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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, de
evolucion lenta y que se caracteriza por ser la forma mas comin de demencia. En el
transcurso de la EA, la proteina tau comienza a hiperfosforilarse irreversiblemente
en mdultiples sitios, y se autoensambla en estructuras anomalas filamentosas
denominadas filamentos helicoidales pareados (PHFs), para dar lugar finalmente a
los ovillos neurofibrilares (NFTs). Se ha demostrado que los oligdmeros de tau son
neurotoxicos y mas interesante aun, correlacionan con el deterioro cognitivo. Se
discute sobre la naturaleza precisa de las especies que causan dicho efecto. Por lo
tanto, la inhibicion de la agregacion de tau en estructuras oligoméricas o
filamentosas se muestra como un blanco terapéutico para el tratamiento de la EA.
Se ha descrito previamente que moléculas de la familia de quinolinas y polifenoles

afectarian la agregacion de tau in vitro.

En este contexto, la hipétesis de este trabajo se enmarca en que nuevos
compuestos derivados de quinolinas y polifenoles como el acido fllvico, tendrian
capacidad inhibitoria en la agregacién de tau. El objetivo central es desarrollar una
metodologia para el estudio de moléculas con propiedades antiagregantes de tau y

sus posibles mecanismos de la inhibicion.

Para ello se ha purificado htau recombinante y el fragmento 4RMBD desde E. coli y
se indujo la polimerizacién in vitro con heparina. Se caracterizaron los agregados
formados mediante técnicas de espectroscopia de fluorescencia, dynamic light
scattering (DLS), microscopia electrOnica y microscopia de fuerza atdmica (AFM). A
su vez, se estableci6 una metodologia para el screening de moléculas con
capacidad antiagregante de tau. Mediante estas técnicas, hemos determinado que
solo el compuesto THQ-55 de las quinolinas ensayadas tendria un potencial efecto
antiagregante de tau a altas concentraciones. A su vez, el acido falvico presenta un
efecto inhibitorio en la agregacion de tau y desensamblaria los agregados
preformados de ésta. Hacia el futuro se espera dilucidar el mecanismo mediante el
cual el &cido fulvico afecta los procesos de agregacién proteica.
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ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disorder of slow progress that
affects the brain. AD is the most common form of dementia. In the course of AD, tau
protein begins to be irreversibly hyperphosphorylated at multiple sites, and self-
assembles into pathological filamentous structures called paired helical filaments
(PHFs), and these filaments assemble into neurofibrillary tangles (NFTs). It has been
shown that tau oligomers are neurotoxic and correlate with cognitive decline,
although the precise nature of the species that cause this effect is unknown. In this
context, the inhibition of tau aggregation in oligomeric or filamentous structures
appears as a promising therapeutic target for the treatment of AD. Previously, it has
been described that the family of molecules of quinolines and polyphenols would
affect the aggregation of tau in vitro.

In this context, the hypothesis of this research is based on the activity of quinolines
compounds and polyphenols such as fulvic acid, and their inhibitory action on tau
aggregation. The central goal is the development of an approach for the study of
molecules with anti-tau aggregation properties and its possible mechanisms of
inhibition.

Htau and the 4RMBD fragment have been purified from E. coli and the in vitro
aggregation was induced with heparin. Aggregates formed were characterized by
fluorescence spectroscopy techniques, dynamic light scattering (DLS), electron
microscopy and atomic force microscopy (AFM). Moreover, a methodology for the
screening of molecules with antiaggregation capacity of tau was established. Using
these techniques, we determined that of the quinolines tested only the THQ-55
compound has an antiaggregation potential on tau at high concentrations. On the
other hand, fulvic acid has a significant inhibitory effect on tau aggregation and
disassembles tau preformed aggregates. Towards the future, we hope to elucidate
the mechanism by which the fulvic acid affects protein aggregation processes.
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1.- INTRODUCCION

1.1 La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, de
evolucion lenta y que se caracteriza por ser la causa mas comun de demencia, lo
que la convierte en uno de los mayores problemas de salud publica en la actualidad
(Maccioni et al., 2001). Se estima que los costos asociados a demencias a nivel
mundial seran cercanos a los US$ 600 billones de ddlares para el afio 2010 y que
actualmente hay 35,6 millones de pacientes alrededor del mundo, proyectandose
115 millones para el afio 2050 (Wimo & Prince, 2010).

Las caracteristicas histopatolégicas de la EA estan representadas por dos
lesiones principales: las placas seniles y los ovillos neurofibrilares (NFTs). Las
primeras tienen como principal componente al péptido beta amiloide (péptido AB)
que adopta estructuras de sabana plegada (; mientras que las Ultimas tienen a la
proteina tau hiperfosforilada y formas de tau patolégica como principal componente
(Maccioni et al. 2001). El diagnoéstico definitivo de la enfermedad sélo se puede
realizar postmortem al comprobarse la existencia de estas estructuras
histopatologicas en el cerebro de los pacientes, aunque se avanza en nuevos

biomarcadores de diagndstico temprano de la EA (Maccioni et al., 2006).

Entre las hipotesis que tratan de explicar la enfermedad se encuentra la hipotesis
amiloide, que propone que la acumulacién de AB en el cerebro es la influencia
primaria conducente en la patogénesis de la enfermedad. El resto de los procesos
que ocurren en la EA seria un resultado del desbalance entre la produccion y
degradacion de AR (Hardy et al., 2002). Esta hipotesis que se mantuvo durante 20
afios ha caido en descrédito al demostrarse que las placas seniles no son
responsables de la etiologia, sino mas bien los agregados neurotoxicos de tau
(Maccioni & Perry, 2009). En este sentido, la hip6tesis de tau indica que los eventos

conducentes a la patogénesis de la EA son producto de la agregacion de la proteina



tau hiperfosrilada, ya que los NFTs correlacionan con el deterioro cognitivo, no asi
las placas seniles (Maccioni & Perry, 2009). También se ha propuesto que el estrés
oxidativo ocurre tempranamente en la progresién de la enfermedad, antes del
desarrollo de los agregados proteicos de AR y tau; y que afectaria toda clase de
macromoléculas lo que conduciria inevitablemente a la disfuncién neuronal (Moreira
et al., 2008).

Una de las hipétesis de la etiogénesis de la EA con mayor aceptacion
actualmente es la neuroinmunoldgica o teoria unificadora de la EA (Fernandez et al.,
2008; Maccioni et al., 2009; Morales et al., 2010), la cual plantea que existen una
serie de sefales de dafio-alarma en el sistema de inmunidad innata, en las etapas
tempranas de la patogénesis de la EA (Figura 1). Sefiales de dafio end6geno tales
como oligdmeros de AB, LDL oxidada, radicales libres, dafio mecéanico y productos
de glicosilaciéon avanzada (AGEs), producidos por factores externos como los
traumatismos, alta ingesta de grasa, deficiencia de vitaminas B6 y B12, infecciones
y sobrecarga de hierro entre otros, activan la microglia a través de receptores AGEs;
asi como LDL-oxidadas podrian activar receptores tipo toll (TLRs), en particular
TLR4. Separadamente y en varias combinaciones, estas sefiales podrian gatillar
mecanismos de alarma en el sistema de inmunidad innata, resultando en un
aumento en los niveles de NFk-B, factor de transcripcion que aumentaria la
expresion de los genes de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) liberados
por la microglia y que promueven cascadas erroneas de sefializacion en las
neuronas afectadas. Estas sefiales estarian directamente relacionadas con el dafio
neuronal, debido a que se activarian enzimas del ciclo celular tales como la Cdk-5,
lo cual se ve reflejado en alteraciones como la hiperfosforilaciéon de tau y la
formacion de filamentos helicoidales pareados (PHFs), procesos que resultan en
una degeneracion neuronal y progresivamente manifestaciones clinicas severas que
afectan procesos cognitivos y conductuales (Fernandez et al., 2008; Maccioni et al.,
2009). Por ello, es de especial interés el estudio de la proteina tau y sus procesos
de agregacion.
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Figura 1.- Esquema de la hipdtesis neuroinmunoldgica de la EA (Fernandez et
al., 2008)

1.2 La proteina Tau: estructuray roles fisioldgicos

La proteina tau pertenece a la familia de las MAPs o proteinas asociadas a los
microtubulos. Cumple una funcion importante en el ensamble de estos, asi como en
su estabilizacién contra la inestabilidad dinamica y la unién de los microtdbulos con
otros filamentos del citoesqueleto (Maccioni et al, 1995). Tau esta codificada por un
gen simple localizado en el cromosoma 17. En la especie humana se expresa casi
exclusivamente en las neuronas y a partir de un solo gen se derivan por procesos
de splicing alternativo seis isoformas distintas que poseen entre 352 a 441 residuos
aminoacidicos. Las isoformas se encuentran definidas por la presencia o ausencia
de uno o dos insertos en su extremo amino-terminal y la presencia o ausencia de
la secuencia repetitiva R2 en el dominio de uniéon a microtubulos (Goedert et al.,
1989). En la Figura 2 se muestran las distintas isoformas de tau humana (htau) y

los dominios de unién a microtubulos.
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Figura 2.- Diagrama de isoformas de htau. A.- Isoformas de htau, B.- Dominios
de unién a microttbulos de tres y cuatro repeticiones.

La region N-terminal de tau puede contener secuencias acidicas de tamafio
variable, dependiendo si la isoforma presenta los exones 2 y 3. Esta regién
constituye el dominio de proyeccién, debido a que una vez que la proteina tau
interactda con los microtibulos se proyecta desde éstos hacia el exterior. A través
de esta proyeccion tau es capaz de interactuar con otros elementos del
citoesqueleto como filamentos de actina o espectrina (Cross et al., 1993; Farias et
al., 2002) o con la membrana plasmatica (Hernandez et al., 2009). La regién C-
terminal contiene el dominio de unién a microtdbulos ya que es el encargado del
ensamblaje y estabilizacion de los microtubulos. En esta region se ubican los
dominios de las secuencias repetitivas en tandem. Estos presentan 3 o 4 segmentos
de 18 aminoacidos cada uno altamente conservados, los que se encuentran
separados por regiones de alrededor de 13 aminoacidos, y cuya funcién
fundamental es la unién a los microtubulos (Maccioni et al., 1989).

Durante el proceso de patogénesis de la EA, tau comienza a hiperfosforilarse
irreversiblemente en mudltiples sitios, y se integra en estructuras andémalas

filamentosas denominadas filamentos helicoidales pareados (PHFs), para dar lugar



finalmente a los NFTs (Maccioni et al., 1995). La fosforilacién de tau juega un rol
importante en la regulacion de la unién de tau a los microtibulos y por ende, regula
la estabilidad de los microtabulos dentro de las neuronas. Sin embargo, en EA y
otras taupatias la proteina tau se encuentra en un estado anormalmente fosforilado,
presumiblemente por una alteracién en el balance de las actividades de varias
quinasas (como Gsk-38 y Cdk-5) y fosfatasas, PP1A y PP2. Las alteraciones en el
estado de fosforilacién de tau pueden generar cambios irreversibles en la dindmica
de los microtdbulos, disfuncion celular y finalmente la muerte celular (Mi et al.,
2006).

1.3 Agregacion de la proteina tau

Para estudiar los procesos de agregacion de tau se ha analizado la
polimerizacion a partir de tau recombinante in vitro. A diferencia de otras proteinas
que se agregan, tau no forma fibras espontaneamente cuando se incuba en
condiciones fisiolégicas (Kuret et al.,, 2005). Para facilitar el estudio de
polimerizacion in vitro, se requieren moléculas polianidnicas inductoras tales como
heparina, heparan sulfato, acidos grasos poli-insaturados o RNA (Goedert et al,
1996, Kampers et al., 1996 y Wilson et al., 1997). Sin embargo, los mecanismos
subyacentes de la transicion estructural desde una proteina inocua naturalmente
desplegada a sus polimeros neurotéxicos y a sus estructuras agregadas
macromoleculares mayores son aun desconocidos (Maccioni et al.; 2010). Desde un
punto de vista estructural, tau se ha caracterizado como una proteina “random coil”
sin zonas marcadas de estructura definida, mientras su agregacion se basa en la
transicion parcial desde dominios “random coil” a estructura de sabana ( (von
Bergen et al., 2005; Jeganathan et al., 2008).



La conformacion de tau soluble no se conoce en detalle, siendo altamente
variable, ya que corresponde a lo que se llama una proteina sin plegamiento nativa.
Los estudios de NMR del dominio repetitivo han revelado muy poca estructura
secundaria, pero se observan motivos de estructura [ naciente cercanas a las
repeticiones 2 y 3 (Mukrasch et al., 2005). Recientemente por estudios de NMR
avanzados se ha logrado un modelo de tau en solucion de la proteina completa,
aunque de baja resolucién, que muestra la gran capacidad dinamica en solucion
(Mukrasch et al.,, 2009). La compactacion interna del dominio repetitivo fue
evidenciada por la proximidad relativa de residuos marcados fluorescentemente
mediante estudios de FRET (fluorescence resonance energy transfer), que han
mostrado un plegamiento tipo “paperclip”, resultando en la yuxtaposicién del dominio
repetitivo con el extremo C-terminal y N-terminal de la proteina (Jeganathan et al.,
2006). Por estudios de SAXS (small-angle x-ray scattering) se han caracterizado
formas de la proteina tau normales y mutantes agregantes, no encontrandose
grandes diferencias en las conformaciones en forma monomérica en solucion,
sugiriendo que los cambios conformacionales ocurren luego que el ndcleo de

agregacion se ha formado (Mylonas et al., 2008).

Se ha investigado en la secuencia de los tAndemes en repeticién de tau y se ha
determinado que la agregacién de ésta se basa en dos motivos hexapeptidicos:
2PVQIINK®  (PHF6*) y *®VQIVYK®! (PHF6) al comienzo de las secuencias de
repeticion 2 y 3 respectivamente, siendo este Ultimo motivo comin a todas las
isoformas de tau (von Bergen et al., 2000). Estos “motivos de agregacién” tienen un
carécter parcialmente hidrofébico y tienden a interaccionar con estructura 3 cruzada,
contribuyendo al nucleo de los PHFs, mientras el resto de las proteina se mantiene
desordenada mayormente. El motivo *®*VQIVYK*", es capaz de formar fibrillas de
apariencia amiloide en solucion, determinandose que forma estructura 8 cruzada en
forma paralela (Goux et al., 2004). Recientemente dicho motivo fue caracterizado
estructuralmente por difraccién de rayos X confirmando la espina de estructura -
cruzada (“B-cross spine”), es decir, un set de hebras B que corren perpendiculares al
eje longitudinal de la fibra. A su vez se describié que la unidad fundamental de las
fibrillas tipo amiloide es una estructura tipo “steric zipper” (cremallera estérica) ya



que los segmentos peptidicos pueden interaccionar con otras copias de si mismas y
formar dos sabanas B interdigitadas herméticas, formando una interfase seca,
dominada por las interacciones hidrofobicas y otra interfase humeda hacia el
exterior, dominada por las interacciones idnicas (Sawaya et al., 2007). Gracias a los
adelantos en la preparacion de las muestras y las técnicas de difraccion, ha sido
demostrada la naturaleza amiloide de los filamentos de tau purificados de cerebro
humano o ensamblados de proteina recombinante completa (Berriman et al., 2003,
Barghorn et al., 2004). Estos motivos hexapeptidicos de agregacion coinciden con
secuencias de estructura  naciente que pueden ser detectadas en tau soluble por
espectroscopia NMR (Mukrasch et al., 2005; Sillen et al., 2005). También estudios
de NMR permitieron la caracterizacion de un fragmento de 198 residuos compuesto
por los cuatro tandemes en repeticién y los dominios flanqueantes y que contiene la
uniéon completa a microtdbulos y la actividad agregante de tau. La propension mas
alta para formar estructura 3 es dentro de las regiones repetitivas, mientras los
dominios flanqueantes estdn mayormente como “‘random coil’, con una
incrementada rigidez en la regién rica en prolinas (Mukrasch et al., 2007). Por
técnicas de solid-state NMR (ssNMR) se ha descrito que los dimeros de tau en
solucién pueden interaccionar por los dominios de la region repetitiva R3, dejando a
los dominios R1 y R4 expuestos a la superficie (Andronesi et al., 2008). Por
métodos similares se ha comprobado que oligbmeros de tau son capaces de
interaccionar por estas secuencias hexapépticas (VQIINK y VQIVYK), siendo las
principales responsables de la interaccion proteina-proteina en las etapas
tempranas de agregacion (Peterson et al, 2008).

