5 Caracterizacion estructural y estudios de

estabilidad de los inhibidores

5.1 Caracterizacion estructural de los N-metilinhibidores

Durante el disefio de inhibidores, una de las hipo6tesis mas importantes que se hace
es que, puesto que la secuencia AP presenta una estructura de lamina B, el inhibidor
interacciona con ella adoptando una conformacion extendida o de tipo B. Esta hipdtesis es
importante ya que si la disposicién del inhibidor no es extendida o de tipo B (éangulos
diedros proximos a 180°), la afirmacion de que el reconocimiento se realiza por una cara
del péptido mientras que la otra bloquea el crecimiento de la lamina de AB no se ajustaria
a la realidad (apartado 3.2.3). Ademas, si el péptido no adopta una conformacion
extendida, la equivalencia entre la secuencia original y la retro-enantio puede no ser

aplicable (apartado 3.2.5.1).

Los N-metilaminoacidos no so6lo actlan como disruptores de los puentes de H, sino
que también favorecen la obtencién de estructuras extendidas. Estudios previos
demuestran que la introducciéon de este tipo de residuos promueve la disposicién

extendida, restringiendo enormemente las posibles estructuras®®’.

Se utiliz6 la técnica de dicroismo circular (CD) para determinar la estructura
secundaria de los inhibidores mas representativos, completando, en algunos casos, la
informaciéon obtenida mediante esta técnica con los datos que se obtuvieron mediante
espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (IR-FT). Por Gltimo se realizaron

calculos teoricos para determinar la estabilidad de algunas de las estructuras propuestas.

La microscopia electrénica de transmision (TEM) fue utilizada para verificar si los

inhibidores sintetizados rinden, en las condiciones de trabajo, fibras amiloides.

157 Manavalan, P.; Momany, F. A. Biopolymers 1980, 19, 1943-1973.
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

5.1.1 Estudio de los inhibidores mediante dicroismo circular

5.1.1.1 Consideraciones previas sobre el dicroismo circular

El dicroismo circular aplicado a péptidos y proteinas permite estimar el contenido de
las diferentes estructuras secundarias candnicas (helice o, lamina B paralela, al azar, etc.)
que presentan en disolucion’®®. La estimacion se realiza a partir de la deconvolucion del
espectro de nuestra proteina problema como suma de varios espectros candnicos y en este

proceso se utilizan programas'®®

que, a partir de los espectros de CD de las estructuras
candnicas o bien de una serie de proteinas, permiten calcular la contribucién especifica de
las estructuras béasicas en la proteina incégnita (el espectro observado es la suma de las
diferentes estructuras basicas multiplicadas por una constante). El programa LINCOMB!®°,
por ejemplo, utiliza estructuras candnicas predeterminadas similares a las mostradas en la

Figura 92 para realizar sus calculos.

Espectros canénicos de CD
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Figura 92. Espectros canonicos de dicroismo circular de cuatro conformaciones basicas!®l. [@]ygy indica
elipticidad media por residuo (mean residue weight, MRW).

La mayoria de programas trabajan utilizando una serie de proteinas de estructura
conocida para estimar el contenido de estructura secundaria de otra proteina problema.

Este es el caso de programas como CDsstr'®?, CCA'®® o SELCON'®. Este método de

158 Kakanishi, K.; Berova, N.; Woody, R. Circular Dichroism: principles and applications, Ed. VCH
Publishers, Inc., New York, 1994.

159 Greenfield, N. J. Anal. Biochem.1996, 235, 1-10.

160 perczel, A.; Park, K.; Fasman, G. D. Anal. Biochem. 1992, 203, 83-93.

161 Yang, J. T.; Wu, C. C.; Martinez, H. M. Methods Enzymol. 1986, 130, 208-269.

162 Johnson, W. C. Proteins: Struct. Funct. Genet. 1999, 35, 307-312.

163 Sreerama, N.; Woody, R. W. Anal. Biochem. 1993, 209, 32-44.
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

célculo implica que, para obtener resultados satisfactorios, necesitamos que la estructura
de nuestra proteina esté representada adecuadamente en las estructuras de referencia que
utiliza el programa de deconvolucién. Si la proteina problema presenta algin motivo
estructural no considerado en el programa, la contribucién de éste al espectro de

dicroismo no se interpretara correctamente.

Otro factor muy importante a tener en cuenta en el momento de escoger un programa
para interpretar los resultados obtenidos es la naturaleza de la proteina que se esta
considerando. La mayoria de programas de deconvolucion de CD estan pensados para
proteinas plegadas relativamente grandes. El término estructura al azar o random coil no
tiene sentido en este tipo de programa, como se recalca en el archivo README.TXT del

164

programa CDsstr™®*, ya que esta estructura se observa en péptidos de tamano pequeno.

Los péptidos pequenos normalmente adoptan una estructura secundaria en equilibrio
con la forma al azar, haciendo innecesario el uso de un método flexible en el que se
consideren un elevado nimero de conformaciones. Por este mismo motivo, el anélisis
estructural de péptidos no tiene sentido hacerlo mediante un programa como CDsstr,
especifico para proteinas. El programa mas adecuado para péptidos pequeros es el CCA
(Convex Constraint Analysis), desarrollado por Perczel y colaboradores'®®. La ventaja que
presenta este método es que puede aplicarse a cualquier tipo de espectro de CD,
utilizando también para ello una serie de espectros de referencia. La diferencia
fundamental con todos los deméas métodos es la necesidad de introducir externamente el
numero de conférmeros puros presentes en la mezcla. En el caso de un péptido pequeno
podemos estimar de forma razonable que este valor serd de 2 6 3, aunque es necesario
determinarlo para cada problema (es légico pensar que el péptido, ademas de encontrarse

en forma al azar, también podria adoptar una o incluso dos estructuras estables).

Un obstaculo que debemos considerar en el caso de estudiar péptidos con
aminoacidos no naturales son las posibles alteraciones que pueden introducir estos

residuos en el espectro de dicroismo.

