécula por lo que esta propiedad ha sido muy util para investigaciones
de procesos moleculares [22], usando ciertos compuestos como reporteros de

algunos fenbmenos.

Normalmente la fluorescencia se da en moléculas aromaticas, debido a su
capacidad de resonancia [23]. En las proteinas se ha usado la fluorescencia
intrinseca que corresponde a los aminoacidos aromaticos como reporteros de
procesos de plegamiento y desplegamiento de las proteinas, en particular la
fluorescencia del triptéfano es muy sensible a los cambios estructurales de las

proteinas [24].

Las propiedades de fluorescencia de cada proteina son caracteristicas para ella, es
decir, una proteina siempre tendra las mismas propiedades a menos que esta sufra
alguna perturbacion, por lo que los cambios observables ayudan a discernir entre el
estado plegado, desplegado o algun intermediario [25]. No existe una relacion
estricta del estado de la proteina con la fluorescencia de la proteina. En este sentido
se ha encontrado que para algunas proteinas la fluorescencia del triptofano esta
apagada cuando esta plegada y cuando se despliega aumenta la fluorescencia [26]
y en el otro lado proteinas como la nucleasa de Staphylococcus aureus que al estar
plegada tiene una alta fluorescencia del triptofano y cuando se despliega pierde la
intensidad [27].

Dicroismo Circular (DC)

El dicroismo circular corresponde a la diferencia de absorcién de la luz circularmente
polarizada en dos direcciones opuestas. En la regién de 170 a 250 nm, la mayoria
de las transiciones electronicas de los enlaces peptidicos contribuyen al espectro
de DC de las proteinas [28]. Dependiendo de la geometria local, el entorno y el

patron de enlaces de hidrégeno de los enlaces peptidicos, las cadenas
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polipeptidicas con diferentes conformaciones pueden exhibir perfiles espectrales
caracteristicos y distintivos, o que se manifiesta en los espectros de DC de
proteinas de diferentes clases estructurales [29]. Usualmente un espectro de DC
se obtiene de un promedio de ciertas repeticiones de los escaneos obtenidos de
una muestra, el espectro obtenido se puede normalizar a unidades estandar de
elipticidad residual, usando la concentracion, el paso optico de la celda, el numero
de residuos y la masa de la proteina [30]. Los espectros obtenidos sirven para
averiguar la cantidad de estructura secundaria de las proteinas, ya que cada
estructura tiene longitudes de onda e intensidades caracteristicas. Las hélices a
presentan un espectro con picos negativos a 222 nmy a 208 nm, las hojas 3 tienen
un espectro con un pico negativo a 215 nm y uno positivo en 198 nm, la estructura
desordenada se asocia a un espectro con un pico negativo en 200 nm [28]. Estas
bandas se conocen al analizar proteinas con solo un tipo estructura. Para las
proteinas que tienen una combinacion de todas estas variedades se obtienen
espectros que combinan toda las caracteristicas, lo que dificulta el analisis simple,
para obtener los porcentajes de cada estructura es necesario descomponer el
espectro obtenido, esto se realiza mediante la comparacion del espectro con el de
proteinas que se conoce su estructura por medio otras técnicas como NMR o
difraccion de rayos X, que se encuentran en bases de datos, adicionalmente se
desarrollan algoritmos que hacen estimaciones de los porcentajes de cada
estructura, por ejemplo el método llamado selector de estructura secundaria 3, el
cual toma en cuenta los giros de las estructura de hoja  [31]. En la actualidad hay
diversos servidores que utilizan diferentes algoritmos para predecir la estructura

secundaria de las proteinas.

Lisozima humana como modelo de estudio

La lisozima es una hidrolasa glucosidica que esta presente en el cuerpo humano
[32]. Es uno de los mejores modelos para el estudio de fibras amiloides por su
disponibilidad y pureza. Presenta dos dominios estructurales a y § [33] como se
muestra en la figura 5. En esta estructura se han encontrado al menos dos
diferentes mutaciones relacionadas con la formacién de fibras amiloides (D67H vy
I56T); estas ocurren en el dominio 3 dando como resultado la amiloidosis sistémica
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[34]. La lisozima humana se encuentra en diversos fluidos del ser cuerpo humano,
como lo son la saliva, las lagrimas y la sangre, todas comparten el pH 7.4 que es

considerado fisiologico [35-38]

Figura 5. Estructura de la lisozima humana, donde se observa su domino de hélices a (rojo) y el
dominio de hojas B (amarillo). (Obtenida del PBD 3FEO)

Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son aquellos que poseen una estructura quimica comun
que comprende un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilo, son el
metabolito mas abundante en plantas [39]. Mas de 8000 compuestos fendlicos se
han identificado, generalmente estan involucrados en la defensa contra radiacién a
la luz ultravioleta o contra patégenos. En la ultima década ha habido un gran interés
en su potencial en los beneficios para la salud [40]. En los ultimos afos se ha
mostrado un incremento en las enfermedades degenerativas, los compuestos
fendlicos han sido probados y se ha encontrado que pueden llegar a tener un efecto
terapéutico [41]. Existen diversos estudios donde se han probado compuestos
fendlicos para inhibir la formacion de fibras amiloides en diferentes modelos de
estudio, en el fragmento prion (106-108) se encontré que con la estructura basica
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de una flavona se obtiene el efecto inhibidor [42], también se ha reportado efectos
de inhibicion de la fibrilogénesis en el péptido B-amiloide y colinesterasa [43,44],
otro ejemplo de su uso es la funcionalizacion de nanoparticulas para obtener
mejores moléculas inhibidoras de la fibrilogénesis en insulina humana y a-sinucleina
[45]. Por lo que el grupo de los compuestos fendlicos emerge como un grupo
particularmente prometedor [46].

18



Importancia de la investigacion realizada

El presente trabajo describe el potencial de la L-tirosina como inhibidor de la
formacion de fibras amiloides de lisozima humana a temperatura y pH fisiolégicos.
Cabe sefialar que otros aminoacidos han sido probados en diferentes modelos de
amiloidosis; por ejemplo, la arginina puede inhibir la formacion de fibras de la B-
caseina [47]. Otros compuestos se han probado previamente en la lisozima, algunos
como mondmeros, en otros casos como polimeros, la mayoria de estas pruebas se
realizan a pH muy bajo o alto. Para poder considerarse como una simulacién
correcta del medio, es deseable trabajar con el pH fisiologico, es importante sefalar
que en estas condiciones solo pocos compuestos han resultado efectivos [48]. La
busqueda para encontrar compuestos nuevos ha mostrado que pequenos péptidos
poseen la habilidad de inhibir la fibrilogénesis [49]. En este trabajo se propone como
inhibidor de la fibrilogénesis un compuesto natural, abundante y que actua en

condiciones fisioldgicas.
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Hipoétesis
Si la L-tirosina es capaz de inhibir la formacién de fibras amiloides de lisozima

humana, esta lo hard mediante la interrupcién del proceso de fibrilogénesis

estabilizando una estructura intermediaria de la lisozima.