Los fenédmenos de agregacién de tau se han estudiado por diversos métodos. El
ensamblaje de tau inducido por heparina involucra dos dimeros distintos (cisteina-
dependiente y cisteina-independiente) que difieren en su resistencia a la reduccion.
Una menor cantidad de oligomeros de orden superior y agregados fueron
ensamblados en mutantes que carecen de cisteinas (Cys/Ala) o que presentan una
delecién del hexapéptido PHF6, lo que indica que los puentes disulfuros
intermoleculares en conjunto con el hexapéptido PHF6 facilitan la oligomerizacion
de tau (Sahara et al., 2007). Formas intermedias de filamentos de tau (estructuras



prefibrilares) en solucion se han estudiado por microscopia de fuerza atémica (AFM)
caracterizando diversas etapas en la formacion de los PHFs, los que se han
denominado como tau granular (Maeda et al., 2007). Estas formas oligoméricas de
orden superior se han caracterizado en cerebros de modelos transgénicos de la
enfermedad o en cerebros de pacientes, lo que indica su importancia en los
procesos de agregacion y posterior dafio neurodegenerativo (Maeda et al., 2006;
Sahara et al., 2007; Berger et al, 2007). Por otra parte, desde pacientes con EA se
pueden aislar filamentos que muestran morfologia variada. Estos se han
caracterizado por microscopia electronica, siendo en su mayoria del tipo helicoidal
pareado con formacion entrecruzada (PHF), aunque hay estructuras de filamentos
rectos sin formacion entrecruzada (“straight filaments”, SF) (Crowther et al., 1991).

Se ha propuesto un modelo clasico de agregacion del tipo nucleacion-agregacion
para explicar la agregacion de tau (Figura 3). Segun este modelo, tau “random coil”
monomérica en soluciébn sufre cambios conformacionales, lo que gatilla la
agregacion subsecuente. La etapa de formacién de dimeros seria la etapa limitante
y constituiria el nacleo de agregacion basico. Sobre este nucleo se van asociando
nuevas moléculas y se forman elementos oligoméricos y prefibrilares, para constituir
filamentos a través de un proceso de elongacion o extensiéon de éstos. En términos
cinéticos, habria una primera fase lag de agregacion, que corresponde a la
formacion de los estos nulcleos, de equilibrio lento y luego, una fase de ensamblaje,
que corresponde a la extension de los filamentos formados, con una velocidad de
crecimiento exponencial (Kuret et al., 2005; Congdon et al., 2008).
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Figura 3.- Etapas de la agregacion de tau A.- Modelo de agregacion de
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1.4 Neurotoxicidad de tau

Muchas enfermedades neurodegenerativas se han asociado a los procesos de
mal plegamiento de proteinas y agregacion de éstas en el sistema nervioso central.
Con distintos matices, estas patologias se caracterizan en comUn por presentar la
acumulacioén intra o extracelular de agregados que son téxicos para las células
nerviosas (Soto, 2003). En este contexto, la agregacion de tau en diversas
estructuras se ha sefialado como central en la etiogénesis de la EA (Maccioni et al,
2010).

Dentro de las evidencias para afirmar el rol de tau en la neurodegeneracion, se
encuentra que la acumulacién de NFTs correlaciona con la progresion y severidad
de la enfermedad asi como con el deterioro cognitivo (Dickson et. al, 1995; Guillozet
et al., 2003). A su vez, el descubrimiento que mutaciones puntuales de tau, que le
confieren mayor tendencia a agregarse, ha permitido relacionar directamente el gen
de tau con enfermedades neurodenegerativas similares a la EA como la demencia
frontotemporal (van Swieten et al., 2007). Por otra parte, se han realizado estudios
en modelos neuronales, que han mostrado que la sobreexpresiéon de tau es toxica
para la viabilidad celular. Interesantemente, una reduccion en la muerte celular se
alcanzé con la adicién de inhibidores de la agregacion de tau (Khlistunova et al.,
2006). Ademas, se ha ensayado la toxicidad del péptido agregante PHF6
selectivamente a neuronas (Zhao et al., 2010).

Estudios en modelos murinos trangénicos han reportado que la pérdida neuronal
y el deterioro en la memoria son concomitantes con la acumulacién de especies
solubles de tau y aparentemente esta disociadas de la acumulacion de NFTs
(Santacruz et al.,, 2005; Yoshiyama et al., 2007). Similarmente, mejorias en la
cognicion de un modelo productor de NFTs y placas seniles requiere la reduccién
de la proteina soluble tau, pero no de placas insolubles (Oddo et al., 2006).
Recientemente se ha demostrado que la reduccién de los niveles tau previene los
efectos en el transporte axonal inducidos por AR (Vossel et al., 2010), asi como que
la toxicidad de AB a nivel sinaptico esta mediada por los niveles y la localizacién
subcelular de tau en las dendritas (Ittner et al., 2010).
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El concepto de que oligbmeros solubles (pequefios agregados) de proteinas
amiloides son una especie toxica y no los agregados insolubles como las placas ha
sido aceptado para explicar multiples enfermedades neurodegenerativas (Hass et al,
2007). Se ha demostrado una correlacién entre la progresiéon de la enfermedad y la
acumulacién de oligébmeros de tau en los cerebros de pacientes con EA (Maeda et
al., 2006). Ademas, recientemente se describié una relacion entre la oligomerizacion
patologica de tau y el deterioro cognitivo en modelos murinos de EA. Se ha
sefialado que las formas de tau que correlacionan mejor con la pérdida neuronal y el
déficit de comportamiento son oligémeros solubles en un modelo condicional de
taupatia (Berger et al., 2007). A la luz de estos nuevos antecedentes, se ha
planteado que estas formas pre-fibrilares agregadas son la principal especie
neurotoxica de tau més que las formas altamente organizadas como los NFTs (Ding
et al., 2008). Sin embargo, adn no se ha descrito con exactitud el rol neurotéxico de
los intermediarios de la agregacion de tau y es materia de intenso debate la

naturaleza precisa de las especies de tau que llevan a la neurodegeneracion.

La neurotoxidad asociada a tau es multifactorial y depende de modificaciones
post-traduccionales (entre ella hiperfosforilacion, glicosilacion y ubiquitinacion),
cortes proteoliticos y el estado de agregacion de tau. Por una parte, se cree que hay
una pérdida de funcién de tau al disociarse de los microtibulos, asi como una
ganancia de funcién, al autoagregarse y formar elementos téxicos (Farias et al.,
2011). Un detalle sobre las formas patoldgicas de tau puede observarse de la Figura
4,
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Figura 4.- Agregacion patolégica de tau. En condiciones patolégicas, que pueden
incluir mutaciones o modificaciones post-traduccionales, tau se convierte en un
estimulo dafiino. La forma principal de la funcion téxica de tau es aun materia de
debate, incluyéndose: pérdida de funcién de tau normal, formas modificadas de tau

monomeérica, oligdbmeros o elementos prefibrilares y PHFs (Farias et al., 2011).
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1.5Inhibidores de la Agregacion de Tau

En base a la evidencia del rol patogénico de tau en la EA, una gran cantidad de
investigacion se esta desarrollando para reducir el mal plegamiento o la agregacion
de tau. Entre las estrategias terapéuticas para reducir la neuropatologia mediada
por tau se encuentran: i) compensacion de la pérdida de funcién de tau como
estabilizadores de microtibulos, ii) inhibicion de la hiperfosforilacion de tau mediante
compuestos que regulan la actividad de quinasas como Cdk-5 y Gsk-3f, iii)
inhibicién de agregacion de tau y iv) activacion de la degradacion intracelular de tau,
a través de la modulacion de la via proteosomal y la autofagia (Figura 5) (Brunden et
al.,, 2009). Esta investigacion de drogas focalizadas en tau se ha visto potenciada
por la busqueda frustrada de farmacos para la EA basada en la hipétesis amiloide.
Estudios recientes dan cuenta del fracaso de los ensayos clinicos con inhibidores de
gamma secretasas, en el cual los pacientes en el estudio empeoraron su condicién
(Extance, 2010), y en la inmunizacion con anti-amiloide (Rinne et al., 2010; Gandy,
2010).
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Figura 5.- Estrategias terapéuticas para reducir la neuropatologia mediada por
tau (Brunden et al., 2009).
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El desarrollo de moléculas inhibidoras de la agregacion de tau aparece en este
contexto como un blanco terapéutico valido en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. El compuesto cloruro de metiltioninio (MTC, también conocido como azul
de metileno) de la familia de las fenotiazinas ha sido descrito como un inhibidor de la
agregacion de tau (Wischik et al, 1996; Taniguchi et al, 2005). El potencial uso
terapéutico de este tipo de drogas se ha visto reforzado gracias a un reciente
estudio con dicho compuesto en un ensayo clinico en fase Il con 321 pacientes
sobre 84 semanas, aun no conocen los avances del estudio fase lll. Los resultados
preliminares muestran una reduccion de 81% del declive cognitivo bajo el uso del
compuesto en comparacion al placebo (Wischik et al., 2008).

En los dltimos afios se ha producido una profusa investigacion en la blsqueda de
moléculas de bajo peso molecular capaces de inhibir la agregacion de la proteina
tau in vitro e in vivo en modelos celulares, asi como en el desensamblaje de los
PHFs preformados (Bulic et al., 2009). La comprensién de los procesos de
autoensamblaje involucrados en la formacion de fibrillas y sus mecanismos de
inhibiciéon por moléculas pequefias aun esta en sus primeras etapas de estudio. Sin
embargo, las caracteristicas estructurales comunes entre las diferentes clases de
compuestos comienzan a emerger, contandose la presencia de grupos
aromaticos/hidrofébicos y elementos de puentes de hidrégeno a lo largo de
estructuras planas extendidas (Bulic et al., 2009).

Una de las familias de compuestos descritas por su capacidad antiagregante en
la formacion de agregados amiloides han sido los polifenoles (Porat et al., 2006). En
el caso de tau, polifenoles sintéticos asi como polifenoles de origen natural
(extractos polifendlicos) han demostrado ser efectivos en inhibir su agregacion
(Taniguchi et al, 2005; Peterson et al., 2009; Pasinetti et al., 2010).

Uno de los compuestos polifendlicos mas interesantes por sus altisimas
propiedades antioxidantes y su aparente efecto neuroprotector lo constituye el 4cido
fulvico (Ghosal et al, 1993; Wang et al., 1996). El acido fulvico es una mezcla de
compuestos producto de la degradacion microbiana de la lignina, entre otras
fuentes, y considerado un componente de las humificaciones (Leenheer, 2007). Se
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clasifica como parte de las sustancias humicas, y se define operacionalmente a
partir del protocolo para aislarlos a partir de la fuente natural. Recientemente, se ha
descrito la interaccion de &cido fulvico con proteina prion y su efecto inhibitorio en el
contenido de estructura sdbana B y la formacién de agregados proteicos (Corsaro
et al, 2010).

Por otra parte, se ha demostrado que ciertas moléculas de la familia de
quinolinas tienen afinidad por agregados de htau (Okamura et al, 2005). Estudios en
nuestro laboratorio sugieren que moléculas con estructura similar son capaces de
inhibir la agregacion de tau bovina in vitro mediante estudios de microscopia
electronica, turbidimetria y sedimentacion (Navarrete, 2008; Tesis de Magister en
Bioguimica UNAB; patente PCT en curso). Sin embargo, adin quedan muchas
preguntas abiertas acerca de la capacidad antiagregante de esta familia de
moléculas, y asi el estudio de nuevos derivados de quinolinas aparece como un
objetivo interesante para determinar su real capacidad antiagregante y los

mecanismos subyacentes que permiten la inhibicion.

En este contexto, se plantea en esta tesis el desarrollo de una metodologia para
la busqueda de moléculas con capacidad antiagregante de tau y ensayar
compuestos de la familia de quinolinas y compuestos polifendlicos, en patrticular el

acido fulvico.
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1.6 Hipotesis

En base a los antecedentes expuestos, se propone la siguiente hipotesis:
“Compuestos de la familia de quinolinas y compuestos polifenélicos, en
particular el &cido fulvico, tendrian la capacidad de inhibir la agregacion de la
proteina tau humana recombinante in vitro afectando los procesos de

oligomerizacion y/o formacion de estructuras filamentosas”

1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo General

Estudiar los procesos de agregacion de la proteina tau humana recombinante en la
presencia de compuestos de la familia de quinolinas y compuestos polifenélicos
como el acido fulvico y sus posibles mecanismos de la inhibicion de la agregacion
proteica, con miras hacia potenciales aplicaciones biomédicas en el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer.

1.7.2 Objetivos Especificos

1.- Purificar proteina tau recombinante humana y el fragmento 4RMBD desde
cultivos de E. coli e inducir la formacion de estructuras filamentosas del tipo PHFs

in vitro.

2.- Determinar la capacidad de los compuestos propuestos en la inhibicién de la
agregacion de tau, asi como en el desensamblaje de filamentos preformados
mediante técnicas de espectroscopia de fluorescencia, microscopia electrénica
(TEM) y microscopia de fuerza atbmica (AFM).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Biol6gicos
Cepas bacterianas: Escherichia coli DH5a, Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene,

USA) y Escherichia coli BL21(DE3).

2.1.2 Reactivos

2.1.2.1 Anticuerpos

Taub, que reconoce tau total entre el aa 210-230 (donado gentilmente por el Dr.
Lester Binder, Northwestern University, Chicago, USA).