El fenébmeno del dicroismo circular se observa a aquellas longitudes de onda a las que

absorbe la molécula estudiada y se debe a las diferencias de comportamiento que

164 Programa CDsstr (Variable Selection). Parthasarathy, M.; Toumadje, A.; Johnson, W. C. version 1.8.2.
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

presentan los componentes de la luz linealmente polarizada en un medio anisétropo. Por
este motivo, normalmente los péptidos y proteinas se estudian mediante CD en el rango de
longitudes de onda comprendido entre 170 y 250 nm. El enlace peptidico, cuyos
parametros determinan la estructura secundaria que adopta el esqueleto peptidico,
presenta un maximo de absorcién a 210 nm, por lo que es alrededor de esta zona del
espectro donde se produce el efecto de dicroismo circular. La introduccion de
modificaciones en los atomos directamente implicados en este enlace, como es la
presencia de grupos metilo en el nitrogeno de la amida, puede por tanto implicar algunos
cambios en el espectro respecto a los valores descritos en las estructuras de referencia
utilizadas (desplazamiento de los valores maximos/minimos y variacion de las

intensidades).

Los espectros de CD de los N-metilpéptidos registrados en esta tesis presentan, como
se muestra en el apartado 5.1.1.2, variaciones respecto a los espectros canonicos
descritos para péptidos sin N-metilaminoacidos, observandose un espectro similar al
obtenido con estructuras de lamina  pero con un desplazamiento batocrémico del minimo
del orden de unos 10-15 nm (pasa de estar a ~215 nm a unos 225-230 nm,
dependiendo del péptido). Este tipo de espectro con minimos a alrededor de 230 nm son

165166 3 conformaciones de lamina B de péptidos con

asignados en la bibliografia
N-metilaminoacidos. Puesto que no se dispone del espectro de referencia de un
N-metilpéptido en disposicion de lamina B, la cuantificacién de la contribucion de esta
estructura al espectro de CD no se puede realizar satisfactoriamente utilizando programas

de deconvolucion.

5.1.1.2 Experimentos de dicroismo circular

Se escogieron algunos péptidos de la primera serie de inhibidores (derivados mono-,
di- y trimetilados de la secuencia Lys-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala) para determinar como
afecta la posiciéon y el nimero de grupos metilo en el espectro de dicroismo vy, por tanto,
en la estructura secundaria, del péptido. Ademas, se escogieron algunos péptidos de la

segunda y tercera serie de inhibidores para observar el efecto que producen tanto el

165 Kapurniotu, A.; Schmauder, A.; Tenidis, K. J. Mol. Biol. 2002, 315, 339-350.
166 Gordon, D. J.; Sciarretta, K. L.; Meredith, S. C. Biochemistry 2001, 40, 8237-8245.
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

cambio de los aminoacidos L por D, como la variaciéon del orden de la secuencia. Los

péptidos elegidos para este estudio se detallan en la Tabla 13.

La preparacion de las muestra para dicroismo circular y los parametros utilizados
durante las medidas de CD se detallan en el apartado 8.5.1.1. La concentracién éptima se
establecio, de forma empirica, en 200 uM. Esta concentracion ofrece una intensidad
adecuada y una buena relacion senal/ruido en las condiciones de medida y, ademas,

coincide con la concentracion a la que los inhibidores se incuban en los ensayos

bioldgicos.
Péptido Secuencia peptidica N° de metilos
1 Lys-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-NMeA-NH, 1
2 Lys-Lys-Leu-Val-Phe-NMePhe-Ala-NH, 1
4 Lys-Lys-Leu-NMeVal-Phe-Phe-Ala-NH, 1
5 Lys-Lys-NMelLeu-Val-Phe-Phe-Ala-NH, 1
6 Lys-Lys-Leu-NMeVal-Phe-NMePhe-Ala-NH, 2
8 Lys-Lys-Leu-Val-NMePhe-Phe-NMeAla-NH, 2
9 Lys-Lys-NMelLeu-Val-NMePhe-Phe-NMeAla-NH, 3
10 Lys-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-NH, 0
12 D-Lys-D-Lys-D-Leu-D-Val-D-Phe-D-NMePhe-D-Ala-NH, 1
16 D-Lys-D-Lys-D-NMeLeu-D-Val-D-Phe-D-Phe-D-Ala-NH, 1
17 D-Ala-D-NMePhe-D-Phe-D-Val-D-Leu-D-Lys-D-Lys-NH, 1
22 Lys-Lys-Leu-Val-Pro-Phe-Ala-NH, 0

Tabla 13. Péptidos analizados mediante dicroismo circular.

5.1.1.2.1 Espectros de dicroismo circular a temperatura ambiente

Los espectros de CD de los péptidos escogidos (Tabla 13) se muestran en las
siguientes figuras, donde se han agrupado en un mismo grafico los espectros relacionados
para facilitar la comparacion. Por ello, en algunos casos el mismo espectro aparece en

varias figuras.

La Figura 93 muestra una estructura tipo al azar para 10 (el péptido sin metilar),
mientras que los péptidos monometilados parecen ser una mezcla de diferentes
proporciones del espectro de 10 y el espectro de 4. La comparacién del espectro de 4 con

165,166

los descritos para otros N-metilpéptidos permite afirmar que presenta un elevado
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

contenido de estructura B. Esta estructura B parece estar mas favorecida cuanto mas

centrado esta el N-metilaminoacido en la secuencia.

5000 - CD de péptidos y monometilpéptidos

-5000 +

-10000 +

[@]rmw (deg-cmzldmol)

-15000 +

-20000 - Longitud de onda (nm) —922

Figura 93. Comparacién de diversos espectros de dicroismo circular de péptidos monometilados (1, 2, 4 y 5)
y no metilados (10 y 22) (200 uM, pH 7,4 y a 20°C, apartado 8.5.1.1.1), basados en la secuencia Lys-Lys-
Leu-Val-Phe-Phe-Ala.