Objetivos

General
Inhibir la formacion de fibras amiloides de lisozima humana a pH y temperatura
fisiologica mediante el uso de L-tirosina y proponer el mecanismo de accion por el
cual se lleva a cabo esta inhibicion.
Particulares

e Formar fibras amiloides de lisozima humana a temperatura y pH fisiolégico.

e Demostrar la inhibicidn de la formacion de fibras amiloides.

e Proponer un mecanismo de accién para el compuesto inhibitorio mediante

experimentos de laboratorio y computacionales.
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Materiales y métodos

Materiales

Los reactivos tioflavina T (ThT), lisozima humana, urea, L-tirosina (L-tyr), acido
cafeico, pirogalol, guayacol, acido 6-(p-toluidino)-2-naftalenesulfénico (6-pT),
epicatequina, crisina, quercetina y el acido 8-anilinonaftaleno-1-sulfénico (ANS) y
KH2PO4 con el que se preparo la solucion amortiguadora, se obtuvieron de Sigma-

Aldrich, por ultimo, el agua inyectable que se uso, fue de la marca PISA.
Formacién de fibras amiloides

La lisozima humana se preparé a una solucion madre de 50 mg mL" (3.0 mM) en
amortiguador de fosfatos de potasio 20 mM a un pH de 7.44, este tampon se utilizd
para todos los experimentos. La ThT se prepar6 a una solucion madre 10 mM en
etanol absoluto. La fibrilogénesis se determind por el seguimiento de la
fluorescencia del ThT en placas negras Costar de fondo plano de 96 pozos, en un
lector de placas TECAN Infinite M1000Pro. La concentracion final de lisozima en los
pozos fue de 25 mg mL-' (1.5 mM) y 66 uM para el ThT. Las muestras se excitaron
a450 nmy la emision se colectd a 490 nm. Las lecturas de fluorescencia se tomaron

cada 10 min durante 16 horas a 37 °C.
Fibrilogénesis en presencia de compuestos

Todos compuestos (acido cafeico, L-tyr, pirogalol, guayacol, acido 6-(p-toluidino)-2-
naftalenosulfénico (6-pT), epicatequina, crisina y quercetina) se prepararon a una
soluciéon madre a 2.5 mM. Para la inhibicion, el experimento se realizé a una relacion
molar 1:1 (proteina:compuesto) (1.5 mM:1.5 mM) para todos los experimentos. Se
siguio la fluorescencia del ThT en el lector de placas TECAN Infinite M1000Pro. Las
muestras se excitaron a 450 nm y la emision se colectd a 490 nm. Las lecturas de

fluorescencia se tomaron cada 10 min durante 16 horas a 37 °C.
Fibrilogénesis en presencia de diferentes concentraciones de L-Tyr
La L-tirosina se preparé a una solucidon madre de 10 mM. Para la inhibicion, el

experimento se mantuvo a una concentracion de lisozima de 25 mg mL" (1.5 mM),
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se probaron diferentes concentraciones de L-tyr 1.25, 2.5, 5y 7.5 mM. Se sigui¢ la
fluorescencia por medio de ThT con una concentracion final de 66 uM, en el lector
de placas TECAN Infinite M1000Pro. Las muestras se excitaron a 450 nm y la
emision se colect6 a 490 nm. Las lecturas de fluorescencia se tomaron cada 10 min
durante 16 horas a 37 °C.

Fluorescencia del ANS

El ANS se prepard a una solucién madre de 5 mM en el amortiguador de fosfato de
potasio. Se estudiaron dos condiciones, a saber: la formacion de las fibras en
ausencia y en presencia de L-tyr (inhibicidn). El experimento se realiz6 en placas de
96 pozos y se monitored por la fluorescencia del ANS en el lector de placas
mencionado anteriormente, la concentracion final del reportero en cada pozo fue de
20 uM. Las muestras se excitaron a 365 nm y la emision se colectd a 450 nm. Las

lecturas de fluorescencia se tomaron cada 10 min durante 16 horas a 37 °C.
Desnaturalizacién por calor

Estos experimentos se realizaron en un espectrofluorometro Chronos BH, en una
celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz. La fluorescencia intrinseca del triptéfano
se usO como reportero. La muestra se excité a 295 nm y la emision se tomé a 334
nm durante 30 minutos con rampa de temperatura de 1 °C min-', empezando en 25
°C y terminando a 55 °C. Se us6 una concentracion de 12.5 mg mL"" de lisozima y
cuando se realizé el experimento en presencia de L-tyr se mantuvo la relacion molar
de 1:1. Los datos obtenidos se analizaron en el programa Origin 2016 y se ajustaron

con el modelo de Boltzmann.
Ecuacion 1:y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-xo)/dx))

Donde A1 es el valor inicial, A2 valor final, xo el centro y dx es la constante de

tiempo.
Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los experimentos se llevaron a cabo en el equipo MicroCal VP-Capillary DSC, USA;

se analizaron dos condiciones, en la primera la concentracién de lisozima fue de
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0.020 mM, en un amortiguador de fosfatos de potasio a pH 7.44; en la segunda en
presencia de L-tyr a una relacion molar 1:1. El ensayo térmico se realizé con un
calentamiento de 1 °C min™' en un rango de 15-90 °C. Los datos obtenidos se
procesaron en Origin con el paquete para DSC. La linea base se sustrajo de los
termogramas obtenidos durante el analisis de datos. La temperatura de transicion
Tm es el maximo del pico, las entalpias AH se determinaron a partir del area debajo

del perfil de transicion.
Desnaturalizacidon por urea

Los experimentos se realizaron en el espectrofluorometro Chronos BH, se us6 una
celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz. La fluorescencia intrinseca del triptéfano
se utiliz6 como reportero. La muestra se excité a 295 nm y la emision se tomé a 334
nm durante 2 horas. La concentracion final para la urea fue de 6.5 M, para lisozima
de 12.5 mg mL" (0.75 mM) y en presencia de L-tyr se mantuvo la relacién molar de
1:1. Los datos obtenidos se analizaron en Origin 2016 y se ajustaron al modelo