Taul, que reconoce tau total desfosforilada en el epitopo Ser202/205 (donado
gentilmente por el Dr. Lester Binder, Northwestern University, Chicago, USA)

Taul2, que reconoce el extremo amino-terminal de tau humana (donado
gentilmente por el Dr. Lester Binder, Northwestern University, Chicago, USA)
Anti-Mouse 1gG conjugado a peroxidasa de rabano-HRP (Santa Cruz Biotechnology)

2.1.2.2 Plasmidios

pNG2/htau40 (donado por gentilmente por el Dr. E. Mandelkow, Max Plank Institute,
Alemania)

pNG2/htau24 (donado por gentilmente por el Dr. E. Mandelkow, Max Plank Institute,
Alemania)

pET-3a (Novagen, USA)

pET-28a(+) (Novagen, USA)

2.1.2.3 Reactivos para clonamiento de htau24 y htau40 en vectores de expresion
bacteriana.

BamHI 10 u/uL (Fermentas, USA), Ndel 10 U/uL (Fermentas, USA), amortiguador
BamHI+ 10X (Fermentas, USA), T4 DNA ligasa (Fermentas, USA), amortiguador T4
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DNA ligasa 10X (Fermentas, USA), Agua Nanopura, E. Z. N. A. Gel Extraction Kit
(200)

2.1.2.4 Reactivos para clonamiento del fragmento 4RMBD en vectores de expresion
bacteriana.

Amortiguador 5X phusion HB, 4R Forward (0,1 pg/uL) y primer 4R Reverse (0,1
pg/uL), polimerasa phusion (NEB F-530S, USA), QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen Inc., USA), Amortiguador 2 de restriccion 10X (New England BiolLabs,
USA), Ndel 20 U/uL (New England Biolabs, USA), BamHI 20 U/uL (New England
Biolabs, USA), BSA (New England Biolabs, USA) 100X, H,0dd filtrada, polimerasa
phusion (NEB F-530S, USA).

2.1.2.5 Reactivos para geles de agarosa DNA

Agarosa, bromuro de etidio

2.1.2.6 Reactivos para aislamiento de plasmidios
QIAprep Spin Miniprep Kit (50) (Qiagen Inc., USA).

2.1.2.7 Reactivos para purificacion de proteinas
SP-Sepharose (GE Healthcare, USA), Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare, USA),
Ni-Sepharose (GE Healthcare, USA)

2.1.2.7 Reactivos para cuantificacion de proteinas
Reactivo de Bradford (Biorad, USA)

2.1.2.8 Moléculas ensayadas en la inhibicion de la agregacion de tau
Inductor: Heparina (Calbiochem, USA)

- Quinolinas:

2-(4-Aminofenil)-6-metilquinolina (THQ-55)
2-Benzo[1,3]dioxol-5-yl-6-methoxy-quinolina (Q3)
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1-(2Benzo[1,3]dioxol-5yl-quinolin-6yl)-etanona (Q4)
6-Metoxi-2-piridin-3-yl-quinolina (Q5)

- Azul de metileno (Sigma Aldrich, USA)

- Acido fllvico Suwannee River | 1S101F (Internacional Humic Substances Society,
USA).

2.1.3 Soluciones

2.1.3.1 Medios de Cultivo Bacteriano
Medio LB

Medio SOB

Medio SOC

2.1.3.2 Soluciones de generacién de bacterias competentes.
Amortiguador de Células Competentes (CC): 100 mM KCI, 50 mM CaCl,*H,0, 10%
glicerol y 10 mM acetato de potasio, pH 6,2
2.1.3.3 Soluciones para la purificacion de htau recombinante

a) Purificacion por cromatografia de intercambio cationico y exclusion molecular
Amortiguador de Extraccion: 50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 0,2 mM MgCl,, 5 mM
DTT,
1 mM PMSF, 2 mM benzamidina, 10 pg/mL leupeptina, 10 pg/mL pepstatina Ay 5

pg/mL aprotinina, pH 8,0

Amortiguador de intercambio A: 20 mM MES,1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 2 mM DTT,
0,1 mM PMSF, pH 6,8
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Amortiguador de intercambio B: 20 mM MES, 1 M NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,,
2 mM DTT, 0,1 mM PMSF, pH 6,8

Amortiguador de Exclusién Molecular: PBS ( 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7,4) con 1 mM DTT, pH 7,4.

b) Purificacion por IMAC y SEC-HPLC

Amortiguador de extracciéon: 20 mM NaH,PQO,4, 20 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 1
mM PMSF, pH 7,4 suplementado con cocktail de inhibidor de proteasas EDTA-free
(Roche).

Amortiguador de union: 20 mM NaH,PO,, 20 mM Imidazol, 500 mM NacCl, pH 7,4
Amortiguador de lavado: 20 mM NaH,PO,, 30 mM Imidazol, 500 mM NacCl, pH 7,4
Amortiguador de elucion: 20 mM NaH,PO,4, 200 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7,4

SEC-HPLC:
Amortiguador de SEC-HPLC: 20 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, pH 6,5 (filtrado)

2.1.3.4 Soluciones para la agregacion de htau

Amortiguador de agregacion

PBS (137 mM NacCl, 3 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7,4)
10 mM Hepes, 100 mM NacCl, pH 7,4 (htau40)

20 mM Hepes, 25 mM KCI, pH 7,4 (4RMBD)

20 mM Hepes, 25 mM NaCl, pH 7,4 (4RMBD)

Dynamic Light Scattering (DLS)
Amortiguador de agregacion DLS: 50 mM Tris-HCI, 400 uM DTT, pH 7,6
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Estudios de microscopia de fuerza atémica (AFM)
Amortiguador de adsorcion

20 mM Hepes, pH 7,4 (modo tapping aire)
10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 7,4 (modo tapping fluido)

Amortiguador de visualizacion
10 mM Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4 (htau40)
10 mM Tris-HCI, 300 mM, pH 7,4 (4RMBD)

2.1.4 Materiales

Columna Proteema 100 5pm (PSS, Alemania)

Cubetas de cuarzo

Cubetas de plastico (Brand, USA)

Columnas de pléstico purificacion proteinas (Sigma, USA)
Columna de vidrio purificacion proteinas (Sigma, USA)

2.1.5 Equipos

2.1.5.1 Equipos para clonamiento de tau en vectores de expresion

Transiluminador UV Dyna Light (Labnet, USA), Camara Kodak Digital Science
(Kodak, USA), Termociclador Eppendorf (Eppendorf, Alemania), Bafio
Termoregulado Felisa (TLC, Chile), Centrifuga 5403 (Eppendorf, Alemania),
Incubador Memmert (Cientec, Instrumentos Cientificos S.A.)

2.1.5.2 Equipos para expresion y purificacion de tau

Incubador con agitacion Zhichery ZHWY-100B (Zhichery, China), Sonicador
Ultrasonic Processor (USA), Sonicador BRANSON Digital Sonifier (USA),
Ultracentrifuga Sorvall UltraPro® (Sorvall, USA), Centrifuga Rotina 35R (Hettich
Zentrifugen, Alemania), Bomba Peristaltica Masterflex (Cleaver, UK), Sistema HPLC
Hitachi compuesto por Autosampler Hitachi VWR L-2200, bomba cuaternaria Hitachi
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VWR L-2130, detector UV-Visible Hitachi Merck L-2420 y organizador Hitachi VWR
(Hitachi, Japén).

2.1.5.3 Equipos para estudios de agregacion de tau in vitro y su inhibicion

Horno Agitador Hybaid (USA), Microscopio Electrénico de Transmision EM1200
(Jeol Ltda. Tokio, Jap6n), Microscopio de Fuerza Atémica Nanoscope Il (Di Veeco,
USA), Fluorimetro Biotek Sinergy 2 (Biotek Instruments, USA), Equipo Dynamic
Light Scattering (USA).

2.1.5.4 Otros equipos

Balanza granataria electrénica, Balanza Analitica (Denver Instrument Company,
USA), pHmetro (LabTec, Chile), Agitador magnético termorregulado Sigma (Sigma,
USA), Agitador Orbital BioScan OS-20 (LabTec; Chile), Vortex (LabTec), Lector
Absorbancia Placas de ELISA Sunrise (Tecan, USA), Espectrofotometro UV-Visible
Cary50 Conc (Varian, USA), Fuente de Poder Bio-RadPower Pac 200 (Bio-Rad,
USA), Cémara Electroforética Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad, USA),
Microondas (LG), Refrigerador comin (Fensa), Refrigerador -20°C (Electrolux),
Refrigerador -80°C, Vitrina 4°C (Mimet, Chile) .
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2.2 Métodos

2.2.1 Clonamiento de htau en vectores de expresién bacteriana

Las secuencias de las isoformas de htau40 (2N4R) y htau24 (ON4R) contenidas
en los vectores pNG2/htau4d0 y pNG2/htau24 (gentilmente donados por E.
Mandelkow, Max Plank Institute, Alemania) fueron escindidas y subclonadas en los
vectores de expresion bacteriana pET-3a (Novagen, USA) y pET-28a (Novagen,
USA), este Ultimo contiene una secuencia de polihistidina en el extremo amino-

terminal que facilita su purificacion por IMAC.

2.2.1.1 Digestién Enziméatica: Para un volumen de 200 yL de reaccion de digestion
del pNG2/htau24 y pNG2/htau40, se agregaron 40 uL del plasmidio, 20 uL de
amortiguador 10X BamHI+, 4 yL de Ndel (10 U/uL), 4 L de BamHI (10 U/uL) y 132
ML de agua nanopura. Para la digestion del vector pET-3a y pET-28(+) se

agregaron 40 uL de vector purificado, 20 yL de amortiguador 10X BamHI+, 4 L de
Ndel (10 U/uL), 4 pL de BamHI (10 U/uL), y agua nanopura para completar 200 pL
de volumen final. Las mezclas se incubaron a 37°C toda la noche. El producto de
digestion de tamarfio esperado se separdé mediante geles de agarosa al 1% tefidos
con bromuro de etidio y se purificd la banda correspondiente con un kit comercial
(E.Z.N.A.) segun las instrucciones del fabricante.

2.2.1.2 Reaccibén de Ligacion: Se realizé mezclando 4 uL del vector digerido con 6

ML de inserto, agregando 2 pyL de amortiguador T4 DNA ligasa 10Xy 1 yL de T4
DNA ligasa (Fermentas) y agua nanopura para completar 20 yL de volumen final.
La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 3 hrs. Posteriormente, se realizo la

transformacion de las bacterias competentes con el producto de ligacion.

2.2.1.3 Generacion de bacterias competentes: Las cepas bacterianas de

Escherichia coli DH5a y BL21(DES3) fueron crecidas en placas de LB-agar. A partir

de una colonia de cada tipo de bacteria se inocularon 5 mL de medio LB dejandolas
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crecer toda la noche a 37°C con agitacion constante (220 rpm aprox.). Al dia
siguiente, con 2,5 mL de este cultivo se inocularon 250 mL de medio LB. Se
crecieron a 37°C con la misma agitacion hasta alcanzar DO a 600 nm entre 0,4 —
0,6, para luego enfriar en hielo por 30 min y centrifugar las bacterias a 3.000 rpm
(1.200xg) por 15 min a 4°C. Las bacterias se resuspendieron en 80 mL de
amortiguador de células competentes (CC) frio, que contiene cloruro de calcio, y se
incubaron en hielo por 30 min. Enseguida, las bacterias se volvieron a centrifugar a
3.000 rpm (1.200xg) por 15 min a 4°C y se resuspendieron en 20 mL de
amortiguador CC, se alicuotaron en volumenes de 400 uL en tubos Eppendorf y se

congelaron para su uso posterior a -80°C.

2.2.1.4 Transformaciéon de bacterias competentes: Las células competentes se

descongelaron en hielo y se mezclaron 400 pyL de esta suspension de bacterias
competentes con 10 yL de producto de ligacion o 5 pL de plasmidio (100 ng de DNA
aprox.). Esta mezcla se dejé reposar 30 min en hielo y luego, se incub6 por 45-60
seg a 42°C en un bafo termorregulado y enseguida se dejé enfriar por 2 min en
hielo. Se agregé 1 mL de medio LB y se dej6é incubando a 37°C por 1 hora con
agitacion constante (220 rpm aprox.). A continuacion, las bacterias se concentraron
centrifugando a 4000 rpm por 5 min hasta un volumen de 100 pyL aprox. y
sembraron en placas LB-agar que contenian ampicilina (100 upg/mL) para el

plasmidio pET-3a y kanamicina (30 ug/mL) para el plasmidio pET-28a(+).

Las placas LB-agar se incubaron a 37°C por 24 horas y se tomaron al menos
tres colonias al azar para analizar la presencia del inserto de htau40 o htau24 por
ensayo de restriccion con las enzimas correspondientes, previa purificacion del DNA
plasmidial con el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las colonias que contenian el inserto fueron enviadas a secuenciar para
comprobar la secuencia de las isoformas de tau. Los plasmidios con las secuencias
correctas fueron almacenados a -20°C y stocks de bacterias transformadas con los
plasmidios pET-3a y pET-28a con las secuencias de htau fueron almacenadas en
glicerol 20% (v/v) a -80°C.
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2.2.2 Clonamiento de 4RMBD en vectores de expresién bacteriana

La secuencia codificante del fragmento de 4RMBD (htauys4.372) fue amplificado
mediante PCR a partir del vector que contiene el gen de htau40 como templado.
Este fragmento de 4RMBD fue subclonado en el vector de expresion bacteriano
pET-28a(+) (Novagen, USA), el cual contiene una secuencia de polihistidina en el

extremo amino-terminal que facilita su purificacién por IMAC.

2.2.2.1 Amplificacién del fragmento de 4RMBD por PCR: Para la amplificacion de la

secuencia codificante del fragmento de 4RMBD se disefid la siguiente pareja de

partidores que contienen los sitios de restriccién de Ndel y BamHl:

Tabla 1.- Partidores Amplificacion 4RMBD

Nombre Secuencia (5’ - 3") Sitio de restriccion
4R Forward | GGAATTCCATATGCAGACAGCCCCCGTGCCCATG Ndel
4R Reverse | CGCGGATCCTTATTCAATCTTTTTATTTCCTCCGCCAG BamHI

Para la amplificacion por PCR se preparé la siguiente mezcla de reaccion en
volumen final de 50 pL: 34,6 yL de H,0dd filtrada, 10 yL de amortiguador 5X
phusion HB, 2 yL de templado, 1 yL de primer 4R Forward (0,1 pg/uL), 1 uL primer
4R Reverse (0,1 ug/uL), 0,4 yL de dNTPs (25 mM) y un 1 uL de polimerasa phusion.
Se utilizé el siguiente programa de termociclacién: una primera etapa de 30 seg a
98°C, una segunda etapa de 30 ciclos de 20 seg a 98°C, 30 seg a 60°C y 30 seg a
72°C y una tercera etapa final de 10 min a 72°C.

Para verificar la presencia del producto de PCR de tamafio esperado se corrid un
gel de agarosa al 1% con tincién posterior con bromuro de etidio. El producto de
PCR obtenido fue purificado con un kit comercial (QIAquick PCR Purification Kit)

segun las instrucciones del fabricante.
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2.2.2.2 Digestién Enzimética: Para un volumen de 50 uL de reaccion de digestion

del fragmento de 4RMBD, se agregaron 25 uL de producto de PCR purificado, 5 uL
de amortiguador 2 de restriccion 10X (New England BioLabs), 0,5 pL de Ndel ( 20
U/uL), 0,5 uL de BamHI (20 U/uL), 0,5 pL de BSA 100X y 18,5 pL de H,0dd filtrada.
Para la digestion del vector pET-28a(+) se agregaron 4 ug de vector purificado, 5 pL
de amortiguador 2 de restricciéon 10X (New England BiolLabs), 1 yL de Ndel ( 20
U/uL) , 1 pyL de BamHI (20 U/uL), 0,5 yL de BSA 100X y H.0dd filtrada para
completar 50 yL de volumen final. Las mezclas se incubaron por 4 hrs. a 37°C. El
producto de digestion de tamafio esperado se separd mediante geles de agarosa al
1% tefiidos con bromuro de etidio y se purificé la banda correspondiente con un kit
comercial (QlAquick Gel Extraction Kit) segun las instrucciones del fabricante.