El espectro de 4, donde NMeV es el residuo central, presenta un minimo muy
acentuado a ~230 nm (indicativo de estructura B en N-metilpéptidos) y desaparece la
banda a ~195 nm caracteristica de 10 (la comparacién del espectro de 10 con los
espectros candnicos parece indicar que 10 se encuentra, mayoritariamente, en forma de
estructura al azar). El minimo a ~230 nm también aparece, aunque mucho menos
intenso, en los espectros de 2 y 5, mientras que en el espectro de 1 la contribucién de la
estructura B parece ain menor. Esto es légico si pensamos que 1 tiene sélo una NMeA en
el extremo C-terminal, por lo que su influencia sobre la estructura secundaria es menor
que si se encontrara en la regién central del péptido (los extremos presentan mayor
flexibilidad).

La sustitucion de una Phe por Pro (péptido 22) da lugar a un espectro que no
presenta una contribucion importante de estructura B, al contrario de lo observado en el

caso de los N-metilinhibidores.

La Figura 94 es un ejemplo del espectro que se obtiene al comparar un péptido con

su forma enantiomérica. Debido a que 2 y 12 guardan una relacién de enantiémeros, sus

146



5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

espectros de dicroismo guardan una relacién de imagen especular. Lo mismo sucede con

16 y 17, los cuales también son enantidomeros entre ellos.

Derivados de Lys-Lys-Leu-Val-Phe-NMePhe-Ala-NH, (2)
20000 -
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& 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
s 195 205 215 225 23 245
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-10000 —2
12
-15000 | 1?
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Figura 94. Espectros de dicroismo circular de los cuatro péptidos basados en la secuencia KKLVFNMeFA (2,
12,16y 17) (200 uM, pH 7,4 y a 20°C, apartado 8.5.1.1.1).

En este ejemplo se hacen notables los problemas técnicos que implica trabajar por
debajo de 200 nm con determinadas muestras. A esta longitud de onda el desgaste de los
monocromadores del aparato se hace evidente, lo que se refleja en una disminucién de la
sefal en el UV lejano y una disminuciéon de la relacion sefal/ruido. Esto produce una
distorsién en la relacién de imagen especular en la regién por debajo de 200 nm (el
grafico mostrado se obtiene tras aplicar una funciéon de suavizado, ver apartado
8.5.1.1.3).

Una observacién interesante es que los péptidos con secuencia inversa (retropéptidos)
presentan un espectro muy similar al de las secuencias originales, lo que indica una
estructura secundaria parecida (el espectro de 2 es muy similar al de 16, y el de 12 al de
17).

En la Figura 95 se puede ver claramente el efecto de un nimero variable de N-
metilaminoacidos sobre la estructura secundaria. 9 y 10 son los puntos extremos del
gréfico: sin N-metilaminoacidos el espectro de 10 corresponde a una estructura al azar,
mientras que 9, con tres N-metilaminodacidos, presenta un marcado caracter de estructura

B. lgual que se ha observado en la Figura 93, en la Figura 95 también se aprecia que
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5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

cuanto mas centrados estan los N-metilaminoacidos en la secuencia, mayor contenido en

estructura B (se produce un aumento notable de la intensidad del minimo a ~225 nm).

5000 - Mono-, di- y trimetilpéptidos

&>-10000 -

-15000 - 2
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—38
—9
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Figura 95. Comparacién entre los espectros de dicroismo circular del péptido sin N-metilos (10), un péptido
monometilado (2), dos péptidos dimetilados (6 y 8) y el péptido trimetilado (9) (200 uM, pH 7,4 y a 20°C,
apartado 8.5.1.1.1).

Estos resultados muestran la importancia de los N-metilaminoacidos en la
estabilizacion de la estructura B. Cuantos mas N-metilaminoacidos, mas rigida resulta la

estructura final.

5.1.1.2.2 Espectros de CD a temperatura variable

La estructura de un péptido o proteina se ve influida por multiples factores externos,
tales como la temperatura, la fuerza idnica, el pH, la concentracion, etc. Debido a ello, y
puesto que el espectro de dicroismo circular de una sustancia revela precisamente la
estructura secundaria de ésta, la elipticidad de un péptido en disolucién se ve afectada por

todos estos parametros.

El aumento de la temperatura de una disolucion de proteina lleva normalmente a lo
que se denomina desnaturalizacion térmica de la proteina. Este proceso implica
normalmente la transicién de una estructura nativa ordenada, a temperaturas bajas, a una
forma colapsada en la que los residuos hidrofébicos quedan expuestos al disolvente, una
vez superada la temperatura de fusion de la proteina. Por tanto, la observacion de un

proceso de desnaturalizacion es un indicio de la existencia de interacciones entre grupos
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hidrofébicos que estabilizan el plegamiento'®’, bien sea debido a interacciones
intermoleculares (formacién de una hélice, apilamiento de estructuras B, etc.) o

intramoleculares (formacién de dimeros, etc.).

En el caso de una cadena peptidica corta que adopta una estructura extendida, como
sucede con los péptidos de la presente tesis, el hecho de observar un proceso de
desnaturalizacién no puede achacarse al desplegamiento de la cadena peptidica (en una
disposicién extendida todos los residuos se encuentran expuestos al disolvente), por lo que
puede ser indicio de la existencia de interacciones hidrofébicas entre diferentes unidades

peptidicas.

Con el fin de determinar la existencia de este tipo de interacciones se escogieron tres
péptidos (2, 9 y 10) y se realizaron medidas de CD a varias temperaturas entre 4 y 87°C

(ver apartado 8.5.1.1.2). Los graficos obtenidos se muestran en las siguientes figuras.

Variacion de [O] con la temperatura para 2

-2000 -

N

o

o

o
I

-6000 J

[©lvrw (deg'ClmzldmoI)

4°C
20°C
-8000 40°C
60°C
—380°C
—87°C

10000 Longitud de onda (nm)

Figura 96. Espectros de dicroismo circular obtenidos para el péptido 2, disuelto a una concentracién 200 uM
en tampdn fosfato 20 mM pH 7,4, en funcié de la temperatura.