BiDoseResp:

Ecuacion 2:

1_
y=A+ (A, — A - + ]

1+10(LOGx01-x)h1 1+10(LOGx02-x)h2

Donde A1 = Valor mas bajo, A2 = Valor mas alto, LOGx01 = primer ECso, LOGx02 =

segundo ECso, h1 = pendiente 1, h2 = pendiente 2, p = proporcion
Microscopia electronica de barrido SEM

La microscopia se llevo a cabo en el equipo TM3030Plus Hitachi. La muestra se
preparé dejando secar una gota de la condicion a observar en un cubreobjetos
durante 24 horas. Se observaron dos condiciones: fibras amiloides de lisozima y el
resultado de la inhibicidon de éstas por la L-tyr. Se utilizé cinta de carbono para fijar

el cubreobjetos al porta muestra del microscopio.

Dicroismo circular
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Se registraron espectros de dicroismo circular (CD) para la lisozima humana nativa,
fibras amiloides de lisozima humana y el resultado final de la fibrilogénesis en
presencia de L-tyr usando un espectropolarimetro de CD Jasco J-815 (Tokio, Japon)
en el rango de 260 a 190 nm. Todos los espectros de CD reportados son el promedio
de tres exploraciones consecutivas. Los datos de los espectros de CD se analizaron

utilizando el programa "BESTSEL" (https://bestsel.elte.hu/index.php). Se utilizé una

concentracion de 0.10 mg mL" y una celda con un paso de luz de 1 mm.
Simulacion de las primeras fases de la desnaturalizaciéon

En esta nueva metodologia se busca simular computacionalmente las primeras
fases de la desnaturalizacién. Para este efecto, inicialmente se multiplican las
coordenadas de los atomos de la proteina por un factor de expansion ligeramente
mayor a 1 para crear una expansion o estiramiento de la proteina; para despueés
someterla a un proceso de minimizacion de energia, donde se busca que la
estructura regrese a su estado original, al repetir este proceso, que denominamos
ciclo, se observa que ciertas partes de la proteina no regresan a su lugar original,
las cuales se consideran como zonas débiles o de ruptura. Gracias a esto, se va
perdiendo la estructura inicial, lo que se interpreta como las fases iniciales de la
desnaturalizacion de una proteina. Para realizar lo anterior, se utilizd el programa
Molecular Operating Environment (MOE). El PBD de la lisozima humana se obtuvo
del archivo 3FEOQ y se optimizd con el mismo programa, utilizando como campo de
fuerza Charmm27. Se evaluaron diferentes factores de expansion desde 1.05 hasta

1.15 en incrementos de 0.05 y todos se probaron durante 100 ciclos.
Docking

El docking se realizé en el programa MOE. La estructura de la lisozima humana
representativa de la fase inicial de la desnaturalizacién se obtuvo del ciclo 7 del
proceso de simulacion. El ligando L-tyr se obtuvo de PubChem (CID 6075). Se utilizé
Charmm27 como campo de fuerza. Como posibles sitios de interaccion se
selecciond a toda la proteina, el proceso de generacion de poses iniciales se realizd
con la funcién alpha triangle. Finalmente, como funcién de puntaje se utilizé London
dG.
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Resultados y discusién

Fibras amiloides a pH y temperatura fisiolégicos

En este estudio, se investigd la formacién de fibras amiloides a pH y temperatura
fisiologicos, tanto en presencia como en ausencia de L-tyr. La formacion de fibras
amiloides se determiné mediante la emision de fluorescencia del ThT, un indicador
ampliamente utilizado que aumenta su fluorescencia al unirse a fibras amiloides
[20]. La formacion de fibrillas amiloides a pH y temperatura fisioldgicos se evaluo a
diversas concentraciones de proteina (3 - 50 mg mL™"), durante 26 horas. La
formacion de fibras se produce porque la concentracion de proteina es muy alta en
comparacioén con la concentracion fisiolégica (entre 6 y 12.5 mg/L) [50,51]; de esta
forma, no todas las variables son fisicas. Como se muestra en la Figura 6, la sefial
de ThT aumentd a concentraciones mas altas de lisozima, lo que sugiere una

formacion de fibrillas mas robusta [20,52].
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Figura 6. Fluorescencia de ThT a diferentes concentraciones de lisozima: 3, 6, 12.5, 25, y 50 mg
mL-" (vino, azul claro, rosa, verde y azul, respectivamente), en cuadros morados el buffer y en naranja
el buffer mas el ThT. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y la concentracion de ThT
es la misma para todas las condiciones.

Entre las concentraciones probadas, 25 mg mL™" de lisozima produjo resultados

optimos, ya que presenta una fluorescencia suficientemente alta para separarse de
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las demas y no presenta el problema de la concentracion mas alta, especificamente
50 mg mL™", fue la menos consistente debido a las dificultades para lograr una
solucion homogénea. Esto significa la presencia de precipitados en la solucién y la
aparicion de una disminucién abrupta de la sefal al inicio de las mediciones de ThT,
que se pueden atribuir a la alta concentracion de proteina y por otro lado las
concentraciones bajas presentan una fluorescencia muy cercana a la de los

controles.

La Figura 6 ilustra que aumentar la concentracion de lisozima, es suficiente para
formar fibrillas amiloides; ademas, se forman completamente en 8 horas a una
concentracion de lisozima de 25 mg mL' y 37 °C. En consecuencia, se
seleccionaron 25 mg mL" para estudios adicionales sobre la inhibicién con L-
tirosina. El analisis microscopico confirmé la presencia de fibras amiloides (seccion
de microscopia), lo que demuestra que la lisozima humana puede formar estas
estructuras en condiciones fisiologicas de pH 7,44 y 37 °C, pero solo a

concentraciones elevadas de proteina.

Efecto de los compuestos fendlicos en la fibrilogénesis de lisozima humana

Después de establecer las condiciones para la formacion de fibras amiloides se

probaron diferentes compuestos fendlicos en la busqueda de algun inhibidor.