2.2.2.3 Reaccidn de Ligacién: Se realizé mezclando 150 ng del vector digerido con

26 ng de inserto, agregando 1 pL de amortiguador T4 DNA ligasa y 0,5 uL de T4
DNA ligasa y H,0dd filtrada para completar 10 pL de volumen final. Se incluyé un
control negativo sin inserto en la reaccion de ligacion. La mezcla se incubé en un

bafio termorregulado a 16°C por 4 hrs.

2.2.2.4 Transformacién de células competentes: Se transformaron 50 pL de

bacterias competentes XL1-Blue (Stratagene, USA) con 5 uL del producto de
ligacion y a su vez, con 5 pL del control negativo segun las instrucciones del
fabricante. Las bacterias se sembraron en placas LB-agar que contenian
kanamicina (50 ug/mL). Las placas LB-agar se incubaron a 37°C por 24 hrs. Al dia
siquiente, se picaron entre seis y ocho colonias al azar para analizar la presencia
del inserto de 4RMBD por ensayo de restriccion con las enzimas correspondientes,
previa purificacion del DNA plasmidial con el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las colonias que contenian el inserto fueron enviadas a secuenciar para

comprobar la secuencia de 4RMBD. Los plasmidios con las secuencias correctas
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fueron almacenados a -20°C y stocks de bacterias transformadas con el plasmidio
pET-28a(+)/4RMBD fueron almacenadas en glicerol 20% (v/v) a -80°C.

2.2.3 Expresion de isoformas de proteina htau recombinante

2.2.3.1 Control de la Expresion de htau recombinante: Una colonia de E coli BL21

(DE3) transformada con cada uno de los plasmidios que contenian las secuencias
de htau24 y htaud0 se creci6 a 37°C en un tubo con 5 mL de medio LB con el
respectivo antibiotico de seleccion hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,6
aproximadamente. Posteriormente se indujo la expresion de las isoformas de htau
recombinante por 2 horas a 37°C con 1 mM de IPTG y se centrifug6 a 3.000xg por
10 min a 4°C. Se utilizaron como controles negativos bacterias transformadas con
el vector sin inserto y bacterias no transformadas, en ausencia o presencia de IPTG,
respectivamente. Como control positivo de induccién se utilizd el control de

induccion A (B-galactosidasa, Novagen, USA).

2.2.3.2 Preparaciéon y andlisis de los extractos proteicos: Los pellets obtenidos

fueron tratados con 500 pL de amortiguador de resuspension de células, sonicados
por 30 a 60 seg a maxima potencia en sonicador Ultrasonic Processor y
centrifugados a 11.000 rpm (13.500xg). Se separaron las fracciones solubles e
insolubles para analizar la presencia de htau en cuerpos de inclusién y
generalmente, se midié la concentracion de proteinas totales por el método de
Bradford. Con el objeto de verificar la induccion y tamafio molecular de las
isoformas de htau recombinante, estas fracciones fueron analizadas por separado
mediante geles de SDS-PAGE al 12% tefiidos con azul de Coomassie y Western

Blot con el anticuerpo Tau5, y en algunos casos, con los anticuerpos Taul y Taul2.

2.2.3.3 Optimizacion de la expresién de htau recombinante: Para optimizar la

expresion de htau recombinante, se probaron distintas condiciones para la
induccion de la expresion de htau en E. coli BL21(DE3) transformada con el

plasmidio pET-3a/htau40 y pET-3a/htau24. Se realizaron ensayos de expresion a
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distintos tiempos de induccion a 37°C, concentraciones crecientes de IPTG y se
probo la induccién a distintas DO a 600 nm para evaluar el comportamiento de la
expresion proteica.

2.2.4 Purificaciéon de htau recombinante desde cultivos de E.coli

2.2.4.1 Purificacién de htau por cromatografia de intercambio y exclusién molecular

Para purificar htau recombinante se sigui6 el protocolo de Barghorn et al. (2005)
con algunas modificaciones, que incluye etapas de cromatografia de intercambio
cationico y de cromatografia de exclusion molecular. A partir de un stock de células
de E. coli BL21(DES3) transformadas con los plasmidios de expresién pET-3a/htau24
y pET-3a/htau40 se inoculd un cultivo de 50 mL de medio LB con ampicilina 100
pg/mL, que se dejé crecer toda la noche a 37°C. A la mafiana siguiente, se inoculd
con 20 mL de este cultivo 1 L de medio LB con ampicilina 100 ug/mL y se cultivd a
37°C con agitacion constante (220 rpm) hasta alcanzar DO a 600 nm entre 0,5y 0,6
y se indujé la expresién con 1 mM de IPTG durante 3 horas y posteriormente, el
cultivo fue centrifugado a 5.000 rpm (3.000xg) durante 10 min. En algunos casos, se
congelaron los pellets a -80°C hasta su posterior tratamiento uno o dos dias
después. Los pellets fueron resuspendidos con 100 mL de amortiguador de
resuspension de células frio que contiene inhibidores de proteasa, y fueron
sonicados en sonicador Ultrasonic Processor en hielo con 8 a 10 pulsos de 30 seg

a maxima potencia.

Como primera etapa de purificacion, se utilizo la propiedad de termoestabilidad
de htau. Para ello, al extracto total de proteinas se agregaron 2,92 g de NaCl para
alcanzar la concentracion final de 500 mM y se hirvié durante 20 min. Enseguida, se
centrifugd a 127.000xg por 40 min a 4°C en ultracentrifuga Sorvall y el sobrenadante
fue dializado toda la noche contra 2 L de amortiguador de cromatografia de
intercambio A a 4°C en constante agitacion con recambio del amortiguador al dia

siguiente.

28



Como segunda etapa de purificacién, se preparé una columna de intercambio
cationico de SP-Sepharose (volumen aproximado 20 mL) que fue equilibrada con 10
volimenes de columna (VC) de amortiguador de intercambio A. El dializado fue
cargado en la columna a un flujo aproximado de 0,2 mL/min toda la noche a 4°C.
Luego, se lavo la columna con un flup 1 mbL/min con al menos 5 VC de
amortiguador de intercambio A y las proteinas unidas a la columna fueron eluidas a
igual flujo con un gradiente de fuerza ionica en 6 VC entre amortiguador de
intercambio A y amortiguador de intercambio B, recolectando fracciones de 5 mL y
analizando la presencia de proteinas por absorbancia a 280 nm. Las fracciones
fueron analizadas por Dot Blot con anticuerpo Tau5 y aquéllas htau positivas fueron

recolectadas y concentradas en tubos Millipore (10 kDa) hasta un volumen de 1 mL.

Como tercera etapa de purificacion, se preparé una columna de exclusion
molecular de Sefacrii 200-HR de volumen aproximado de 35 mL (razén
altura/diametro= 45), que fue equilibrada con 10 volimenes de columna (VC) de
amortiguador de exclusiébn molecular. La proteina concentrada se aplicd sobre la
columna y se eluyé a un flujo de 0,15 mL/min con amortiguador de exclusion
molecular recolectando fracciones de 1,5 mL. Se analizé la presencia de proteinas
por absorbancia a 280 nm y geles de SDS-PAGE al 12%. Aquellas fracciones con
calidad de pureza deseada fueron recolectadas y guardadas a -20°C hasta su uso
posterior. Las fracciones que contenian htau, pero sin la calidad deseada, fueron
agrupadas y concentradas en tubos Millipore (10 kDa) hasta 1 mL para ser
sometidas a un segundo paso de cromatografia de exclusibn molecular segin lo

descrito.

2.2.4.2 Purificacién de htau por IMAC y SEC-HPLC

Para purificar htau recombinante unida un hexapéptido de histidina (Carmel et.
al, 1996) se incluyé una etapa de IMAC y una etapa de cromatografia de exclusion
molecular acoplada a HPLC (SEC-HPLC). A partir de un stock de células de E. coli
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BL21(DE3) transformadas con los plasmidios de expresion pET-28a(+)/htau24 vy
pET-28a(+)/htau40 se inocul6 un cultivo de 50 mL de medio LB con kanamicina
100 pg/mL, que se dej6é crecer toda la noche a 37°C. A la mafiana siguiente, se
inoculé con 20 mL de este cultivo 1 L de medio LB con kanamicina 30 yg/mL y se
dej6 crecer a 37°C con agitacion constante (220 rpm) hasta alcanzar DO a 600 nm
entre 0,5 y 0,6 y se indujo la expresién con 1 mM de IPTG durante 4 horas y
posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 5000 rpm (3.000xg) durante 10 min. Se
congelaron los pellets a -80°C hasta su posterior tratamiento al dia siguiente. Los
pellets fueron resuspendidos con 10 mL de amortiguador de extraccion frio que
contiene inhibidores de proteasa, y fueron sonicados en equipo BRANSON Digital
Sonifier en hielo con 15 pulsos de 20 seg, descansos de 1 min y amplitud del 20%.
El extracto total de proteinas fue centrifugado a 11.000 rpm (15800xg) por 30 min a
4°C.

Como primera etapa de purificacion, se preparé una columna de Ni-Sepharose
de 3 mL de volumen, que fue equilibrada con 10 volimenes de columna (VC) de
amortiguador de unién. El sobrenadante del extracto total de proteinas centrifugado
se dejo en contacto con la resina en agitacién durante 1 hora a 4°C en tubo Falcon
de 50 mL. Luego se rearm6 la columna, se dejé pasar por gravedad el fujo que no
unido, y se lavé con 10 VC de amortiguador de lavado a flujo de 1 mL/min y
enseguida, las proteinas unidas a la columna fueron eluidas a igual flujo con 5VC
de amortiguador de elucion, recolectandose fracciones de 3 mL aprox. Aquéllas que
contenian proteina se agruparon y concentraron en tubos Milipore (10 kDa) hasta un
volumen de 1 mL, dializdndose contra 1 L de amortiguador de SEC-HPLC toda la

noche a 4°C con agitacion constante.

Como segunda etapa de purificacion, se utilizé el sistema de cromatografia de
exclusién molecular acoplado a HPLC (SEC-HPLC), utilizandose la columna
Proteema 100 5 ym (PSS, Alemania) en sistema HPLC Hitachi. La columna fue
equilibrada por 30 min con amortiguador de SEC-HPLC a flujo de 0,5 mL/min antes

de ser utilizada y se cargaron 100 yL de muestra dializada por cada inyeccion,

30



eluyéndose a igual flujo con detecciéon automética de absorbancia a 215 nm. Segin
el cromatograma generado, se aislaron fracciones que correspondian a la proteina
htau con el grado de pureza deseado. EI mismo proceso se repitié hasta pasar por
la columna el volumen total de la muestra dializada, y todas las fracciones
purificadas fueron agrupadas y concentradas en tubos Milipore (10 kDa) hasta un
volumen final entre 1 y 2 mL. Finalmente, la proteina htau purificada de esta forma
se dializé contra el amortiguador de agregacion a utilizar y se midié la concentracién
mediante el coeficiente de extincién molar a 280 nm (e= 7700 M*cm™). La muestra

fue alicuotada y almacenada a -20°C hasta su uso posterior.

2.2.4.3 Purificacion de 4RMBD por IMAC y SEC-HPLC

Para purificar 4ARMBD recombinante unida un hexapéptido de histidina se siguié
el protocolo de Yao et al. (2003) con algunas modificaciones, que incluyé una etapa
de IMAC y una etapa de cromatografia de exclusion molecular acoplada a HPLC
(SEC-HPLC). A partir de un stock de células de E. coli BL21 (DE3) transformadas
con el plasmidio de expresién pET-28a(+)/4RMBD, se siguié el mismo protocolo de
purificacién de htau recombinante con hexapéptido de histidina, con la excepcion
que en la etapa de elucién de la columna de Ni-Sepharose el amortiguador de
elucién contenia una mayor concentracion de imidazol (300 mM). Finalmente, el
fragmento 4RMBD purificado de esta forma se dializ6 contra el amortiguador de
agregacion a utilizar y se midié la concentracion mediante el coeficiente de extincion
molar a 280 nm (e= 1520 M'cm™). La muestra fue alicuotada y almacenada a -20°C

hasta su uso posterior.
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2.2.5 Estudios de agregacion de htau in vitro

2.2.5.1 Induccién de la agregacion de htau in vitro con heparina

Para la induccion de la agregacion de las distintas isoformas de htau in vitro se
utilizé el método de Friedhoff et al. (1998) que utiliza el inductor polianiénico
heparina en la relacién proteina inductor 4:1.

En el caso de las isoformas de htau40 y htau24 las condiciones de
polimerizacién fueron las siguientes: se prepararon 100 yL de 50 uM de htau y
heparina 12,5 yM en el amortiguador de agregaciéon indicado. La mezcla de
reaccion se dejo en agitacion constante a 37 °C por al menos una semana (de 7 a
10 dias segun se especifique). Como control negativo se incubd la proteina en

ausencia de inductor.

En el caso del fragmento 4RMBD las condiciones de polimerizacion fueron las
siguientes: se prepararon 100 uyL de 40 uM de 4RMBD y heparina 10 uM en
amortiguador de agregacion indicado. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion
constante a 37°C por 24 horas. Como control negativo se incubé la proteina en

ausencia del inductor.

2.2.5.2 Estudios de agregacion de htau40 por fluorescencia con Tioflavina S (ThS)

La agregacion de htau40 fue monitoreado por fluorescencia con Thioflavina S
(ThS) segun lo descrito por Friedhoff et al. (1998) y Barghorn et al. (2005) con
modificaciones. Brevemente, a partir de 300 yL de htau40 en agregacion con
heparina en PBS, se extrajeron alicuotas para evaluar la formacién de agregados a
distintos tiempos. En una placa de 96, se prepararon 100 pyL por pocillo que
contenian 15 pM de proteina y 6,25 yM de ThS en PBS y se incubd durante una
hora a temperatura ambiente en oscuridad para permitir la unién de la sonda

fluorescente con las estructuras de sabana-f formadas. Enseguida, se midié la
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fluorescencia en equipo Biotek Sinergy 2 (Bioteck Instruments, USA) con excitacién
a 440 nm y emision a 508 nm (filtro de excitacién de 440/30 y filtro de emision a
508/20), descontando la fluorescencia basal del blanco incubado en las mismas
condiciones. Como control negativo de agregacién se incub6 la proteina en

ausencia del inductor.