167 Pain, R. H. Protein Folding, Ed. Oxford University Press Inc., New York 1996.
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10000 .  Variacion de [@] con la temperatura para 9
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Figura 97. Espectros de dicroismo circular obtenidos para el péptido 9, disuelto a una concentracion 200 uM
en tampdn fosfato 20 mM pH 7,4, en funcién de la temperatura.
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Figura 98. Espectros de dicroismo circular obtenidos para el péptido 10, disuelto a una concentracién 200 uM
en tampédn fosfato 20 mM pH 7,4, en funcién de la temperatura.

La comparacién de los tres péptidos permite observar, de forma general, una
disminucion en el peso relativo de la banda negativa a ~225 nm conforme se reduce la
temperatura, lo que podria indicar una reduccion del grado de estructuracion. Este tipo de

comportamiento se da durante el fendmeno de “cold denaturation”!®”:1€8;

en algunos
casos, a temperaturas bajas se ve mas favorecida la exposicion de residuos apolares al

agua que a temperaturas altas, debido a una contribucion dominante del término

168 Wishart, D. S. Techniques in Protein Chemistry VI, Ed. Academic Press, San Diego 1995.
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entropico’®®. Esto motiva que la proteina, a temperaturas bajas, se despliegue. En el caso
de un péptido pequefo esta explicacién no tiene sentido a no ser que se considere la
existencia de una estructura agregada, como puede ser un dimero, el cual, a temperaturas
bajas, podria disociarse (las diferencias entre el espectro de CD de la especie monomeérica

y la agregada provoca la variacion del espectro de CD con la temperatura®’®).

La existencia de un punto isosbéstico, tanto en la serie de espectros de 10 como en
la de 2, nos indica que el equilibrio observado tiene lugar, muy probablemente, entre dos

especies'’!.

5.1.1.2.3 Espectros de CD a concentracién variable

La obtencion de espectros de CD de una misma especie a diferentes concentraciones
puede indicar también la existencia de especies diméricas'®®. La elipticidad, ©, al igual
que la absorbancia, es proporcional a la concentracién, como se muestra en la Ecuacién
1. Por este motivo, y si no se produce ninglin cambio estructural, el valor de la elipticidad
molar, [©], tiene que ser constante con la concentracion.

[@)]- c-/
100

Ecuacién 1. Relacion entre la elipticidad, © (degrees), y la elipticidad molar, [0©] (deg-cm?-dmol?). A,y Ag
representan respectivamente la absorbancia de la luz polarizada a la izquierda y a la derecha.

©=33(4, — 4,) =

La formacion de dimeros o agregados depende de una constante de equilibrio. Por
este motivo, si se diluye suficientemente se pueden llegar a obtener las formas
monomeéricas, las cuales presentan un espectro de dicroismo circular diferente al

observado para los agregados.

Los resultados de Meredith indican que los di- y trimetilinhibidores son estructuras

166 Estas afirmaciones son

extremadamente rigidas, estables en forma monomérica
respaldadas con la observacion mediante CD de una estructura estable en un amplio
intervalo de concentracion, pH, en presencia de agentes desnaturalizantes y a diferentes

temperaturas.

169 Tsai, C.; Maizel, J. V.; Nussinov, R. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 2002, 37, 55-69.

170 jayawickrama, D.; Zink, S.; Velde, D. V.; Effiong, R. I.; Larive, C. K. J. Biomol. Struct. Dyn. 1995, 13,
229-144.

171 Tamura, A.; Kimura, K.; Takahara, H.; Akasaka, K. Biochemistry 1991, 30, 11307-11313.
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Si tenemos en cuenta que la secuencia central de AB es capaz de interaccionar con la
proteina nativa, AB, como indican los resultados de Tjernberg con el péptido Lys-Lys-Leu-
Val-Phe-Phe-Alal’?, no seria de extrafiar que, tanto este péptido como sus derivados
metilados en posiciones alternas, fuesen capaces de autoreconocerse, formando agregados
de tipo dimérico. Este comportamiento, por otro lado, es tipico de estructuras B, las cuales
tienen tendencia a asociarse para aumentar su estabilidad y, ademas, explicaria el
comportamiento de estos péptidos con la temperatura®®®.

Se realizaron medidas de CD a temperatura constante, variando la concentracion de
péptido, para intentar esclarecer el estado de agregacion de estos péptidos. El experimento
se realizd Unicamente con 9, el cual, segln los resultados a temperatura variable, es el
que presenta mayor rigidez. En la Figura 99 pueden verse los espectros de dicroismo de 9

a concentraciones desde 3 hasta 200 uM.

Elipticidad de KKNMeLVNMeFFNMeA a 20°C
5 4
0
1 é 20 215 225 235
-5
g
5-10 4
@
-15 4 —3uM
6uM
-20 12uM
25uM
25 1 — 50uM
—— 100uM
-30 4 Longitud de onda (nm) —200uM

Figura 99. Elipticidad del péptido 9 a diversas concentraciones en tampén fosfato 20 mM a 20°C. (las
medidas a 3, 6 y 12 uM estan realizadas en una cubeta de 1 cm de paso de luz, mientras que las restantes
medidas se tomaron en una cubeta de 0,1 cm).

La representacion grafica que se muestra en la Figura 99 permite ver cdmo aumenta
© en funcién de la concentracién, pero no resulta facil determinar a simple vista cémo

varia [©]. Para hacer independiente el valor de ©® de la cubeta y de la concentracion

172 Tiernberg, L. O.; Lilliehéok, C.; Callaway, D. J. E.; Naslund, J.; Hahne, S.; Thyberg, J.; Terenius, L.;
Nordstedt, C. J. Biol. Chem. 1997, 272, 12601-12605.