El efecto de los compuestos fendlicos en la fibrilogénesis de lisozima humana se
investigd en condiciones fisioldgicas de pH (7.44) y temperatura (37 °C). El estudio
se centro en los efectos que pueden tener los compuestos fendlicos, asi como en la
busqueda de alguno(s) que pueda(n) inhibir la formacién de fibras amiloides. La
formacion de fibras se determind por la emisién de fluorescencia de ThT,; se
examinaron ocho compuestos: acido cafeico, L-tyr, pirogalol, guayacol, sal sddica
del acido 6-(p-toluidino)-2-naftalenosulfénico (6-pT), epicatequina, crisina y
quercetina (Figura 7). Se lograron observar tres diferentes efectos: 1) un incremento
en la fluorescencia, lo cual indica una mayor aparicion de fibras amiloides, tal es el
caso de la epicatequina, con la que la fluorescencia se incrementé ca. 300 (u. a.),
este comportamiento sugiere que este compuesto es un promotor de la

fibrilogénesis. Este efecto concuerda con lo reportado en otras investigaciones
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relacionadas con el polipéptido amiloide de los islotes o amilina (IAPP) [53]. Otros
compuestos que también presentaron un incremento en la sefal de fluorescencia,
son: el guayacol, la crisina y el pirogalol. 2) intensidad de fluorescencia similar a la
de la lisozima control, como son el 6-pT y la quercitina, lo que sugiere que no tienen
efecto alguno sobre la fibrilogénesis. 3) Intensidad de fluorescencia de ThT,
menores a los obtenidos en la lisozima control, los compuestos que tuvieron este
ultimo efecto son la L-Tyr y el acido cafeico como se muestra en la figura 7B,
sugiriendo que posiblemente tienen un efecto inhibitorio en la formacion de fibras
amiloides [54]. Después de las dos horas la senal de fluorescencia es similar para
ambos compuestos hasta el final de la cinética. El efecto inhibitorio de compuestos
fendlicos ya se ha documentado para algunos compuestos en la lisozima de clara
de huevo [55,56]. El acido cafeico ya se ha reportado con un efecto similar para la
enfermedad de Alzheimer [57], por otro lado, derivados de la L-tyr se han

identificados como inhibidores de la agregacion del péptido beta amiloide [58].
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Figura 7. Efecto de los compuestos fendlicos en la formacion de fibras amiloides. A) Circulo negro
(lisozima), rojo (L-tyr), azul (acido cafeico), triangulo verde (pirogalol), triangulo azul claro (guayacol),
triangulo magenta (6-pT), triangulo morado (epicatequina), triangulo naranja (crisina) y triangulo rosa
(quercetina). B) Lisozima y los compuestos con efecto inhibitorio, linea negra (lisozima), roja (L-tyr)
y linea azul (acido cafeico). Todos los experimentos se realizaron a una relacion molar de 1:1
(proteina: compuesto) y por triplicado.

Los resultados anteriores sugieren que ambas moléculas pueden ser bases
prometedoras (farmacoéforos), para encontrar agentes terapéuticos dirigidos a

diversas enfermedades.
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Algunos estudios indican que los diferentes efectos inducidos por los compuestos
fendlicos, probablemente pueden atribuirse a sutiles diferencias estructurales entre
ellos, incluidas variaciones en los anillos fendlicos, grupos funcionales, carga y
tamano [59,60]. Investigaciones anteriores también han destacado la correlacion
entre la actividad biolégica y el numero de grupos hidroxilo en estos compuestos
[61].

De todos los compuestos analizados se decidié continuar con la L-tyr, debido a su
facil obtencidén, adicionalmente es de interés, ya que es un aminoacido, por lo que
se investigd el mecanismo por el cual inhibe la formacién de fibras amiloides de

lisozima humana.

Efecto inhibitorio de la L-tyr en la fibrilogénesis de lisozima humana

Se ha reportado que nanoparticulas de oro funcionalizadas con L-tyr o L-Trp pueden
inhibir la formacién de fibras en insulina, pero no ven inhibicién con los aminoacidos
libres [62]. En este estudio, se investigo a la L-tyr libre como inhibidor, los resultados
se muestran en la Figura 8. Los datos revelan una reduccion significativa en la
intensidad de la fluorescencia de la ThT. Esta disminucién en la fluorescencia indica
una reduccion en el contenido de laminas B, que son fundamentales para la
estructura de las fibras amiloides, ya que el ThT interactia especificamente con
estas estructuras [20,63]. Estos hallazgos concuerdan con la literatura existente,
que sugiere que los polifenoles exhiben propiedades de inhibicion en la
fibrilogénesis [64,65].
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Figura 8. Cinética de inhibicién de la fibrilogénesis de la lisozima humana por la L-tyr, seguida por
la intensidad de fluorescencia del ThT. Lisozima en ausencia (negro) y en presencia de L-tyr (rojo).
Relacién molar (1:1).

Los resultados demuestran un notable efecto inhibidor en la formacién de fibras
amiloides de la lisozima humana por la L-tyr, lo que destaca su potencial en el
campo de las inhibiciones. Esta observacion respalda la idea de que los
aminoacidos aromaticos, en lugar de ser esenciales para la formacion de fibra
amiloide, pueden alterar el proceso [66]. De hecho, muchos péptidos que inhiben la
fibrilogénesis amiloide incluyen aminoacidos aromaticos en su estructura [67].

En particular, la inhibicion de la fibrilogénesis fue efectiva en una proporcion molar
de 1:1 (lisozima a L-tyr), lo que enfatiza su potencial como agente inhibidor. El efecto
de inhibicién fue evidente en las primeras etapas del proceso de fibrilogénesis, lo
que sugiere un papel preventivo prometedor. Es probable que al interrumpir este
proceso se formen especies, que sean oligdmeros que conservan la capacidad de
unirse a ThT, lo que indica la presencia de estructuras de lamina B con una afinidad
especifica por el reportero. Esta caracteristica es consistente con otros oligébmeros
formados en condiciones de bajo pH [68]. Esto es importante, considerando que
algunos estudios anteriores, han demostrado que la L-tyr puede autoensamblarse y
actuar como semilla de otras proteinas que promueve la fibrilacion; estos estudios

difieren de los resultados actuales porque la metodologia para formar fibras es
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diferente; en uno de ellos, se calienta la solucion de L-tyr a 90 °C y luego se enfria
gradualmente para formar las fibras de tirosina [69]. En otro trabajo, imitan las
condiciones fisioldgicas como en el presente trabajo, y la tirosina a 2 mM, se reporto
que es capaz de autoensamblarse después de una incubacién, por lo que las fibras
aparecen después de 25 horas de incubacion [70]. Contrastando con los resultados
mostrados en la figura 8, donde el proceso de inhibicidon ocurre en las primeras 2
horas, esto sugiere que la L-tyr (1.5 mM) interactua primero con la proteina que

consigo misma.