2.2.5.3 Estudios de agregacién de htau40 y 4RMBD por dynamic light scattering
DLS

Los estudios de dynamic light scattering (DLS) fueron realizados en colaboracion
en el Dr. George Perry (UTSA, Texas, USA) y la Dra. Eileen Lafer (UTHCSA,
Texas, USA). Mediante DLS se estudiaron las formas de tau en solucién y en el
proceso de agregacion inducido por heparina. Htau40 fue estudiada en PBS a
concentracion de 25 yM e induciendo su agregacion con heparina a 6,25 uM. El
estudio de 4RMBD se bas6 en lo descrito por Sugino et al. (2009), a saber, el
fragmento 4RMBD fue preparado diluyendo un stock concentrado en amortiguador
de agregacion DLS. Se adicionan 6 uL de heparina 4 yM (0,4 pM final) a 54 uL de
4RMBD diluido a concentracion final de 10 yM, esta mezcla fue transferida a una
cubeta de cuarzo y la intensidad de DLS fue medida a la temperatura ambiente
(22°C) por 2,5 horas en el equipo. Como control negativo de agregacion se midio la
intensidad de DLS en ausencia del inductor. Todas los amortiguadores ocupados en
estos estudios fueron filtrados con membrana de 0,22 pm, y las muestras de
proteinas se centrifugaron a 100.000 rpm (609.000xg) durante 10 min a 4°C en
ultracentrifuga Optima max-E previo a cada medicion para eliminar las
microburbujas. Los datos fueron analizados con el software Dynamics 6,0
proporcionado por el fabricante del equipo.
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2.2.6 Caracterizacion microscépica de agregados de htau

2.2.6.1 Estudios de microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Los agregados de htau fueron visualizados a través de microscopia electrénica
de trasmisién (TEM) mediante tincién negativa con acetato de uranilo. Para ello, 10
ML de muestra fueron depositadas en grillas de cobre de 300-mesh cubiertas con
una pelicula de parlodion y vapor de carbono o grillas de cobre de 300-mesh
cubiertas con una pelicula de formvar y vapor de carbono. Las muestras fueron
adsorbidas por 1 min sobre estas grillas, siendo el exceso de proteina removido con
papel filtro y luego, se depositaron 10 uL de acetato de uranilo al 2% durante 10-15
seg y se dejo secar un par de minutos. En el caso de los agregados de 4RMBD, se
lavé una vez con amortiguador de adsorcion. La solucion de acetato de uranilo fue

preparada al momento de usar y filtrada a través de membrana de 0,22 uym.

Las grillas preparadas se examinaron en microscopio electronico de transmision
EM1200 (Jeol Ltda. Tokio, Japdn) a 80 kV. Las muestras fueron observadas con
distintas magnificaciones (de 5.000X a 40.000X), recorriendo distintas zonas y
tomando entre 5-10 fotografias de campos representativos con presencia de
filamentos o agregados de proteina tau.

2.2.6.1 Estudios de microscopia de fuerza atdmica (AFM)

Los estudios de AFM fueron realizados en colaboracién con el Dr. Francisco
Melo y el Dr. Leonardo Caballero de la Universidad de Santiago de Chile.

La inmobilizacién de la muestra sobre mica y HOPG se basé en lo descrito por
Wegmann et al. (2010). La muestra de tau fue diluida en amortiguador de adsorcion
a una concentracion de 5-10 yM. Una gota (~ 20 yL) de la solucion de tau fue
colocada sobre una mica cortada recientemente o HOPG para permitir la adsorcién

de la muestra por 15 min aproximadamente. El exceso de proteina fue removido
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lavando la muestra con amortiguador de visualizacion. Para optimizar la formacion
la visualizacion de fibrillas de tau, este amortiguador se varié en las concentraciones
de electrolito (0-50-300 mM KCI). En el caso de las muestras absorbidas en mica
son analizadas en el modo de aire. En el caso de HOPG las muestras son

analizadas en fluido.

La generacion de imagenes de AFM fue realizada en modo tapping (contacto
intermitente) ya sea en seco o en fluido usando un equipo Nanoscope Il (Di-Veeco,
USA) y cantilever de SisN, (NPS series, Di-Veeco, USA) exhibiendo constantes de
fuerza de 40-60 N/m a frecuencias de resonancia en amortiguador de 8,5 -10 kHz.
Para alcanzar las fuerzas minimas de visualizacién entre la aguja del AFM y la
muestra, la amplitud de conduccién fue establecida entre 0,5 y 1,0 V y la amplitud
del punto de inicio fue ajustada manualmente para compensar el corrimiento térmico
del AFM. El andlisis de las imagenes obtenidas fue realizado utilizando el programa

proporcionado por el proveedor del equipo.

2.2.7 Estudios de inhibicién de la agregacién de htau

2.2.7.1 Obtencién y disolucién de los compuestos estudiados

Las moléculas de la familia de quinolinas utilizadas en esta tesis han sido
proporcionadas por el Dr. Luis Astudillo, Laboratorio de Sintesis Orgénica,
Universidad de Talca. Para detalles sobre la sintesis y la pureza de las muestras
véase Anexo 1. EIl estdndar de acidos fulvicos (Suwanne River | 1S101F) fue
obtenido de la Internacional Humic Substances Society, USA. Azul de metileno fue
obtenido de Sigma Aldrich.

Las quinolinas fueron disueltas en DMSO preparandose soluciones stock de 10

mM, de las cuales se prepararon diluciones seriadas y se disolvieron en el medio de
agregacion hasta ajustar una concentracion de 1% DMSO (v/v). Azul de metileno y
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el estandar de acidos fllvicos fueron disueltos en agua preparandose soluciones
stock de 10 mM o 20 mM, de las cuales se prepararon diluciones seriadas en el
amortiguador de trabajo que se probaron en los ensayos de agregacion.

2.2.7.2 Ensayo de fluorescencia con TioflavinaT (ThT) para el screening de

moléculas antiagregantes y desagregantes de tau

El ensayo para el screening de moléculas con potencial antiagregante de tau se
basoé en lo descrito por el grupo de E. Mandelkow (Pickhardt et al., 2005) y V. Lee
(Crowe et al., 2007), con algunas modificaciones. La mezcla de reaccién incluyé 20
MM de 4RMBD, el compuesto con potencial antiagregante a distintas
concentraciones y 5 uM de heparina en amortiguador acetato de sodio 100 mM pH
7,0 en un volumen final de 100 pL. La mezcla se prepard en placa de 96 pocillos y
se dejo incubar en agitacion por 20 horas a 37°C. Posteriormente, se adicionaron
100 yL de una solucién de ThT 25 uM por pocillo y se dejé en agitacion una hora a
temperatura ambiente en oscuridad para permitir la unién de la sonda fluorescente
con las estructuras de sabana-p formadas. Enseguida, se midié la fluorescencia en
equipo Biotek Sinergy 2 (Bioteck Instruments, USA) con excitacion a 440 nm y
emision a 508 nm (filtro de excitacion de 440/30 vy filtro de emision a 508/20),
descontando la fluorescencia basal del amortiguador o los compuestos probados
segun corresponda. Como control positivo para cada ensayo realizado se incubé la
proteina en las mismas condiciones sin la presencia de los compuestos (con DMSO
1% vlv para el control positivo de las quinolinas) y se fijo el promedio de las lecturas
de un triplicado como el 100% de agregacion.

A su vez, para investigar moléculas con potencial de desensamblaje de
agregados preformados se adapté el protocolo de Pickhardt et al. (2005).
Primeramente, se dej6 agregar una mezcla de 20 yM de 4RMBD y 5 uM de
heparina en amortiguador acetato de sodio 100 mM pH 7,0 en un volumen final de
100 pL. Dicha mezcla se preparé en placa de 96 pocillos y se dejé incubar en

agitacion por 21 horas a 37°C. Al dia siguiente, se adicioné el compuesto con
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potencial desagregante a distintas concentraciones y se dejé en las mismas
condiciones por 21 horas. Posteriormente, se adicionaron 100 uL de una solucion
de ThT 25 uM por pocillo y se dejoé en agitacién una hora a temperatura ambiente
en oscuridad para permitir la union de la sonda fluorescente con las estructuras de
sébana-p formadas. Enseguida, se midio la fluorescencia en equipo Biotek Sinergy
2 (Bioteck Instruments, USA) con excitacion a 440 nm y emision a 508 nm (filtro de
excitacion de 440/30 y filtro de emisién a 508/20), descontando la fluorescencia
basal del amortiguador o los compuestos probados segln corresponda. Como
control positivo para cada ensayo realizado se incubd la proteina en las mismas
condiciones sin la presencia de los compuestos (con DMSO 1% v/v para el control
positivo de las quinolinas) y se fij6 el promedio de las lecturas de un triplicado como
el 100% de agregacion.

2.2.7.3 Estudios de microscopia de fuerza atémica (AFM) para evaluar el efecto de

acido fulvico en la polimerizaciéon de tau

Para evaluar el efecto de moléculas antiagregantes en la formacion de
estructuras filamentosas y/o oligémeros de tau se realizaron estudios de AFM. Para
ello, se prepararon 100 uL de 20 yM de 4RMBD, heparina 5 uM y 120 uM de acidos
fulvicos en amortiguador de agregacion (Hepes 20 mM, NaCl 25 mM, pH 7,4). La
mezcla de reacciéon se dejd en agitacion constante a 37°C por 24 horas. Como
control positivo se incubd la proteina en ausencia de acidos fulvicos, como control
negativo se incubd la proteina en ausencia del inductor, y como control de
inhibicion de la agregacion se incubé con 100 yM de azul de metileno en las
condiciones descritas. Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su analisis
por AFM. Por otra parte, se prepararon 100 yL de 40 yM de htau40, heparina 10
MM y 200 yM de acidos fulvicos en amortiguador de agregacién (Hepes 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,4). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a
37°C por 7 dias. Como control positivo se incubé la proteina en ausencia de acidos
fulvicos, como control negativo se incubod la proteina en ausencia del inductor. Las

muestras fueron congeladas a -80°C hasta su andlisis por AFM.

37



Los estudios de las muestras se realizaron segin el protocolo descrito
anteriormente, diluyendo las muestras en amortiguador de adsorcién hasta 10 yM
aprox. Se tomaron imagenes de varios (al menos diez) campos representativos de
las muestras y los datos fueron tratados con el software de imagenes de AFM del
fabricante.

2.2.8 Otros métodos

2.2.8.1 Célculo de la Concentracién de Proteinas

Se utiliz6 el método de Bradford basado en la union del colorante Azul de
Coomassie G-250 a las proteinas (Bradford et al., 1976). En este trabajo se utilizé la
modalidad de microBradford en placas de 96 pocillos. Primero, el reactivo de
Bradford concentrado 5X (Biorad) se diluyé en cuatro voliimenes de H,0dd y se filtré
a través de papel Whatman #1. Luego, se prepararon los estandares de BSA desde
50 pg/mL a 500 pg/mL en dilucién seriada y en triplicado en una placa de
micropocillos, agregando 10 pyL de solucion de estandar y 200 pyL de solucion de
reactivo Bradford filtrado, dejando tres pocillos para el blanco. Posteriormente se
prepararon las diluciones de las muestras a analizar en duplicado, agregando 10 uL
de soluciéon de muestra y 200 uL de solucion de reactivo Bradford filtrado. La placa
se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia de cada
pocillo, corrigiendo por el blanco, en un lector de Absorbancia de ELISA Sunrise
(Tecan, USA) con filtro a 595 nm.

2.2.8.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE se realiz6 segln lo
descrito por Laemmli et al. (1970). Se prepararon geles al 12% para la separacion
de la isoformas htau24 y htau40 y geles al 15% para la separacion de 4RMBD.
Cada gel se someti6 a un voltaje constante de 130 volts hasta la caida del frente de
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corrida. Luego de la corrida, el gel se tifié por 1 hora en una solucién de tincién con

azul de comassie y finalmente se destifié en solucion de destincién toda la noche.

2.2.8.3 Dot Blot

Para seguir la presencia de tau en las distintas fracciones de purificacion por la
columna de intercambio catibnico de SP-Sepharose se realiz6 Dot Blot.
Brevemente, sobre una membrana de nitrocelulosa se colocaron 2 pyL de cada
fraccion eluida tratando de minimizar la superficie de expansion. La membrana se
dej6 secar a temperatura ambiente y se bloqued con leche al 5% en PBS durante 1
hora a temperatura ambiente. Se incubd con anticuerpo primario Tau5 diluido
1:5000 en leche al 1% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y se
realizaron tres lavados de cinco minutos con PBS-T. Luego se incub6 con
anticuerpo secundario anti-mouse IgG conjugado con HRP diluido 1:5000 en leche
al 1% en PBS por 30 min a temperatura ambiente y se realizaron dos lavados de
cinco minutos con PBS-T y un ultimo lavado de igual duracion con PBS. Finalmente,
la membrana fue tratada con el kit de quimioluminiscencia Pierce y fue expuesta al

film de revelado a distintos tiempos en oscuridad.

2.2.8.4 Western Blot

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa durante 1 hora a 100 V. Luego, se bloqued la
membrana de nitrocelulosa con leche descremada al 5 % en PBS-T y agitacion
constante a temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez transcurrido este
periodo, se incubd con los anticuerpos primarios diluidos en leche al 1% en PBS
(Diluciéon 1:5000 para Taub5, 1:1000 para Taul y Taul2) durante 2 horas a
temperatura ambiente o a 4°C toda la noche y se realizaron tres lavados de cinco
minutos con PBS-T. Luego se incubd con anticuerpo secundario anti-mouse 1gG
conjugado con HRP diluido 1:5000 en leche al 1% en PBS por 1 hora a temperatura

ambiente y se realizaron tres lavados de cinco minutos con PBS-T. Finalmente, la
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membrana fue tratada con el kit de quimioluminiscencia Pierce y fue expuesta al

film de revelado a distintos tiempos en oscuridad.

2.2.8.5 Andlisis Estadisticos

Los andlisis estadisticos presentados en esta tesis fueron realizados usando los
programas Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) en los andlisis descriptivos.
Origen6.0 fue usado para graficar los datos obtenidos en la mayoria de los casos y
en los ajustes de modelos mateméticos. Para el analisis de datos de frecuencias
relativas vy distribuciones de tamafios de los agregados de tau se utilizé el programa
MatLab.
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3. RESULTADOS

3.1 Clonamiento de htau en vectores de expresién

Las secuencias de las isoformas de htaud40 y htau24 provenientes de los
vectores pNG2-htau40 y pNG2-htau24 (donados gentilmente por el Dr. Mandelkow,
Alemania) fueron clonados en los plasmidios de expresion bacteriana pET-3a 'y pET-
28a(+), con el objeto de expresarlos en E. coli y permitir su purificacion por
diferentes estrategias. El vector pET-3a genera la proteina recombinante sin
modificaciones, en cambio, el vector de expresion pET-28a(+) se caracteriza por
producir una proteina recombinante unida a su extremo amino terminal un

hexapéptido de histidina, que facilita su purificacion por IMAC.

En primera instancia, los vectores pNG2-htau40 y pNG2-htau24 fueron digeridos
con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel, los fragmentos resultantes de la
secuencias de htau40 (1326 bp) y htau24 (1152 bp) fueron ligados en los sitios de
restriccion descritos en los vectores pET-3a (4640 bp) y pET-28a (5369 bp) vy las
plasmidios generados se aislaron. Los plasmidios fueron denominados como pET-
3a/htau40 (5933 bp), pET-3a/htau24 (5759 bp), pET-28a/htau40 (6662 bp) y pET-
28a/htau24 (6488 bp), los cuales fueron secuenciados para comprobar la presencia
correcta de las isoformas de htau clonadas. Como resultado se obtuvieron
exitosamente los vectores pET-3ay pET-28a(+) con las secuencias correctas de
htau40 y htau24. Para detalle de las secuencias obtenidas véase el Anexo 2.

3.2 Amplificacion y clonamiento de 4RMBD en vectores de expresion

Con el proposito de realizar estudios con el dominio responsable de la
agregacion de htau correspondiente al dominio de unidon a microtibulos de 4
repeticiones (4RMBD), a partir de la secuencia de htau40 se amplificé y clon6 dicho

segmento en el vector de expresion pET-28a(+), que se caracteriza por producir una
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proteina recombinante unida a su extremo amino terminal un hexapéptido de

histidina, que facilita su purificacion por IMAC.