152



5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

utilizada, se utiliza la representacion de la Figura 100, con la elipticidad molar por

residuo, [O]yrw-

En la Figura 100 se aprecian claramente valores de [®] constantes entre 12 y

200 uM. Por debajo de 10 uM se produce un importante aumento de [©], que llega a

doblarse, respecto a los valores observados a concentraciones altas, a concentraciones de

3 uM. La representacién de [@] a 220 nm en funcion de la concentracion de 9, como se

muestra en la Figura 101, permite apreciar mejor este comportamiento.
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Figura 100. Elipticidad molar por residuo del péptido 9 a diversas concentraciones en tampdn fosfato 20 mM

a 20°C.
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Figura 101. Variacion de la elipticidad molar a 220 nm en funcion de la concentracién de 9.

153



5 Caracterizacion estructural y estudios de estabilidad de los inhibidores

Ademas, e igual que sucede con los experimentos a temperatura variable, se observa
un punto isosbéstico, indicativo de un equilibrio entre dos especies (por ejemplo, un

dimero y un mondmero).

Estos resultados de dicroismo circular permiten postular la existencia de un dimero o
agregado de 9 en disolucion, el cual se disocia a concentraciones por debajo de ~10 uM.
Este dimero podria estar implicado en el fenédmeno de desnaturalizacién en frio observado
en el apartado 5.1.1.2.2.

Ademads, el comportamiento de 9 con la concentracién no contradice las
observaciones de Meredith y colaboradores para sus N-metilpéptidos, ya que aunque
afirman que no existe variacion de [®] con la concentracién, los valores que exploran estan
comprendidos entre 10 y 1100 uM (por encima de los valores en los que se observé la

dependencia de [©] con la concentracion).

La posibilidad de que tanto 9 como los restantes N-metilinhibidores se encuentren en
forma de dimeros en disolucién podria estar relacionada con la tendencia de B(1-40) a

173

formar dimeros estables en medio acuoso'’® y a la capacidad que presenta la secuencia

Lys-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala para unirse, de forma especifica, a AR'"2.

5.1.1.2.4 Espectros de CD de mezclas

El valor de © es el resultado de la contribuciéon de cada conformacién que coexiste
en la disolucién. Por consiguiente, si mezclamos dos moléculas que no interaccionan entre
ellas, el espectro de dicroismo que se obtiene es la suma aritmética del espectro de cada
una por separado. Sin embargo, si las especies interaccionan y adoptan una estructura
diferente a la que tenian por separado, el espectro de la mezcla debe diferir de la suma

aritmética.

Puede ser interesante ver si la secuencia sin N-metilaminoacidos, Lys-Lys-Leu-Val-
Phe-Phe-Ala, es capaz de interaccionar con uno de los N-metilpéptidos. Debido a que
nuestro mejor inhibidor en el momento de realizar el estudio era la molécula 2, se escogi

este péptido para llevar a cabo el ensayo. Para favorecer la posible interaccion entre

173 Garz6n-Rodriguez, W.; Sepulveda-Becerra, M.; Milton. S.; Glabe, C. G. J. Biol. Chem. 1997, 34,
21037-21044.
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ambos péptidos se prepard una disolucién concentrada de ambos en agua con una
relacion 1:1 y se dejé envejecer 2 dias a 37°C. La medida se realiz6 igual que en el caso

los péptidos solos (apartado 8.5.1.1.1).

10 - Mezcla KKLVFFA(10) y KKLVFNMeFA(2)

—10
2
-40 A 2y 10 mezcla 1:1

Suma aritmética
Diferencia

.50 J Longitud de onda (nm)

Figura 102. Espectro de dicroismo circular de 2, 10 y una mezcla equimolar de 2 y 10. Todos estan
registrados a 20°C, utilizando una concentracién de péptido 200 uM en tampén fosfato 20 mM pH 7,4. En
rojo se representa el espectro tedrico obtenido mediante la suma matematica del espectro de 10 y el de 2,
mientras que en amarillo se muestra el espectro diferencia (valor obtenido al restar los espectros de 2 y de 10
al espectro de la mezcla 10y 2).

La comparacion de los espectros representados en la Figura 102 muestra una
variacion en la region alrededor de 200 nm que podria indicar un cambio en la estructura
que adoptan los péptidos en la mezcla respecto a la observada en las preparaciones
“puras”. No obstante, la variacién de la senal no es muy significativa si consideramos que

nos encontramos en una regién con una relacion sefial/ruido muy baja.

5.1.2 Estudio de los inhibidores mediante IR-FT

5.1.2.1 Consideraciones previas sobre el IR-FT

La espectroscopia infrarroja empezd a utilizarse en la determinacién de la estructura
secundaria de péptidos en 1950, permitiendo desde entonces complementar los datos

estructurales obtenidos mediante dicroismo circular con esta técnical’*. Una ventaja que

174 Elliott, A.; Ambrose, E. J. Nature 1950, 4206, 921-922.
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presenta la espectroscopia de infrarrojo respecto al dicroismo circular es que permite

trabajar tanto en disoluciéon como en estado sélido o gel®.

Al estudiar péptidos mediante IR-FT se pueden observar nueve bandas de absorcién
caracteristicas de este tipo de esqueleto carbonado, algunas de las cuales son Utiles para
el estudio conformacional de péptidos. La banda mas utilizada en este sentido es la
denominada banda amida I, situada entre 1600 y 1700 cm, que se debe
mayoritariamente a los stretchings C=0 (80%) y C-N (20%) del grupo amida'’®.

Un problema que conlleva el uso de la banda amida I es la vibracién tipo bending de
la molécula de agua, que da una sefal intensa cerca de 1640 cm™. Por este motivo,
frecuentemente se utiliza agua deuterada, lo que conlleva un ligero desplazamiento de la
banda amida I, dando lugar a la denominada banda amida I'. La deconvolucién de la
senal de IR de la banda amida I en forma de la suma de sus componentes permite, al
igual que en el caso del dicroismo circular, estimar la proporcion de cada una de las

conformaciones, dando en muchos casos una buena aproximacion a la estructura real'’®.