Efecto de otras concentraciones de L-tyr en la fibrilogénesis

Para continuar con las pruebas de inhibicion, se prob6é el aumento de la
concentracion del compuesto sobre la fibrilogénesis, esto con la finalidad de
establecer si era un efecto dependiente de concentracion. El resultado de este

experimento se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de L-tyr en la formacion de fibras amiloides de
lisozima humana, seguido por la intensidad de fluorescencia del ThT. Lisozima sola (verde), en
presencia L-tyr a 1.25 mM (rosa), 2.5 mM (azul), 5 mM (rojo) 7.5 mM (negro). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado.
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Como se muestra en la Figura 9, la intensidad de fluorescencia es aparentemente
la misma para todas las concentraciones, por lo que el aumentar la concentracién
de la L-tyr no aumenta el efeto de inhibicion de la fibrilogénesis, por lo que se decidio
continuar con la menor relacién molar en la que hay efecto, que responde a la de
1:1 (compuesto: proteina), es probable que este efecto se deba a que la interaccion
necesaria para inhibir la formacién de fibras se logre tan solo con la unién de una
sola molécula de L-tyr a la lisozima, esta idea se trabajara en la seccion de docking

que se presenta mas adelante.

Fluorescencia del ANS

El aumento de superficie hidrofoba de la lisozima se monitored por los cambios en
la fluorescencia del ANS, el cual interacciona con las cavidades hidrofobas de las

proteinas [71].
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Figura 10. Fluorescencia del ANS en una cinética de la formacion de fibras amiloides de lisozima
humanal. En negro los datos de lisozima y en rojo la lisozima en presencia de L-tyr.

La Figura 10 muestra que la fluorescencia del ANS es mayor cuando la L-tyr se
encuentra ausente. Esto significa que hay un menor numero de zonas hidréfobas
expuestas cuando se encuentra presente el aminoacido. La presencia de la L-tyr

reduce o cambia el proceso de fibrilogénesis, lo que sugiere que el estado final de
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la proteina en los dos casos es diferente. Esta reduccion en la fluorescencia indica
que la L-tyr evita la exposicién de zonas hidroéfobas y probablemente la formacién
de hojas-B, esto quizas ocurre debido a un efecto de estabilizacién de la proteina
por el compuesto, ocasionando una interrupcién en la fibrilogénesis, dando lugar a
otras estructuras que tienen una menor exposicion de zonas hidréfobas. Lo que
concuerda con lo obtenido anteriormente, en ambas pruebas (ThT y ANS) la
intensidad del reportero disminuye y esto esta directamente relacionado con la
formacion de fibras amiloides [72].

Desnaturalizacion térmica

Este experimento se realizé en el intervalo de temperatura de 25 a 50 °C. Para
analizar el efecto de la L-tyr, se estudiaron dos condiciones, lisozima sola y en
presencia del compuesto como se muestra en la figura 11. En este rango de
temperatura se observa el apagamiento de la fluorescencia del triptofano que ocurre
por un aumento de la temperatura y esta relacionado con los cambios en el medio
[73].
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Figura 11. Desnaturalizacion de lisozima por temperatura (intervalo 25-55 °C) seguido por la
fluorescencia intrinseca del triptéfano. La linea punteada negra, representa a la lisozima, y la linea
punteada roja es la lisozima en presencia de L-tyr. Las lineas continuas son el ajuste de la ecuacion
1.
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El decaimiento de la fluorescencia sugiere un cambio conformacional de los
triptéfanos, que indica cambios es entorno local [74]. Para comparar ambas
condiciones se realiz6 un ajuste con la ecuacién 1 descrita en materiales y métodos.
En este ajuste hay dos parametros esenciales para realizar esta comparativa. El
primero es Xo, el cual indica la temperatura a la que se obtiene la mitad del cambio
en la fluorescencia del proceso y el segundo es dx que es la constante cinética,

como se explican a continuacion:

1. Punto medio (xo): Este parametro refleja la temperatura en el cual estan
expuestos la mitad de los triptéfanos, se obtuvieron valores de 33.90 + 0.17 °C y
40.81 £ 0.09 °C para la lisozima en ausencia y presencia de L-tyr, respectivamente.
Al compararlas se aprecia que hay una diferencia de 6.91 °C, lo que sugiere que la
presencia de la L-tyr aumenta la temperatura necesaria para llegar a este punto,
indicando que probablemente evita que los triptéfanos se expongan al medio por

una probable estabilizacion de la estructura.

2. Constante de (dx): Este parametro indica la temperatura a la que los triptéfanos
se exponen al solvente. Los valores obtenidos son: para lisozima 5.04 + 0.12 °C y
para lisozima en presencia de L-tyr el valor es de 4.93 £ 0.10 °C. La similitud en los
datos significa que ambos casos necesitan la misma temperatura para ocurrir, lo
que sugiere que los proceso son igual de cooperativos, pero desfasados. Tomando
en cuenta el parametro anterior (xo) se puede observar que, aunque el proceso
necesita aproximadamente la misma temperatura, este no ocurre de la misma
forma, cuando esta presente la L-tyr, la primera mitad de dicho proceso es mas
lenta, indicando que el efecto de dicho compuesto ocurre en el inicio de la
exposicion de los triptofanos dificultando este proceso, para después acelerarlo,
ocasionando que el proceso en ambos casos tenga aproximadamente la misma

duracion.