Para amplificar por PCR el dominio 4RMBD se disefaron los partidores 4R
Forward y 4R Reverse, que incluyen los extremos de la secuencia aminoacidica de
htau40 desde Q244 hasta E372, con los sitios de restriccion para BamHI y Ndel.
Utilizando como templado el vector pET-28a/htau40 y los partidores sefialadores, se
obtuvieron los productos de PCR que se pueden apreciar en la Figura 6.

1353 bp

310 bp

Figura 6.- Andlisis electroforético de los productos de amplificacion por PCR
del fragmento 4RMBD. La secuencia codificante del fragmento 4RMBD (htauz44.372,
387 pb) fue amplificado mediante PCR a partir del gen de htau40 como templado.
Gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. donde, M: Ladder de peso molecular
de rango 1353-72 bp, carriles 1-5: quintuplicado de la reaccién de PCR.

En la Figura 6 se observa que el producto de PCR corresponde a una banda
cercana a 310 bp, lo que corresponderia al tamafio esperado del producto de
amplificacion de 387 bp. Los productos de amplificacion obtenidos fueron
purificados, mezclados y digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel, los
que se ligaron en los sitios respectivos con el vector pET-28a(+). Se logro ligar
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exitosamente el inserto a este plasmidio, denominandose pET-28a/4RMBD (5723
bp). Este fue secuenciado para comprobar la presencia correcta del fragmento
4RMBD. Como resultado se obtuvé exitosamente el vector pET-28a(+) con la
secuencia correcta para dicho dominio. Para detalle de la secuencia obtenida véase
el Anexo 2.

En la Figura 7 se muestran las digestiones con las enzimas de restriccion BamHI
y Ndel del pET-28a/4RMBD. El primer carril muestra el vector sin inserto; del
segundo al octavo, se muestran los clones del vector con el inserto de 4RMBD
donde se distingue una banda de alrededor de 400 bp que se libera producto de la
digestion enzimatica.

M 1 2 3 4 3 6 7 &8 M

Figura 7.- Andlisis electroforético de la digestidon de vectores pET-28a/4RMBD
con BamHI y Ndel. Gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio, donde M: ladder
de peso molecular, 1: plasmidio sin inserto, 2 al 8: vector digerido con enzimas y M:
ladder peso molecular.
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3.3 Expresién y purificacion de htau recombinante desde cultivos de E. coli

3.3.1 Expresion de htau recombinante en cultivos de E. coli

Para la expresion de htau recombinante se utiliz el sistema E. coli BL21(DES3).
Las bacterias fueron transformadas con los plasmidios generados de las isoformas
de htaud40 (pET-3a/htaud0, pET-28a/htau40) y htau24 (pET-3a/htau24, pET-
28a/htau24). Se realizaron estudios preliminares para comprobar la expresién de
htau recombinante induciendo con IPTG 1 mM. Con el sistema E coli
BL21(DE3)/pET-3a, que expresa htau sin modificiaciones, se comprobd la
sobreexpresién de una banda de 68 kDa para htau40 y 50 kDa para htau24. Con el
sistema E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+), que expresa htau unido a un hexapéptido de
histidinas, se comprobé la sobreexpresién de una banda de 72 kDa para htau40 y
54 kDa para htau24. Estos valores se corresponden con los pesos moleculares
descritos para las isoformas de htau estudiadas: 67 kDa para htau40 y 52 kDa para
htau24 (Goedert et al, 1990). El resumen de los datos de las isoformas expresadas
se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.- Resumen de las isoformas de htau expresadas, tamafios y comparacion
de pesos moleculares reales y aparentes.

Isoforma htau Insertos Total MW Real MW aparente
1 2 3 Aminoacidos (SDS-PAGE)
Htau40 + + + 441 45850 68 kDa
Htau24 - - + 383 40007 50 KDa
Htaud40-HisTag | + + + 461 48012 72 kDa
Htau24-HisTag - - + 403 42169 54 kDa

La expresion proteica se verific6 mediante Western Blot con el anticuerpo Tau5,
que reconoce tau total, encontrandose reaccién positiva con el anticuerpo para las
bacterias transformadas con los plasmidios de htau, utilizando como control
negativo las bacterias transformadas con los plasmidios sin el inserto. Se observo
la presencia marcada de una banda correspondiente a los pesos moleculares

descritos para todas las isoformas de htau expresadas, sin embargo, bajo ésta se
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observa una serie de bandas de menor peso molecular correspondientes a
productos de degradacion de la expresion de htau recombinante (véase Figura 11).
La generacion de este bandeo de productos de degradacion también se reprodujo
con los anticuerpos Taul (que reconoce htau desforilada) y Taul2 (que reconoce
htau en su extremo animo-terminal), lo que confirma que se trata de productos de
degradacién que se estan produciendo en la expresion y/o preparacion del extracto
total de proteinas. Segun la literatura, dicho patrén seria caracteristico y se produce
en las condiciones de expresion de htau recombinante en E. coli (Barghon et al.,
2005).

La expresion proteica se optimiz6 en términos de concentracion de inductor
ITPG, tiempo de induccién y DO a 600 nm. Se determind que la concentracion de
induccion de 1 mM de IPTG y un tiempo de induccién de 3 a 4 horas a 37°C y una
DO 600 nm entre 0,5y 0,6 se optimiza la expresion de htau, encontrandose en la

fraccion soluble y desfavoreciendo la formacion de cuerpos de inclusion.

La purificacion de htau recombinante siguié dos estrategias distintas, segun el
sistema de expresion que se utilizé. El sistema de expresion E. coli BL21(DE3)/pET-
3a siguié un protocolo basado en las propiedades intrinsecas de htau (Barghon et
al., 2005). Los pasos de purificacion consistieron en: a) Shock Térmico (Hervir 20
min), b) Cromatografia de Intercambié I6nico y c) Cromatografia de Exclusion
Molecular. El sistema de expresiéon E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+) genera una
proteina con un hexapéptido de polihistidina en su extremo amino terminal que
facilita su purificacion (Carmel et al.,, 1996). Para este caso, los pasos de
purificacién consistieron en: a) Cromatografia IMAC y b) Cromatografia SEC-HPLC.
En ambos casos la proteina htau recombinante fue cuantificada utilizdndose su
coeficiente de extincién molar (e= 7700 M*cm™). Los experimentos de agregacion
in-vitro para la formacion de PHF-like fueron realizados en el amortiguador
correspondiente en la presencia del inductor polianidnico heparina. La Figura 8
resume la estrategia experimental general de purificacion de las isoformas de htau.
Por motivos de rapidez, rendimiento relativo y facilidad en el proceso, se escogio el
protocolo basado en IMAC para purificar htau para los experimentos subsecuentes.
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Figura 8.- Estrategia experimental para la purificacion de isoformas de htau.
Las secuencias de htau40 y htau24 fueron clonadas en los vectores pET-3a y pET-
28a(+). Se utilizd Heparina como inductor de la agregacion in-vitro de htau.
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3.3.2 Purificacion de htau por cromatografia de intercambio y exclusién molecular

La estrategia de purificacion se bas6 en los descrito por Barghon et al. (2005),
con algunas modificaciones. En general, se dej6 crecer 1 L de cultivo con las
bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas con los plasmidios pET-3a/htau40 o pET-
3a/htau24 en las condiciones de induccion proteica enunciadas anteriormente. El
primer paso de purificacion luego de preparar el extracto total de proteinas, es
someter dicho extracto a un shock térmico en la presencia de NaCl 500 mM,
hirviendo el extracto por 20 min y ultracentrifugando posteriormente para separar el
sobrenadante. Este tratamiento aprovecha la propiedad de termoestabilidad de htau,
lo que permite que se mantenga soluble a altas temperaturas.

Dicho sobrenadante fue dializado contra el amortiguador de intercambio iénico A,
y se cargé en una columna de cromatografia de intercambio cationico de SP-
Sepharose. Las proteinas unidas a la columna se eluyeron con una gradiente de
fuerza ionica entre 0 - 1 M de NacCl, colectando distintas fracciones, las cuales se
analizaron por Dot Blot con anticuerpo tau5 para analizar la presencia de tau en las
fracciones. En la Figura 9 se muestra el perfil de elucion de una columna de SP-
Sepharose cargada con el sobrenadante de la primera etapa de purificacion con
proteina htau40. Las fracciones htau positivas, las cuales son coincidentes con el
peak de elucion de proteinas, se muestran en la parte B de la Figura 9.

Dichas fracciones fueron concentradas y cargadas en una columna de Sephacryl
S-200 HR, con el objeto de eliminar los productos de degradacion de inferior masa
mediante separacion cromatogréafica de exclusién molecular. La Figura 10 muestra
un cromatograma tipico de eluciéon de una columna de S-200 HR de htau40 y el
andlisis electroforético mediante SDS-PAGE de las fracciones eluidas. Se verifica
que se obtienen fracciones de la calidad de pureza deseada (gj. fraccion 13) y otras
fracciones (ej. fraccion 14) que pueden ser sometidas a un segundo paso de
purificacién por cromatografia de exclusién molecular para mejorar la contaminacion

con productos de degradacion proteica.
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Figura 9.- Cromatografia de intercambio cationico de htaud40 A.- Perfil de
elucion caracteristico de una columna de SP-Sepharose (20 mL) cargada con
extracto dializado pos-tratamiento térmico, a flujo de 0,2 mL/min a 4°C toda la
noche, lavado con 5 VC de amortiguador de intercambio A y elucién con 6 VC con
un gradiente de 0 — 1 M NacCl a flujo 1 mL/min y recoleccion de fracciones de 5 mL.
La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford. B.- Dot Blot
de las fracciones eluidas con anticuerpo Tau5 1:5000. Se cargaron 2 uL de cada
fraccion sobre la membrana de nitrocelulosa.
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Figura 10.- Cromatografia de Exclusion Molecular htau40. A.- Perfil de elucion
caracteristico de elucion de una columna de Sephacryl S-200 HR a un flujo de 0,15
mL/min aprox y recoleccion de fracciones de 1,5 mL. B.- Electroforesis en gel SDS-
PAGE (12%) de las fracciones obtenidas, carriles de izquierda a derecha: estandar
de peso molecular, cargado en la columna, fracciones de 11-16.
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Las fracciones con la pureza deseada se concentraron y se midid su
concentracion por el coeficiente de extincion molar a 280 nm (= 7700 Mcm™), para
luego congelarlas a -20°C para su uso posterior en los ensayos de agregacion in
vitro. Los rendimientos promedio de proteina htau obtenido desde 1 L de cultivo
bacteriano por el método recién descrito oscilan entre 2 a 3 mg. En la Figura 11 se
analizan por electroforesis SDS-PAGE las etapas de purificacion por este método y
se comprueba la identidad de htau40 expresada mediante Western Blot con
anticuerpo taub.

Figura 11.- Etapas purificacion de htau40 por método de cromatografia de
intercambio y exclusidn molecular A.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (12%)
donde se muestran las etapas de purificacion secuencialmente por carril: 1.-
extracto total de proteinas 2.- sobrenadante shock término 3.- columna de
intercambio catidnico 4.- columna de exclusion molecular. B.- Western Blot para
comprobar la presencia de htau40 con anticuerpo tau5 1:5000 (iguales carriles que
enA.
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3.3.3 Purificacién de htau por IMAC y SEC-HPLC

La estrategia de purificacion se basé en los descrito por Carmel et al. (1996),
con algunas modificaciones. En general, se dej6 crecer 1 L de cultivo con las
bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas con los plasmidios pET-28a/htau40 o
pET-28a/htau24 en las condiciones de induccion proteica enunciadas anteriormente.
El primer paso de purificacion luego de preparar el extracto total de proteinas, a
diferenciar del método anterior, es poner en contacto directamente dicho extracto
soluble con la matriz de niquel utilizada en IMAC. Luego, las proteinas unidas a la
matriz de niquel son eluidas con amortiguador en presencia de imidazol. La htau
recombinante se une a la matriz de Ni-Sepharose, sin embargo, mediante el analisis
electroforético de la fraccién que se separa con la eluciéon con imidazol, se observan
una serie de bandas de menor peso molecular que corresponderian a productos de
degradacion de la proteina que copurifican con htau de tamafio completo. La Figura
12 muestra el analisis electroforético de las fracciones eluidas desde la columna de
Ni-Sepharose de htau24 y htau40 recombinante con el hexapéptido de histidina.
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Figura 12.- Andlisis electroforético de la purificacion de htau HisTag mediante
IMAC. A.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (12%) de htau24, carriles: 1.- extracto
total (input), 2.- no unido a columna (flow through), 3.- eluido de la columna niquel.
B.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (12%) de htau40, carriles: 1.- extracto total
(input), 2.- no unido a columna (flow through), 3.- eluido columna niquel.

Como segundo paso de purificacion, se utilizé cromatografia de exclusion
molecular acoplada a HPLC con una columna semipreparativa (SEC-HPLC). Las
muestras de las fracciones eluidas desde la columna de Ni-Sepharose fueron
concentradas y dializadas contra el amortiguador de SEC-HPLC y cargadas en
pasadas sucesivas en el equipo. Para el caso de htau24 el perfil del cromatograma
generado junto con la calidad de pureza de la proteina obtenida (fraccién 1) se
muestra en la Figura 13. Para el caso de htau40 los resultados de la separacion

cromatogréfica se muestran en la Figura 14.
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Figura 13.- Separacién de htau24 HisTag por SEC-HPLC A.- Cromatograma
caracteristico de elucion en columna Proteema 100 a flujo 0,5 mL/min en funcion
de la lectura de absorbancia a 215 nm (mAU: unidades de miliabsorbancia), en el
cual se observan tres peaks caracteristicos. B.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (12
%) donde se analizan los peaks obtenidos, donde la fraccién 1 corresponde a la
proteina purificada.
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Figura 14.- Separacién de htaud40 HisTag por SEC-HPLC A.- Cromatograma
caracteristico de elucion en columna Proteema 100 a flujo 0,5 mL/min en funcion
de la lectura de absorbancia a 215 nm (mAU: unidades de miliabsorbancia), en el
cual se observan dos peaks caracteristicos. B.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (12
%) donde se analizan los peaks obtenidos, donde la fraccién 1 corresponde a la
proteina purificada.
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3.4 Expresién y purificacion de 4RMBD recombinante desde cultivos de E. coli

Para la expresion del fragmento 4RMBD recombinante se utilizé el sistema E.
coli BL21(DE3). Las bacterias fueron transformadas con el plasmidio generado con
la secuencia del fragmento de 4RMBD (pET-28a/4RMBD). Se realizaron estudios
preliminares para comprobar la expresion del fragmento de unién a microtibulos de
4 repeticiones recombinante induciendo con IPTG 1 mM (datos no mostrados). Con
el sistema E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+), que expresa la proteina unida a un
hexapéptido de histidinas, se comprobd la sobreexpresion de una banda de 16 kDa
para 4RMBD. Este valor se ajusta al peso molecular real de 15.976 Da predicho por
la composicion de la cadena de 150 aminoacidos de longitud (Anexo 2).