La deconvolucién que se utiliza en el caso del IR-FT es mas sencilla que la utilizada
en el dicroismo circular, ya que las bandas de IR puras pueden aproximarse a curvas
estandar de tipo Lorentziano o Gaussiano (0 a una mezcla de ellas)!’®. El andlisis de la
estructura secundaria presente en una proteina mediante IR-FT se basa en dos
parametros. Por un lado la frecuencia maxima de la banda nos indica qué tipo de
estructura tenemos, mientras que el area se puede relacionar con el contenido en dicha
estructura. En la Tabla 14'7 se muestra un resumen del rango de frecuencias observado

para diferentes tipos de estructuras secundarias.

* En dicroismo circular, la presencia de particulas en suspension interfiere en la medida debido a la
dispersion de luz, no asi en las medidas de infrarrojo.

175 Seshadri, S.; Khurana, R.; Fink, A. L. Methods Enzymol. 1999, 309, 559-576.

176 Susi, H.; Byler, D. M. Methods Enzymol. 1986, 130, 290-311.

77 Vass, E.; Kurz, M.; Konat, R. K.; Hollosi, Spectrochim. Acta Part A 1998, 54, 773-786.
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Estructura secundaria Banda amida I
Estructura extendida, lamina B | 1640-1615 cm™ (banda secundaria a 1680-1670 cm™)

HP 178
Estructura amiloide™, B ~1630 cm™ (banda secundaria menos intensa a ~1695 cm™)

antiparalelo

Desordenado 1649-1641 cm
Hélice o 1660-1650 cm'
Giros > 1660 cm

Tabla 14. Correlacion entre las sefiales de IR observadas y el tipo de estructura al que son asignados
normalmente!””.

En general, la frecuencia a la que se observa una banda tipo amida I depende de la
clase de puente de hidrégeno en el que se encuentre involucrado el grupo carbonilo de la
amida. Cuanto mas fuerte es el puente de hidrégeno que forma, menor densidad
electronica presenta el carbonilo y, por tanto, aparece a frecuencias méas bajas!’®. Esto
explica la gradacion que se muestra en la Tabla 14, donde las estructuras B, con enlaces

inter e intramoleculares, presentan los valores de frecuencia mas bajos.

En el caso del IR-FT, y al contrario que en el dicroismo, los valores de frecuencia
observados, v, no estan tan acotados para cada estructura secundaria, sino que el valor de
v varia dentro de un rango para cada estructura. Por esta razén es recomendable saber,
antes de realizar el proceso de deconvolucién, en qué region del espectro estan situadas,
aproximadamente, las bandas de la sefal amida I. Con este fin se pueden utilizar diversos

métodos, siendo muy frecuente el estudio de la segunda y/o cuarta derivada de la funcién.

En la segunda derivada, los minimos de ésta coinciden con los valores de los
maximos de las bandas que componen la curva de IR-FT (estos maximos quedan ocultos
debido al solapamiento de bandas). En la cuarta derivada, los maximos son los que

indican la localizacién de las componentes del espectro de IR-FT.

5.1.2.2 Experimentos de IR-FT

Los péptidos 2, 9 y 10 fueron estudiados utilizando IR-FT. Para ello, se eliminaron

los restos de trifluoroacetato® mediante tratamientos repetidos con HCI diluido (ver

178 Ashburn, T. T.; Auger, M.; Lansbury, T. J. J. Am. Chem Soc. 1992, 114, 790-791.
179 Jackson, M.; Mantsch, H. H. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 1995, 30,95-120.
* El carbonilo del trifluoroacetato aparece en la regién amida I (~1675 cm™).
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apartado 8.5.1.2.1). Las medidas se llevaron a cabo en film, utilizando como disolvente
D,0 para evitar interferencias debidas a la presencia de agua. Por este motivo, se estudio

en realidad la banda amida I' (apartado 5.1.2.1).

5.1.2.2.1 Péptido 10

En la Figura 103 se muestra el espectro de IR-FT en la regién amida I" para el
péptido 10 (el péptido sin N-metilaminoacidos). En este espectro pueden distinguirse, a
simple vista, cuatro sefales correspondientes a otras tantas bandas, situadas,
aproximadamente, a 1626, 1649, 1662 y 1691 cm'..

Transmitancia
—_—

R

1700 1650 1600
Frecuencia, v (cm™)

Figura 103. Espectro de IR-FT de la region amida I’ del péptido 10 tras aplicar una funcién de suavizado tipo
Savitzky-Golay y sustraer la linea base. Las flechas indican la localizacién de cuatro maximos de absorbancia
evidentes a simple vista y correspondientes a otras tantas componentes. La muestra se prepard en forma de
film sobre BaF,.

Antes de proceder a la deconvolucion del espectro, se estudiaron las bandas
existentes mediante el anélisis de la segunda derivada (Figura 104). Al comparar los
valores que indica con los que se aprecian a simple vista, tenemos que “aparecen” dos
componentes adicionales, una a 1680 y otra a 1608 cm™. Son los médximos ocultos que
se muestran gracias al uso de la segunda derivada. Al deconvolucionar la sefal de IR
utilizando estos valores como restriccién inicial (apartado 8.5.1.2.3), se obtienen las

bandas mostradas en la Figura 105.
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22 derivada del espectro de IR-FT de 10
0,3 -

01; f{@\ N\ A /\/

1700 1680 16p0 \/1640 1620 NJ 1600

1608
o1 1664 1647
-0,2
03 1693 Frecuencia, v (cm™) 1626

Figura 104. Representacion de la segunda derivada del espectro de IR-FT mostrado en la Figura 103. En
negrita se muestran los valores de v correspondientes a cada minimo local (indicativo de una banda en el
espectro de IR).

Absorbancia

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Frecuencia, v (cm™)

Figura 105. La linea negra gruesa muestra el espectro de IR de 10, mientras que las lineas finas son las
distintas componentes que constituyen la banda amida I’ de 10. La suma de todos los componentes da lugar
al espectro que se muestra en color gris (espectro calculado).