Puede que el efecto de la L-tyr sea el responsable de inhibir la formacion de fibras
amiloides, pues las fases iniciales del proceso son cruciales para la aparicion de
dichas fibras [75].
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Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Para complementar el estudio, se realizé DSC, donde se probaron de nuevo las dos

condiciones (lisozima sola y lisozima en presencia de L-tyr). El resultado se muestra
en la Figura 12.
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Figura 12. Termograma de la DSC que muestra el efecto de la L-tyr en la estabilidad de la lisozima.
Los cuadros negros corresponden a la lisozima y los circulos rojos a la lisozima en presencia de la
L-tyr

En ambos casos se obtuvo solo un pico endotérmico tipico de una desnaturalizacion
de proteina [76], cuando se comparan los parametros obtenidos, la Tm es casi la
misma, 69.5 °C para la lisozima y 69.6 °C en presencia de L-tyr, la diferencia es de
0.1 °C, la cual es no significativa. Para AH, cuando la lisozima esta sola, el valor es
de 311.79 kJ mol™!; en presencia del compuesto es de 407.25 kJ mol™!. La
diferencia es de 95.46 kJ mol™!; esto indica que es necesaria mayor energia
calorifica para pasar del estado nativo al desnaturalizado, cuando se encuentra
presente la L-tyr. Afadido a esto, el valor de la capacidad calorifica (Cp) en la Tm

para la lisozima es de 40.86 kJ°C 'mol™!, y en presencia de L-tyr es 49.14
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kd °C™tmol™}, la diferencia entre estas dos condiciones es de 8.28 kJ °C™'mol 1.
Esta medicion indica que, aunque la Tm es practicamente la misma para ambos
casos, la energia necesaria para llegar a este punto es diferente, siendo mayor lo
requerido cuando la lisozima se encuentra en presencia de la L-tyr. El valor de AH
y Cp se pueden tomar como parametros que indican una mayor estabilidad
energética de la proteina [77,78]. Después de estas comparaciones es evidente que
la L-tyr causa un requerimiento energético mayor en ambos parametros, debid a
esto se puede considerar un aumento en la estabilidad de la proteina. Lo que
concuerda con lo obtenido en la seccidon anterior. Cabe mencionar que las Tm
determinadas por DSC son diferentes de las obtenidas anteriormente (valor de xo),
debido a que en el experimento del seguimiento de la fluorescencia el triptéfano se
obtiene informacion de los cambios locales en el ambiente y en la estructura que
rodea al aminoacido [79,80], estas perturbaciones no son lo suficientemente

grandes para coincidir con la Tm obtenida por DSC.

Desnaturalizaciéon por urea

Para confirmar lo obtenido en las secciones anteriores se siguid la cinética de
desnaturalizacion por urea de nuevo en ambas condiciones (lisozima y lisozima en

presencia de L-tyr), los resultados obtenidos se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Cinéticas de desnaturalizacion de lisozima. Lisozima (puntos negros) y lisozima en
presencia de L-tyr (puntos rojos) ambas en presencia de urea 6.5 M. Las lineas continuas muestran
el ajuste realizado a la ecuacion 2.

En esta desnaturalizacion, la urea interacciona con los residuos hidréfilos y
transforma la estructura terciaria en una estructura laxa [81,82]. Es notable el
comportamiento complejo de los trazos, sehalando al menos dos etapas de
desnaturalizacion. Con el ajuste realizado para ambas condiciones, es posible
comparar parametros importantes, como son las pendientes, que se pueden
considerar como las constantes de tiempo; h1 se refiere a la primera caida y h2 es
la segunda caida. Los valores para h1 son 0.030 * 0.002 min' para la lisozima y
cuando esta presente la L-tyr es de 0.020 + 0.002 min-', estos valores son casi
idénticos, por lo que se puede decir que el inicio del proceso en ambas condiciones
es el mismo. Probablemente se deba a que la urea interacciona inicialmente con los
residuos hidrofilos de la proteina [81]. Para la segunda caida se obtuvo para la
lisozima, un valor de 0.120 + 0.008 min-' y cuando esta presente la L-tyr 0.100 +
0.006 min', la diferencia entre ambos valores es pequefia, lo que indica que la

presencia del compuesto hace solo un poco mas lento este proceso. El siguiente
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parametro para comparar es el punto medio de la segunda rampa. En este apartado
se obtuvo 45.57 £ 0.16 min para la lisozima y en presencia de L-tyr 55.46 + 0.16
min. Esto indica que se requiere un mayor tiempo para completar este segundo
proceso o caida cuando la L-tyr esta presente. Tomando en cuenta los experimentos
anteriores, es posible decir que la L-tyr causa un efecto de estabilizacion estructural
en la proteina debido a que en todos los resultados muestran un cambio hacia esa

direccion cuando el aminoacido esta presente.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para corroborar el efecto de la L-tyr se realizaron microscopias electronicas de
barrido bajo tres condiciones: 1) lisozima nativa, 2) fibras amiloides resultantes de
la fibrilogénesis y 3) resultado de la fibrilogénesis en presencia de L-tyr. Los
resultados de la microscopia indican que hay diferencias notorias en las tres

condiciones mostradas en la Figura 14.

2022/05/12 15:301 MUD4.8 x25k 30 um : 2022/05/12 16:301 MUD4.9 x25k 30 um

Figura 14. Imagenes SEM de lisozima en diferentes condiciones. A) Lisozima nativa. B) Fibra
amiloide obtenida de la fibrilogénesis de lisozima. C) Fibrilogénesis de lisozima humana en presencia
de L-tyr.

El panel A muestra la lisozima humana nativa y correctamente plegada, asemeja a
una pelicula de proteina. En el panel B se muestran las fibras amiloides resultantes
de la fibrilogénesis de la lisozima, se obtuvo con el modo electrones secundarios
(SE) a 5 kV, lo que exhibe mejor informacion de la morfologia de la muestra [83].
En esta imagen se aprecia una fibra que estd conformada por pequenas fibras
amiloides, esto es debido a que la base de este modelo de formacion de fibras es
la alta concentracion de proteina (25 mg mL-'). Como se esperaba, cuando la L-tyr

esta presente, no hay presencia de fibras amiloides como se puede observar en el
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panel C, lo que demuestra el efecto inhibitorio del compuesto. También se logra
evidenciar, que en lugar de fibras hay una especie de puntos, estos pueden ser
pequefios agregados con estructura diferente a la de la lisozima nativa, pero
también diferente a la estructura de las fibras amiloides. Tomando en cuenta los
resultados anteriores referentes a la fluorescencia de ThT y de ANS donde la
intensidad de la fluorescencia disminuyo, pero no se volvié cero se puede decir que
estos puntos resultantes de la inhibicion la fibrilogénesis por L-tyr pueden unir tanto
ThT como ANS en menor medida que las fibras amiloides, por lo que podrian ser
algun intermediario entre la proteina nativa y las fibras amiloides. Dada la forma de
estos puntos y caracteristicas que presentan, otra posible explicacidn es que sean
esferulitas, que se han reportado en la lisozima de huevo y lisozima humana [84].
En lisozima humana, también se han reportado, cuando hay un proceso de
inhibicién de la fibrilogénesis por arginina y alcohol bencilico que interrumpe la

formacion en los primeros pasos [85].