La induccion de la expresion proteica siguid las mismas condiciones que las
utilizadas para htau recombinante. En general, se dejé crecer 1 L de cultivo con las
bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas con el plasmidio pET-28a/4RMBD. El
primer paso de purificacion luego de preparar el extracto total de proteinas es poner
en contacto directamente dicho extracto soluble con la resina de niquel utilizada en
IMAC. Como segundo paso de purificacion, se utilizé cromatografia de exclusién
molecular acoplada a HPLC con una columna semipreparativa (SEC-HPLC). Las
muestras de las fracciones eluidas desde la columna de Ni-Sepharose fueron
concentradas y dializadas contra el amortiguador de SEC-HPLC y cargadas en
pasadas sucesivas en el equipo. Para el caso de 4RBMD el perfil del cromatograma
generado junto con la calidad de pureza de la proteina obtenida (fraccién 1) se
muestra en la Figura 15.
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Figura 15.- Separacion de 4RMBD por SEC-HPLC A.- Cromatograma
caracteristico de elucion en columna Proteema 100 a flujo 0,5 mL/min en funcion
de la lectura de absorbancia a 215 nm (mAU: unidades de miliabsorbancia), en el
cual se observan dos peaks caracteristicos. B.- Electroforesis en gel SDS-PAGE (15
%) donde se analiza el peak principal, que corresponde a la proteina purificada.
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3.5 Estudios de agregaciéon de htau40 por fluorescencia con tioflavina-S (ThS)

Una forma de cuantificar la formacién de agregados de fibrillas amiloides es
mediante la unién de tioflavina S, que se une a estructuras de lamina 3, como forma
indirecta de medida de los agregados formados. Para evaluar la agregacion in vitro
de htau y monitorearla en funcién del tiempo, se realizé un ensayo de agregacion

segun lo descrito en la literatura (Friedhoff et al., 1998 y Barghorn et al., 2005).

La proteina htau40 (50 uM) se dej6 agregar in vitro con heparina 12,5 yM en
amortiguador PBS a 37°C con agitacion leve y se sacaron alicuotas a distintos
tiempos para realizar las lecturas de fluorescencia. Como control negativo se dejé
agregar la proteina en las mismas condiciones de agregacion en la ausencia de
heparina. Los resultados de la curva de agregaciéon en el tiempo se muestran en la
Figura 16. Se observa que la cinética de agregacion tiende a seguir un modelo
exponencial y alcanza un méaximo a las cerca de dos semanas, lo que esta de

acuerdo con Barghorn et al. (2005).

1000 —

800 +

600 | A  Sin heparina
® Con heparina

400 4

Fluorescencia ThS (a.u.)

H—P— HoH
»

200

T y T T T T T T r T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 16.- Curva de agregacion de htau40 monitoreada por fluorescencia con
Tioflavina S. La cinética de agregacioén fue realizada a 50 uM de proteinay 12,5
Heparina como inductor en amortiguador PBS pH 7,4 a 37°C en los tiempos
indicados. Se cuantificé la fluorescencia (a.u.= unidades arbitrarias) con Tioflavina S
excitando a 440 nm y emitiendo a 508 nm (n=2).
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3.6 Estudios de agregacion de tau por dynamic light scattering (DLS)

3.6.1 Agregacion de htau40

Se realizaron estudios de dynamic light scattering para evaluar los cambios en la
agregacion de htaud0 en la presencia del inductor. En primer lugar, se realizaron
estudios de la proteina en solucion sin el inductor (Figura 17A). EI 100% de la masa
presenta un radio hidrodinamico promedio de 3,57 nm, lo que asumiendo un modelo
globular, corresponderia a 66 kDa de peso molecular promedio. Luego, se agrego el
inductor heparina y dejo agregar durante 1,5 horas en la cubeta a temperatura
ambiente (Figura 17B). Los cambios en el estado de agregacion de htau 40 son
leves, observandose que el 98,8% de la masa se encuentra en el estado
monomeérico y solo cerca de un 1% se encuentra en una gran particula agregada de
tamafo no definido. Esto reflejaria que la agregacién en presencia de heparina es
un proceso cinético lento, donde es dificil evaluar los cambios en tiempos breves.
Finalmente, dicha muestra se dej6 agregando a 37°C por un 24 hrs y luego se midié
en el equipo de DLS (Figura 17C). Los resultados muestran que la distribucion de la
agregacion se invirtid, ya que el 99% de ésta se encuentra en una gran particula
agregada, que se encuentra en el limite superior de sensibilidad del equipo. Dicho
perfil también se observa después de dejar la muestra agregando por 5 dias en las
mismas condiciones (resultados no mostrados). Como conclusion, es posible
observar los cambios en los estadios de agregacion de htau40 en presencia del
inductor por DLS, sin embargo, por la cinética de la reaccion y la sensibilidad del
equipo empleado, no es posible aplicarlo para el estudio de cambios en la
agregacion de htau40 en tiempo real.
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A) Htaud0 t=0 hrs (sin heparina)
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C) Htaud0 t=24hrs

Item R (nm) %Pd MW-R (kDa) %Int %Mass
Peak 1 90.53 0.0 127570 13.8 1.0
Peak 2 3436.3 0.0 N.D. 86.2 99.0
100
a0
a0
70
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Figura 17.- Estudio de agregacion de htau40 a distintos tiempos por dynamic
light scattering. La agregacion se realizd a concentracion de 25 pM para la
proteina y 6,25 uM para heparina en amortiguador PBS pH = 7,4. A.- Htau40 sin
agregar en ausencia de heparina (t= 0 hrs.) B.- Htau40 agregada (t= 1,5 horas,
temperatura ambiente) y C.- htau40 agregada (t= 24 hrs, 37°C), N.D.=no
determinado.

3.6.2 Agregacion de 4RMBD

El fragmento 4RMBD fue analizado en solucion por DLS, lo que se observa en la
Figura 17. Para el ajuste de los datos en este caso se utiliz6 un modelo de
aproximacion de polimero lineal para extrapolar el peso molecular promedio en
solucion. Se encontré que 4RMBD tiene un radio en solucion de 3,12 nm y que el
peso molecular promedio en solucion corresponde a 16 kDa, lo que se ajusta a que

se encuentra en estado monomérico principalmente.
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Item R (nm) %Pd MW-R (kDa) %Int %Mass
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Figura 18.- Andlisis en solucién de 4RMBD por dynamic light scattering.
Proteina a concentracién de 10 mg/mL en amortiguador PBS pH 7,4.

El siguiente experimento fue evaluar la agregacion en tiempo real de 4RMBD. La
perspectiva de este estudio fue disefiar un ensayo de agregacion que permita
evaluar los cambios producidos en la presencia del inductor y eventualmente, en la
presencia de compuestos que puedan inhibir el proceso. A partir de lo propuesto por
Sugino et al. (2009), el fragmento 4RMBD de concentracion 10 uM fue mezclado
con heparina 0,4 yM a baja proporcién tau: inductor (25:1). Como control negativo,
se dejo la proteina en ausencia del inductor. Los resultados para esta cinética de
agregacion de 4RMBD en tiempo real se muestran en la figura 19. Es posible
observar que la cinética muestra una fase inicial corta de agregacién, luego una fase

de crecimiento exponencial hasta estabilizarse en agregados en torno a los 2000 nm
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de radio hidrodindmico al par de horas de iniciado el experimento. Cabe sefialar que
la sensibililidad del equipo utilizado en la discriminacion de elementos tiene un limite
aproximado de 1000 nm de radio hidrodinamico, por lo que sobre dichos valores se
genera un ruido en la sefial.
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Figura 19.- Cinética de agregacion en tiempo real de 4RMBD por dynamic light
scattering. La agregacion se realiz6 a 10 yM de proteinay 0,4 yM de heparina
como inductor, en amortiguador de agregacion DLS (50 mM Tris-HCI, 400 uM DTT,
pH 7,6) a temperatura ambiente (22°C). Como control negativo se dej6 la proteina
en ausencia del inductor en las mismas condiciones descritas.
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3.7 Caracterizacion de agregados de tau por microscopia electrénica de

transmision (TEM)

3.7.1 Agregacion de 4RMBD

La formacion de estructuras filamentosas de 4RMBD se realiz6 en amortiguador
de agregacion (Hepes 20 mM, 25 mM KCI, pH 7,4) en la razon proteina/heparina de
4:1 (40 uM y 10 uM, respectivamente) en agitacion constante a 37°C. Se evalu6 la
formacion de agregados por microscopia electrénica de transmision a tiempos de 1
y 3 dias de agregacion. Debido a las limitaciones de la técnica, la busqueda de
estructuras filamentosas en los diversos campos fue dificultosa. No se lograron
encontrar campos poblados en fibras, sin embargo, se observaron fibras
individuales de diversos tamafios. En la Figura 20 se muestran fibras
representativas de un dia de agregacion (16A) y tres dias de agregacion (16B).

Figura 20.- Microscopia Electrénica de agregados de 4RMBD La agregacién se
realiz6 con 40 uM de 4RMBD y 10 uM de heparina en amortiguador de agregacion
(20 MM Hepes, 25 mM KCI, pH 7,4) A.- 1 dia de agregacion (magnificacion 8.000X,
barra=500 nm), B.- 3 dias de agregacion (magnificacién 10.000X, barra = 500 nm).
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Los filamentos formados presentan morfologia del tipo straight filament (SF-like)
y paired helical filament (PHF-like). Los primeros son filamentos rectos sin formacién
entrecruzada y los segundos, filamentos entrecruzados en forma helicoidal.
Mediante TEM, en su mayoria se observaron estructuras de tipo SF-like (Figura
20A), sin embargo, es posible encontrar varias estructuras del tipo PHF (Figura
20B).

Morfolégicamente, la fibra del tipo SF-like presenta un ancho de 37 nm y largo
de 1,9 um. La fibra del tipo PHF-like presenta un ancho en su parte mas angosta 25
nm y en su parte mas extendida 50 nm, seccion de repeticion (cross-over) de 300
nmy largo de 2,75 pym.

3.7.2 Agregacion de htau40

La formacién de estructuras filamentosas de htaud40 se realiz6 en amortiguador
de agregacion (Hepes 10 mM, 100 mM NacCl, pH 7,4) en la razon proteina/heparina
de 4:1 (44 uyMy 11 uM, respectivamente) en agitacién constante a 37°C. Se evalud
la formacién de agregados por microscopia electronica de transmision a los 7 dias
de agregacion. La busqueda de estructuras filamentosas en los diversos campos
también fue dificultosa como en el caso anterior, sin embargo, se lograron encontrar
campos poblados en fibras, y a su vez, se observaron fibras individuales de diversos
tamafos. En la figura 21 se muestran las fibras representativas de htau40 con 7
dias de agregacion.
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Figura 21.- Microscopia Electrdnica de agregados de htau40 La agregacién se
realizé con 44 uM de htau40 y 11 uM de heparina en amortiguador de agregacion
(10 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,4) por un tiempo de 7 dias A.- Fibras de
htau40 (magnificaciéon 10.000X, barra = 500 nm), B.- PHF-like caracteristico
(magnificacion 10.000X, barra = 500 nm).

Los filamentos formados también presentaron morfologia del tipo straight filament
(SF-like) y paired helical filament (PHF-like). Mediante TEM, en su mayoria se
observaron estructuras de tipo SF-like, sin embargo, es posible encontrar bastantes
estructuras del tipo PHF-like (Figura 21A).
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3.8 Caracterizacion de agregados de tau por microscopia de fuerza atémica
(AFM)

Los estudios de AFM fueron realizados en distintos modos y superficies para
determinar las mejores condiciones que se aproximan al estudio de nuestro sistema.
Se hicieron estudios en modo tapping (contacto intermitente) aire y modo tapping
(contacto intermitente) fluido. Ademas se realizaron estudios sobre superficies de
mica y HOPG (grafico pirolitico altamente ordenado).

3.8.1 Estudios en modo tapping aire

Los primeros estudios se realizaron en modo tapping (contacto intermitante) aire.
Para ello, las muestras de agregados de htau4d0 de 7 dias de incubacion son
dejados secar sobre la mica y luego se depositan para su analisis en el equipo de

microscopia de fuerza atomica.

Con el modo tapping aire se lograron visualizar estructuras de agregados de
htau40. La figura 22 muestra el tipo de estructuras visualizadas. Sin embargo, este
método fue muy poco reproducible al tratar de repetir la experiencia diferentes
veces. La distribuciéon sobre la mica es poco homogénea y ademas, las fibras son
inestables y fragiles al paso del cantilever. Existe poca adherencia de las fibras en la
superficie de mica y a su vez, se observaron escasas fibras al escanear distintos
campos. Por lo tanto, se concluye que este modo no ofrece las mejores condiciones
para la descripcién de nuestro sistema, por los artefactos y poca reproducibilidad

gue se observan.
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Figura 22.- Imagenes AFM de agregados de htau4d0 modo tapping aire
(contacto intermitente) Superficie mica, la agregacién se realizé a 50 uM proteina,
12,5 yM heparina por 7 dias a 37°C. A.- Fibra de htaud40 agregada (izquierda
imagen de altura y derecha imagen de amplitud) B.- Agregados prefibrilares htau40
(izquierda imagen de altura y derecha imagen de amplitud) C.- Topografia de altura

de corte en B.
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3.8.2 Estudios en modo tapping fluido

Los siguientes estudios se realizaron en modo tapping (contacto intermitente)
fluido. Para ello, las muestras de agregados de tau fueron diluidos en amortiguador
de adsorcion sobre HOPG y luego se depositan en la celda de fluido con
amortiguador de visualizacion para su andlisis en el equipo de microscopia de

fuerza atémica.

Con el modo tapping fluido se lograron visualizar estructuras de agregados de
tau, ya que las fibras presentan mejor adherencia y estabilidad sobre HOPG en
fluido. La distribucién sobre el HOPG es homogénea y las fibras son mas estables al
paso del cantilever. La reproducibilidad es alta al escanear distintos campos. Por lo
tanto, se concluye que este modo ofrece una condicion 6ptima para la estudio de

nuestro sistema.

Con el modo tapping fluido se lograron visualizar estructuras de agregados de
4RMBD a distintos tiempos. La Figura 23 muestra el tipo de estructuras visualizadas
para la agregacion a los tiempos de 8, 12 y 24 hrs. Se puede observar que la
formacion y tamafio de fibrillas aumenta con el tiempo, sin embargo, hay presencia
de estructuras prefibrilares y oligoméricas que coexisten en cada uno de los
tiempos estudiados.
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Figura 23.- Imdgenes AFM de agregacion de 4RMBD a distintos tiempos.
Imagenes de amplitud en superficie HOPG, la agregacion se realiz6 con 20 uM
4RMBD y 5 uM de heparina a 37°C en amortiguador (20 mM Hepes, 25 mM NacCl,
pH 7,4). Las fechas indican la presencia de fibras formadas. A.- 8 hrs de agregacion
B.- 12 hrs de agregacién C.- 24 hrs de agregacion (barra inferior =1 ym para cada
imagen).

Con el modo tapping fluido también se lograron visualizar estructuras de
agregados de htau40 de siete dias de incubacion. La figura 24 muestra el tipo de
estructuras fibrilares tipicas visualizadas para esta agregacion. Se trata de
estructuras de largo de 300-400 nm y ancho 25-30 nm en promedio y una altura
(espesor) de alrededor de 5 nm. En los diversos campos, las fibras varian bastante
de largo, conservandose una predominancia de estructuras de alrededor de 300 nm
de largo, pero con existencia abundante de fibras tipo SF-like o PHF-like de

alrededor de varios ym de longitud.