Si utilizamos los valores de la Tabla 14 para determinar el tipo de estructura presente
en la preparacion de 10 podemos ver que aparecen diversas bandas que pueden asignarse
a estructuras extendidas tipo B (1627, 1613 cm™, pudiendo atribuirse la sefial a 1692
cm, junto con 1627 cm’, a una estructura amiloide tipica'’®'®), y a una estructura
desordenada (1644 cm™). Estas bandas se corresponden con las mostradas por Penke y
colaboradores para la proteina AB nativa'®'. Los restantes componentes pueden atribuirse

a giros o estructuras con un nlUmero de puentes de hidrégeno reducido (1661 y

180 Rabanal, F.; Tusell, J. M.; Sastre, L.; Quintero, M. R.; Cruz, M.; Grillo, M. D.; Pons, M.; Albericio, F.;
Serratosa, J.; Giralt. E. J. Pept. Sci., 2002, 8, 578-588.

181 Szabo, Z.; Jost, K.; Soos, K.; Zarandi, M.; Kiss, J.T.; Penke, D. J. Mol. Struct. 1999, 480-481, 481-
487.
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1684 cm™). En definitiva, 10 parece encontrarse, en estado sélido, formando una mezcla

de estructura 3 extendida y/o giros, como muestran los datos obtenidos mediante IR-FT.

5.1.2.2.2 Péptido 2

El espectro de IR-FT de 2 en la region entre 1700-1600 cm™, se muestra en la
Figura 106. La comparaciéon de este espectro con el observado para 10 permite ver, a

simple vista, un perfil bastante diferente.

Transmitancia

;

1700 1650 1600
Frecuencia, v (cm'1)

Figura 106. Espectro de IR-FT de la regién amida I’ del péptido 2 tras aplicar una funcién de suavizado tipo
Savitzky-Golay y sustraer la linea base. La flecha continua indica el emplazamiento de un méximo de
absorbancia, mientras que la discontinua muestra un hombro, indicador de una segunda componente. La
muestra fue preparada en forma de film sobre BaF,.

La deconvolucion del espectro de infrarrojo del péptido 2 resulta mucho mas simple
que la de 10, como se observa en la Figura 107. En este caso, se determin6 Unicamente
la existencia de tres componentes a 1682, 1665 y 1633 cm™ mediante el analisis de la

segunda derivada.

En el caso de 2 la asignacion de las diferentes bandas es mas sencilla que en el caso
de 10, debido a la simplicidad del espectro. Utilizando nuevamente los valores dados en
la Tabla 14 podemos decir que la estructura mayoritaria que presenta 2 es la forma
extendida o de ld&mina B (banda a 1633 cm’, acompanada de la sefial a 1688 cm™,
atribuible a la banda secundaria de una lamina B antiparalela, frecuente en estructuras
amiloides). La sefial a 1665 cm™ podria formar parte de una conformacién en forma de

giro o no solvatada, similar a la observada en el caso de 10.
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1633

Absorbancia

1682 1665

1700 1650 1600

Frecuencia, v (cm™)
Figura 107. La linea negra gruesa muestra el espectro de IR de 2 en la regién amida I’, mientras que las

lineas finas son las distintas componentes que constituyen dicha banda. La suma de todas las componentes da
lugar al espectro que se muestra en color gris (espectro calculado).

Estos datos apoyarian las observaciones de CD sobre la existencia de una estructura
extendida, mayoritariamente de tipo B. Ademas, los resultados obtenidos mediante IR-FT
parecen indicar que la disposicién de la estructura es caracteristica de una estructura

amiloide.

5.1.2.2.3 Péptido 9

El espectro de IR-FT del péptido 9 en la region amida I’ es mas complejo que el
observado para 2, como puede verse en la Figura 108. Este hecho sorprende teniendo en

cuenta los resultados de dicroismo circular.

La deconvoluciéon de la regién amida I’ da lugar a las bandas que se muestran en la
Figura 109, los valores maximos de las cuales recuerdan mucho a los obtenidos para el

péptido 10, aungue no coinciden en las intensidades relativas.
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Transmitancia

}

1700 1650 1600
Frecuencia, v (cm™)

Figura 108. Espectro de IR-FT de la regién amida I’ del péptido 9 tras aplicar una funcién de suavizado tipo
Savitzky-Golay y sustraer la linea base. Las flechas continuas indican el emplazamiento de un maximo de
absorbancia, mientras que la discontinua muestra un hombro, indicio de una componente adicional. La
muestra fue preparada en forma de film sobre BaF,.

1631

Absorbancia

1681

1700 1650 1600
Frecuencia, v (cm™)

Figura 109. La linea negra gruesa muestra el espectro de IR de 9 en la regién amida I’, mientras que las
lineas finas son las distintas componentes que constituyen dicha banda. La suma de todas las componentes da
lugar al espectro que se muestra en color gris (espectro calculado).

Nuevamente, se pueden asignar varias bandas a estructuras extendidas tipo (1631,
1620 cm, con la sefial complementaria a 1681 cm! tipica en estructuras amiloides). En
este caso aparecen dos bandas atribuibles a una estructura desordenada (1641 vy
1648 cm™), mientras que el espectro de 10 s6lo mostraba una, situada en un valor
intermedio, y 2 no presentaba sefales atribuibles a este tipo de ordenacion. El
componente a 1660 cm™ es el Unico que coincide totalmente en los tres péptidos, y puede

ser asignado a algun tipo de giro o a estructuras con pocos puentes de hidrégeno.
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La comparacion entre los espectros de 2, 9 y 10 nos permite ver las diferencias y

similitudes entre los tres compuestos, como se muestra en la Figura 110.

Absorbancia

1700 1650 1600

Frecuencia, v (cm™)
2 =——9 =10

Figura 110. Superposicién de los espectros de IR-FT de la regiéon amida I’ de los péptidos 2, 9 y 10.