Dicroismo circular (CD)

CD-UV lejano, es una técnica espectroscopica ampliamente utilizada para analizar
los cambios de la estructura secundaria en proteinas. En el caso de la fibrilacidon de
lisozima, los cambios conformacionales pueden ser monitoreados mediante esta
técnica [86]. La transicion de la forma nativa a las fibras amiloides se caracteriza por
un cambio en la estructura hacia una conformacion de lamina 3 [87]. La Figura 15
muestra los cambios estructurales en la lisozima cuando cambia a estructuras de
fibras y cuando L-tyr esta presente en este proceso. Se puede observar para la
lisozima nativa (linea azul), un pico negativo que es caracteristico de la lisozima
humana nativa a 208 nm y un hombro negativo a 222 nm [88]. Este espectro
obtenido nos confirma que la proteina inicialmente esta correctamente plegada, por
lo que se puede utilizar como control para comparar las dos estructuras resultantes
de la fibrilogénesis en presencia y ausencia de L-tyr. Los tres espectros se

presentan en la figura 15 (A).
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Figure 15. A) Cambios en el espectro de CD de la lisozima durante la fibrilacion y la estructura final
después del efecto de la L-tyr en la fibrilogénesis. B) Analisis de CD para lisozima, fibras de lisozima
y la lisozima en presencia de L-tyr.

Después de un periodo de incubacion de 8 h, las fibras de lisozima (negra) muestran
una pérdida del espectro nativo (Figura 15 A). En la Figura 15 (B) se muestra el
cambio estructural de lisozima nativa a fibras amiloides donde la hélice a pasa del
53.4 al 0%, las hojas 3 paralelas cambian del 2.1 a 0 % y las antiparalelas del 11.8
al 40.1 %, los giros pasan del 3.8 al 14.6 % y la estructura desorganizada pasa del
28.8 al 45.3 %. Estos cambios sugieren un aumento notable de hoja 3 antiparalela
y la pérdida de la estructura de hélice a. La estructura de hoja B es mas comun en
escalas y tiempos pequefios y es la primera en aparecer en muchos procesos de
agregacion de amiloides [89]. Cuando la L-tyr esta presente, la lisozima conserva la
hélice a con un 22.9% y tiene menos cambios en la hoja 3 solo un 23,3%, los giros
cambian al 13,3% y la estructura no organizada al 40,6%. Este resultado sugiere
que la estructura final de la lisozima cuando la L-tyr estd presente es un
intermediario que se crea por la interrupcion en el proceso de fibrilogénesis. Esta
estructura se asemeja mucho a la reportada como fibra reversible de lisozima
humana que recientemente ha sido descubierta donde se tiene que hay un 28.9%
de hélice a, 28.9 de hoja B, 2% de giros y 40.2% de estructura no organizada [90],
por lo cual cabe la posibilidad de que el compuesto forme estructuras muy similares
lo que hablaria de que debilita a las fibras normales que son irreversibles a unas
reversibles. El aumento de la lamina B podria ser responsable de la propiedad de
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unirse a ThT y ANS. Esto esta respaldado por los resultados obtenidos de los

ensayos de fluorescencia, donde se observo el mismo comportamiento.

Simulacion de las primeras fases de la desnaturalizaciéon

En la busqueda de otra opcién a la dinamica tradicional, se desarroll6 una nueva
metodologia como alternativa para simular un proceso de desnaturalizacion, esta
consiste en multiplicar todas las coordenadas de los atomos de la proteina por un
factor mayor a 1, para causar que la proteina en cuestion se expanda o estire, para
después someterla a un proceso de minimizacién de energia; cabe mencionar que
esta metodologia no busca representar una ley fisica, ya que la expansion es
meramente mecanica, el cambio de la posicion de los atomos se garantiza ya que
la proteina esta posicionada en su centro de masa. Este proceso se repite las veces
deseadas que se denominan ciclos, es decir una expansién seguida de una
minimizacién es un ciclo. A medida que transcurren los ciclos algunos atomos no
regresan a su lugar de origen, dando lugar a las primeras rupturas en la estructura
de la proteina. De esta forma se trata de simular las primeras fases de la
desnaturalizacion. Es como estirar una liga con cierta fuerza constante
repetidamente, para observar en qué lugares empiezan a aparecer las primeras
fracturas antes de romperse y perder su forma. Conceptualmente funciona igual que
la dinamica tradicional se le inyecta energia al sistema (estiramiento de los atomos),
para después dejar que regrese al equilibrio (fase de minimizacién) y por ultimo se

observan los cambios en el sistema.

Para este experimento se utilizé un factor de expansion de 1.1 y se realizé durante
100 ciclos. Las estructuras resultantes de este proceso se analizaron comparando
su energia y el radio de giro de estas. De este analisis, se obtuvo que la estructura
del ciclo 7 es la mas indicada para continuar con los experimentos, esta se
seleccion6 debido que esta en el inicio del proceso, al analizar las graficas de radio
de giro vs ciclos y energia vs ciclos es una disruptiva en el comportamiento de las

graficas lo que indica un cambio importante en la estructura la proteina.

Como se muestra en la Figura 16, el resultado de someter a la lisozima a un factor

de 1.1 por 7 ciclos, se obtiene una lisozima que presenta una mayor abertura en la
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zona de pinza de la proteina comparada a la nativa, como se puede observar al
comparar los paneles A y B de la Figura 16. Esta diferencia esta marcada con
flechas naranjas. También existe la aparicion de una nueva abertura en el lado
opuesto de la zona principal, la cual se observar al comparar el panel C con el D, al
igual que la diferencia anterior, esta resaltada en color naranja, lo interesante de
estas dos posiciones es que se encuentra en la zona donde se encuentra la union
de los dos dominios de la lisozima, abriendo la posibilidad de que exista una

interaccion con cualquiera de los dos dominios o ambos.

Figura 16. Comparativa entre la lisozima obtenida del PBD 3FEOQ y la obtenida después de 7 ciclos
de expansion y compresion. A) Lisozima nativa, B) Lisozima después los ciclos con una mayor
apertura en la zona de pinza. C) Lisozima nativa sin aperturas resaltado en naranja. D) Lisozima
después de los ciclos con una abertura mostrada en naranja.

Simulacién de la asociacién molecular o “Docking”

Como se mencionod en la seccién de materiales y métodos se realizé el experimento
de docking con la estructura obtenida de la simulacion y la L-tyr. Los resultados se

muestran en la Figura 17. No se utilizé la estructura nativa de la lisozima ya que
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todos los experimentos que se muestran en las secciones anteriores sefalan que la
interaccion de la L-tyr no es con la estructura inicial de la proteina, sino que ocurre

después de que inicia el proceso de fibrilogénesis, por lo que se apuesta a que sea

una estructura de los primeros pasos en el cambio estructural que sufre la lisozima
a fibras [91].

Figura 17. Complejo resultante del docking entre la lisozima obtenida de la simulaciéon de
desnaturalizacion y la L-tyr. A) Complejo lisozima/L-tyr. B) Interacciones de L-tyr (representada en
color rosa). C) Mapa de interacciones entre la L-tirosina y la lisozima.

Al analizar los resultados se puede observar que el lugar donde interacciona la L-
tyr es la abertura que aparecio6 en la lisozima descrita en la seccion anterior, esto se
puede apreciar en el panel A de la Figura 17. En el panel B se aprecia que la L-tyr
interacciona con las dos hojas B y con la cola de una hélice a, esto indica que tiene
una interaccion con ambos dominios, dando indicios de que la interaccion en este
lugar funciona como un estabilizador estructural de la proteina, esto se reafirma lo
obtenido por medio de los resultados experimentales. En el panel C, se muestra el
detalle de las interacciones, siendo que la L-tyr forma dos puentes de hidrégeno con
la Thr40, que corresponde al domino a y por el otro lado, forma puentes de
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hidrogeno con la Leu84 y la Ala92 que corresponden al dominio B de la proteina.
Estos ultimos dos aminoacidos con los que interacciona se han reportado como
segmentos propensos a la agregacion que son predichos en diferentes programas
[92], lo que podria sugerir que son de suma importancia en el proceso de

fibrilogénesis y al interactuar con la L-tyr impide su rol en la agregacion.

Estos resultados sugieren que ocurre una interaccion con ambos dominios de la
proteina, dando como resultado una posible funcién de estabilizador de la L-tyr
sobre la lisozima lo que implica una interrupcion o enlentecimiento en la formacion

de estructuras que conduzcan a las fibras amiloides.

Simulacion de los primeros pasos de la desnaturalizacién en presencia de L-
tyr

Los resultados de los experimentos presentados anteriormente sugieren que la
accion de la L-tyr sobre la lisozima consiste en ser un estabilizador estructural, para
poder conocer si la L-tyr funciona de esta manera, se repitid el experimento de
simulacién de la desnaturalizacion, pero tomando como estructura inicial el complejo
lisozima/L-tyr obtenido de la seccion anterior de docking y se sometié al mismo
factor de expansion de 1.1 durante 100 ciclos el cual se utilizd para generar la
estructura de lisozima abierta. Mediante este experimento se busca saber si este
complejo es mas resistente a la misma perturbacién a la cual se sometio la lisozima
nativa o inicial (la obtenida del PBD 3FEQ).

En la figura 18 se muestra la comparacion de las dos condiciones, con respecto al
radio de giro, como cambia este parametro cuando se somete al proceso de
expansion y compresion de la proteina. En esta figura se aprecia como al estar
presente la L-tyr hay menor variacion en el radio de giro empezando en 15.5 nmy
terminando en 15.9 nm, mientras que en la lisozima sola, empieza en 14.7 nm y
termina en 16.1 nm. Lo que sugiere que la L-tyr ocasiona que la estructura se abra

menos O sea mas resistente a este proceso.
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Figura 18. Comparativa del cambio en el radio de giro durante una corrida de 100 ciclos entre la
lisozima inicial (linea negra) y la Lisozima abierta (obtenida el proceso de simulacion de
desnaturalizacion) en presencia de la L-tyr (linea roja).

El resultado de este experimento es que la estructura de la lisozima abierta con L-
tyr no sufre cambios significativos en su tamafio cambia de 15.5 nm a 15.9 nm,
mientras de la lisozima nativa mostré cambios en su estructura pasando de 14.7 nm
a 16.2 nm, por lo que se puede decir que el complejo lisozima/L-tyr se mantiene con
el mismo tamanfo en todo el proceso a pesar de que es una estructura inicialmente
abierta, sugiriendo que la presencia del aminoacido es suficiente para que no se

presenten cambios significativos, es decir que hay una estabilizacién.
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Conclusiones

Los resultados demuestran que la lisozima puede formar fibras amiloides en
condiciones fisiologicas (pH 7,4, 37 °C) y que la L-tirosina inhibe eficazmente este
proceso en una proporcion molar de 1:1. La L-tyr actia como un potente
estabilizador de la proteina, como lo demuestran los experimentos de
desnaturalizacion, donde su presencia altera significativamente el perfil de
desnaturalizacion de la lisozima. Esto indica que la unidn de L-tirosina proporciona
una estabilizacion sodlida, lo que ayuda a la proteina a mantener la integridad
estructural incluso en condiciones ambientales fluctuantes. El experimento de CD
demostrd que la estructura producida cuando la L-tyr esta presente es diferente de
la lisozima nativa y las fibras. Pero es muy similar a la reportada como fibra
reversible. Esto se confirma mediante microscopia, la cual revela la formacién de
estructuras que aparentemente son esferulitas como intermediarios en el proceso
de inhibicién. Los estudios de acoplamiento molecular identifican un sitio de union
favorable en el nucleo de la proteina, donde la L-tyr interactia con ambos dominios
de lisozima, adicional a esto interactua con aminoacidos que han sido reportados
como segmentos propensos a la agregacion. Estas interacciones probablemente
impulsan la estabilizacion e inhibicion observadas en este estudio. Estos hallazgos
destacan a la L-tirosina como un candidato prometedor para modular la estabilidad

de las proteinas y prevenir la formacion de fibras amiloides.
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Perspectivas

Explorar otros compuestos tanto fendlicos, como otros aminoacidos.
Explorar las pruebas en cultivo celular para checar si se repite el mismo
fenédmeno.

Utilizar la L-tyr como molécula base para desarrollar otras con mayores

efectos inhibitorios.
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