Un rasgo caracteristico de esta serie de compuestos es la existencia, entre otras
conformaciones, de una estructura extendida, asignable, segin Lansbury 'y
colaboradores'’®, a una estructura amiloide (banda a ~1630 cm’!, acompafiada de una
banda secundaria menos intensa a ~1695 cm™). Esta observacion se correlaciona con los
datos de dicroismo tanto para 2 como para 9. En el caso de 10, la estructura mayoritaria
en disolucion (CD) es la forma desestructurada, mientras que en estado sélido, aunque

presenta un mayor peso que en 2 y en 9 de este tipo de estructura, ésta es minoritaria.

5.1.3 Estudio de los inhibidores mediante microscopia electrénica
de transmisién

La hipétesis amiloide implica que las especies téxicas son los agregados amiloides o
los intermedios que se forman durante la agregacion. Por este motivo es interesante ver si
las moléculas sintetizadas, igual que sucede con otros derivados de AP, presentan
capacidad amiloidogénica en las condiciones de trabajo utilizadas (los resultados
obtenidos mediante IR-FT de muestras en estado solido indican la existencia de una

estructura amiloide en estas preparaciones).

La microscopia electronica de transmision (TEM) permite observar directamente las

estructuras fibrilares formadas por proteinas con capacidad amiloidogénica (apartado 4.2).
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Es, por tanto, una forma de determinar la capacidad de formacion de fibras amiloides que
presentan sin tener que recurrir a técnicas de tincién, que a veces pueden ofrecer
resultados contradictorios!®*83, Por ello, tras la realizacion de los ensayos de toxicidad de
cada inhibidor, se analiz6 la preparacion de péptido restante mediante TEM. En ningln
caso se observaron fibras amiloides tipicas, aunque en algunos casos (como el péptido 7)
se pudo observar, de forma aislada, la presencia de asociaciones de péptido. En la Figura
111 se muestran micrografias de 7 donde se aprecian tanto formas amorfas como una
estructura agregada no amiloide. En la Figura 112 y en la Figura 113 se pueden ver méas
ejemplos de estructuras amorfas diversas. En las preparaciones de los restantes

inhibidores se observaron estructuras amorfas similares a éstas.

Este experimento muestra que los péptidos sintetizados no poseen propiedades
amiloidogénicas, al menos en las condiciones de ensayo utilizadas (algunas proteinas
necesitan el uso de temperaturas elevadas, cambios de pH o bien agitacién para rendir

estructuras amiloides'®).

Figura 111. Micrografias del péptido 7 obtenidas utilizando TEM con tincién negativa. La barra de a)
corresponde a 0,1 um, mientras que de b) representa 0,5 um. a) muestra un agregado tipo mosaico (ver
apartado 4.2.3), mientras que en b) se observa una deposicion amorfa de péptido.

182 Goldsbury, C. S.; Wirtz, S.; Mdller, S. A.; Sunderiji, S.; Wicki, P.; Aebi, U.; Frei, P. J. Struct. Biol. 2000,
130, 217-231.

183 Howlett, D. R.; Jennings, K. H.; Lee, D. C.; Clark, M. S. G.; Brown, F.; Wetzel, R.; Wood, S. J.;
Camilleri, P.; Roberts, G. W. Neurodegeneration, 1995, 4, 23-32.

184 Caussette, M. M. Planche, H.; Delepine, S.; Monsan, P.; Gaunand, A.; Lindet, B. Protein Eng. 1997,
10, 1235-1240.
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92
b) U2 Lty

Figura 112. Micrografias del péptido a) 4 y el péptido b) 2, obtenidas utilizando TEM con tincién negativa. La
barra de a) corresponde a 0,5 um, mientras que en b) representa 0,2 um. Ambas micrografias muestran
deposiciones amorfas de péptido.

b) 0,2 Wy

Figura 113. Micrografias del péptido a) 5 y el péptido b) 10, obtenidas utilizando TEM con tincién negativa.
La barra tanto en a) como en b) corresponde a 0,2 um. Ambas micrografias muestran deposiciones amorfas de
péptido ligeramente diferentes a las observadas en la Figura 112 para los péptidos 2 y 4.

a)
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5.2 Modelizacion asistida por ordenador

Los resultados obtenidos de los estudios de dicroismo circular e IR-FT hacen pensar
que los inhibidores estudiados presentan una estructura extendida, probablemente
dimérica si tenemos en cuenta los resultados de CD a diferentes temperaturas y
concentraciones. Por este motivo se planted la utilizacién del modelaje molecular para ver
si dicha hipétesis es factible y, en tal caso, qué conformacién relativa (paralela o

antiparalela) es mas favorable desde un punto de vista energético.

5.2.1 Minimizacion de las estructuras monomeéricas

Los resultados de dicroismo muestran que un mayor nimero de metilos induce un
grado de estructuracién mas elevado, es decir, mayor rigidez, en la cadena peptidica, la

cual se dispone, preferentemente, en forma de estructura .

Con el objetivo de determinar si la conformaciéon extendida, es decir, con todos los
enlaces en disposicion trans, que los inhibidores muestran en los estudios de dicroismo
circular e IR-FT corresponde a un minimo energético, se escogieron cuatro péptidos
representativos para realizar un proceso de minimizacion. El calculo se realizd en una
celda de agua a pH 7,4 utilizando el programa Insightll Discover 3.0 en condiciones de

contorno periddico (PBC) (ver los detalles experimentales en el apartado 8.5.1.4).

Se escogi6 el péptido 2 como referencia, ya que en el momento de llevar a cabo los
calculos era el inhibidor que mostraba una mayor capacidad inhibidora de la toxicidad de
AB. Por otro lado, y basandonos en la estructura de 2, también se escogié 10 (la
secuencia sin N-metilaminoacidos), 6 (péptido dimetilado, en la misma Phe que 2, y en la

Val) y 9 (el péptido trimetilado, en este caso el Unico posible).

En la Figura 114 se superponen las estructuras de partida con las estructuras
minimizadas resultantes para mostrar la variaciéon que se produce durante el proceso de

minimizacion.
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