La Figura 25 muestra una fibra PHF-like en diversos contrastes. Las fibras tienen
una altura promedio de 10 nm, una seccion de repeticion (cross-over) de 200 nm y
un ancho en su parte mas angosta 60 nm y en su parte mas extendida 80 nm
aproxidamente, con un ancho de las fibras individuales que constituyen el PHF-like
de 40 nm.
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Figura 24.- Imagenes AFM estructuras fibrilares de htau40 Superficie HOPG,
la agregacion se realiz6 a 44 uM proteina y 11 uM heparina por 7 dias a 37°C en
amortiguador (10 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,4). A.- Imagenes de Amplitud
(barra= 100 nm) B.- Imagenes de Altura C.- Topografias de altura de B
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Figura 25.- Imagenes AFM PHF-like htau40 Superficie HOPG, la agregacion se
realizé a 44 yM proteina y 11 uM heparina por 7 dias a 37°C en amortiguador (10
mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 7,4). A.- Imagen de fase (barra = 100 nm) B.- Imagen
3D C.- Imagenes de altura D.- Topografia de alturas de C
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3.9 Screening de moléculas antiagregantes de tau con ensayo de
fluorescencia con TioflavinaT (ThT)

3.9.1 Inhibicién de la agregacién de 4RMBD con azul de metileno

Para ensayar la actividad antiagregante de diferentes compuestos se utilizo el
ensayo de fluorescencia con Tioflavina T adaptado de Crowne et al. (2007). Para
validar el ensayo se examiné el efecto del compuesto azul de metileno, conocido
inhibidor de la agregacion de tau in vitro (Wischik et al. 1996, Taniguchi et at, 2005).
En la Figura 26A se muestra la curva dosis-respuesta para la inhibicion de la
agregacion de 4RMBD. A partir de dichos datos se calculdé que la concentracion
inhibitoria media (IC50) para este compuesto era IC50=0,4 pM, lo que se
corresponde con datos publicados por métodos de fluorescencia de IC50=1 yM para
la isoforma 4RMBD (Hattori et al., 2008). A su vez, se comprobd mediante AFM que
las caracteristicas morfolégicas para los agregados de 4RMBD en presencia de azul
de metileno 100 uM son distintas que los controles (Figura 23) y corresponden en su
mayoria a agregados poco estructurados del tipo oligbmericos o prefibrilares (Figura
26B).
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Figura 26.- Inhibicion de la agregacion de 4RMBD con azul de metileno La
agregacion se realiz6 con 20 yM 4RMBD y 5 uM de heparina a 37°C en
amortiguador acetato de sodio 100 mM, pH 7,0. A.- Curva dosis-respuesta de la
inhibicion monitoreada con fluorescencia con ThT (IC50=0,4 uM; n=2), agregando
la sonda hasta concentracion final de 12,5 uyM luego de 20 hrs de agregacion. Se
consider6 el 100% de agregacion la sefial promedio en ausencia de azul de
metileno. B.- Microscopia de fuerza atdmica de agregados (en amortiguador 20 mM
Hepes, 25 mM NaCl, pH 7,4) formados en presencia de 100 uM de azul de metileno.

3.9.2 Estudio de efectos antiagregantes de quinolinas

Las moléculas evaluadas en su efecto antiagregante con el ensayo de
fluorescencia con ThT se presentan en la Figura 27. THQ-55 fue descrita
anteriormente por su potencial efecto antiagregante (Tesis Mg. Leonardo Navarrete,
2008) y las quinolinas Q3, Q4 y Q5 son nuevos derivados de la familia de
quinolinas. Para detalles sobre su sintesis quimica y calidad véase el Anexo 1.

o)
mc*’m HaC O X
T "
o

Q3 Q4

CLe

Hsc© N ”3c\©\A\
N " NT e
| N/ | o MH2
Q5 THQ-55

Figura 27.- Estructura de las quinolinas estudiadas. Se muestran los nuevos
derivados de la familia de quinolinas (Q3, Q4 y Q5) y la descrita THQ-55.
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Estas moléculas fueron ensayadas en el test de fluorescencia con ThT. Se
probaron tres concentraciones distintas: 1, 10 y 100 yuM para cada compuesto. Las
qguinolinas fueron disueltas en DMSO por su baja solubilidad en fase acuosa y se
agregaron al medio hasta alcanzar el 1% (v/v) del solvente organico. Los resultados
del efecto en la agregaciéon de 4RMBD de estos compuestos se aprecian en la
Figura 28. Los compuestos Q3, Q4 y Q5 no presentan un efecto significativo en la
inhibicién de la agregacion ni una respuesta dosis-respuesta en el rango estudiado.
Solamente, la quinolina THQ-55 descrita anteriormente presenta un efecto dosis-
respuesta, aunque un efecto parcial en la agregacién de tau en el rango estudiado.
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Figura 28.- Efecto de quinolinas en la agregacion de 4RMBD Inhibicion en la
agregacion a concentraciones de 1, 10 y 100 uM (1% v/v DMSO) evaluado con
ensayo de fluorescencia con ThT (n=2). La agregacion se realizé con 20 uyM de
4RMBD y 5 uyM de heparina a 37°C en amortiguador acetato de sodio 100 mM, pH
7,0, agregando ThT hasta concentracion final de 12,5 yM luego de 20 hrs de
agregacion. Se consider6 el 100% de agregacion la sefial promedio con vehiculo
DMSO 1% (v/v).
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Para estudiar con mas detalle el comportamiento dosis-respuesta de THQ-55, se
realiz6 un barrido por diferentes concentraciones desde 0,1 yM — 100 yM y se midio
el efecto en la agregacion de 4RMBD. El limite superior de concentracion esta
definido en funcion de la solubilidad maxima de la quinolina en solucién. Se
determiné que la quinolina THQ-55 tendria un potencial antiagregante de tau,
observandose  un efecto dosis-respuesta en el rango de concentraciones
estudiado. Se ha calculado una concentracion inhibitoria media (IC50) aproximada
cercana a 100 uM con los datos generados. La curva dosis-respuesta de THQ-55 se
presenta en la Figura 29.
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Figura 29. Curva dosis-respuesta para la inhibicion de la agregacién de
4RMBD con THQ-55. Inhibicién en la agregacién a concentraciones crecientes de
THQ-55 (1% v/iv DMSO) evaluado con ensayo de fluorescencia con ThT (n=2). La
agregacion se realizé con 20 yM de 4RMBD y 5 pM de heparina a 37°C en
amortiguador acetato de sodio 100 mM, pH 7,0, adicionando ThT hasta
concentracion final de 12,5 pM luego de 20 hrs de agregacion. Se considerd el
100% de agregacion la sefial promedio con vehiculo DMSO 1% (v/v). Se muestra el
efecto antiagregante de THQ-55 a medida que aumenta la concentracion, pero sin
llegar a una inhibicion completa (n=2).
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3.9.3 Estudio de efectos antiagregantes y desagregantes de acido fulvico

Como fuente de é&cido fulvico se emple6 el estandar proporcionado por IHSS

(Internacional Humic Substances Society)

llamado

«Suwanne River Fulvic

Standard | 1S101F». Segun lo descrito por Leenheer et al. (2006), el peso molecular

promedio segun diversas técnicas para este estandar es 800 g/mol. Sin embargo, el

estandar es una mezcla de diversos &cidos posibles, que distribuyen en un amplio

rango de pesos moleculares. Las estructuras propuestas que existen actualmente y

modelan el comportamiento de estas moléculas se observan en la Figura 30.
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Figura 30.- Estructuras propuestas para el acido falvico (Suwanne River Fulvic
Standard) Propuesta (l) Referencia Alvarez-Puebla et al. (2006) y Propuesta (Il)

Referencia Leenheer (2006).

El acido fulvico es una molécula altamente soluble en fase acuosa, por lo que se

puede preparar a altas concentraciones en solucion.

Dichas soluciones se

prepararon en amortiguador acetato o amortiguador de agregacion. El pH de las

soluciones del amortiguador no varia cuando se trabaja con acido fllvico en las

concentraciones empleadas en esta tesis. Se agregaron al medio desde la solucion

stock hasta alcanzar el 1% (v/v).
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El estandar de acidos fllvicos fue ensayado en el test de fluorescencia con ThT.
Se probd un rango de concentraciones entre 1 y 240 uM para dicho compuesto. Los
resultados del efecto en la agregacion de 4RMBD se aprecian en la Figura 31. El
4cido falvico presenta un efecto significativo en la inhibicién de la agregacion y una
respuesta dosis-respuesta en el rango estudiado. Se desprende de los datos que la
IC50 = 37 uM para la agregacién de 4RMBD.
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Figura 31.- Curva dosis-respuesta para la inhibicion de la agregacion de
4RMBD con acido fulvico. Se muestra el efecto antiagregante de acido falvico en
la agregacion de 4RMBD con IC50 = 37 pM (n=2). Inhibicibn a diversas
concentraciones evaluadas con ensayo de fluorescencia con ThT. La agregacion se
realizé con 20 uM de 4RMBD y 5 yM de heparina a 37°C en amortiguador acetato
de sodio 100 mM, pH 7,0, agregando ThT hasta concentracién final de 12,5 uM
luego de 20 hrs de agregacion. Se considerd el 100% de agregacion la sefial
promedio sin acido falvico.
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Por otra parte, se realizaron estudios para determinar si el &acido falvico
presentaba un efecto en la desagregacién de filamentos o fibras ya formadas. Para
ello, el estandar de acidos fulvicos fue ensayado en el test de fluorescencia con
ThT. Se probé un rango de concentraciones entre 1 y 400 yM para dicho
compuesto. Los resultados del efecto en la desagregacion de agregados de 4RMBD
se aprecian en la Figura 32. El acido fulvico presenta un efecto desagregante
significativo y una respuesta dosis-respuesta en el rango estudiado. Se desprende
de los datos que la concentracion desagregante media (DC50) es 95 uM.
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Figura 32: Curva dosis-respuesta de desagregacion de 4RMBD con &cido
falvico. Se muestra el efecto desagregante de acido fulvico en la agregaciéon de
4RMBD con DC50 = 95 uyM (n=3). La agregacion se realizé con 20 yM de 4RMBD y
5 uM de heparina a 37°C en amortiguador acetato de sodio 100 mM, pH 7,4 por 21
hrs, luego se adicioné el acido fulvico a diversas concentraciones y se dejo en las
mismas condiciones por 21 hrs. Los agregados remanentes se evaluaron por
fluorescencia adicionando ThT hasta concentracion final de 12,5 yM. Se considerd
el 100% de agregacion la sefial promedio sin acido fulvico.
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El total de compuestos estudiados en el screening de moléculas antiagregantes
de tau mediante el ensayo de fluorescencia con ThT se resume en la Tabla 3, junto
con los parametros IC50 y DC50 cuando corresponda.

Tabla 3.- Resumen de compuestos ensayados en la agregacion de tau.
Pardmetros calculados de concentracion inhibitoria media (IC50) y concentracion
desagregante media (DC50) segun el ensayo de fluorescencia con TioflavinaT
(ThT). N.D.= no determinado.

Compuesto I IC50 calculado I DC50 calculado I Isoforma Tau

Azul de metileno 0,4 uM 3 uM 4RMBD
THQ-55 ~ 100 uM N.D. ARMBD

Q3 >100 uM N.D. ARMBD

Q4 >100 uM N.D. ARMBD

Q5 >100 uM N.D. ARMBD

Acido Fulvico 37 uM 95 uM 4RMBD
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3.10 Estudios de efecto de acidos fulvicos en la formacion de agregados de
tau por AFM

3.10.1 Efectos de acido fulvico en la agregacion de 4ARMBD

Con el propésito de determinar los cambios morfolégicos provocados por acido
fulvico en la agregacion de 4RMBD, se incubd dicha proteina en la presencia de 120
MM del compuesto durante un dia en las mismas condiciones sefialadas que la
seccién 3.8.2. Como control de agregacion se dejé solo la proteina incubada con
heparina en la misma relacion sefialada. Las iméagenes de AFM fueron
desarrolladas en modo tapping fluido sobre HOPG. Los resultados se muestran en
la Figura 33. El control se caracteriza por la presencia de fibras de gran largo y
pocas estructuras de tipo prefibrillar (Fig. 33A). El tratado con acido fulvico muestra
una gran cantidad de estructuras oligoméricas y prefibrilares poco estructuradas o
amorfas (Fig. 33B). Es decir, la presencia de &cido flulvico inhibe la agregacion de
4RMBD alterando los agregados formados e inhibiendo alguna etapa en la
formacion de fibras, conduciendo a la formacién estructuras del tipo oligomérica y/o
prefibrillar.

Sin embargo, no fue posible desarrollar una estadistica comparada de varios
campos en cuanto al numero y largo de las fibras formadas de ambas situaciones,
ya que la distribucién y adherencia de los agregados de 4RMBD eran poco
reproducibles.
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Figura 33.- Efectos de acido fulvico en la agregacion de 4RMBD Imagenes de
amplitud modo tapping fluido en superficie HOPG, la agregacién se realiz6 con 20
MM 4RMBD y 5 yM de heparina a 37°C en amortiguador (20 mM Hepes, 25 mM
NaCl, pH 7,4). Las fechas indican la presencia de fibras formadas. A.- Agregados
control 24 hrs (barra = 1 um) B.- Agregados formados en la presencia de acido
falvico 120 uM (barra = 1 um).

3.10.2 Efectos de acido fulvico en la agregaciéon de htau40

Con el objeto de determinar los cambios morfolégicos provocados por acido
fulvico en la agregacién de htau40, se incubé dicha proteina en la presencia de 200
MM del compuesto durante siete dias en las mismas condiciones sefialadas que la
seccién 3.8.2. Como control de agregacion se dejé solo la proteina incubada con
heparina en la misma relacion sefialada. Las imagenes de AFM fueron
desarrolladas en modo tapping fluido sobre HOPG. Para este caso, fue posible
desarrollar una estadistica comparada de varios campos del largo de las fibras
formadas de ambas situaciones, ya que la distribucion y adherencia de los
agregados de htau40 son mas reproducibles para los diferentes campos.
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Los resultados para el control de agregacion de htau40 se muestran en la Figura
34 Ay B. El control se caracteriza por la presencia de fibras de mayor largo y
pocas estructuras de tipo prefibrillar y/o oligomérica. En la Figura 34A se observa
un campo representativo y en la Figura 34B un fibrilla tipica. Por otra parte, los
resultados para la muestra tratada con é&cido fulvico 200 yM se muestran en la
Figura 34 C y D. El tratado con &cido fulvico muestra estructuras oligoméricas y
prefibrilares poco estructuradas o amorfas, y sin fibras de gran tamafio. En la Figura
34C se observa un campo representativo y en la Figura 34D agregados poco
estructurados que se generan en la presencia de acido fllvico.

Para analizar las diferencias entre las estructuras encontradas en la presencia de
acido fulvico versus la agregacion control, las estructuras formadas fueron
clasificadas en funcién del parametro de la longitud. Para ello, se analizaron los
elementos presentes en al menos diez campos de cada una de las muestras
mencionadas anteriormente. La distribucion para la longitud fue normalizada y se
grafico la frecuencia relativa para la muestra control y tratada con acido falvico
como se muestra en la Figura 35. Esta distribucion es asimétrica con sesgo positivo
para ambos casos, y se observan diferencias en la distribuciéon de probabilidad entre
ambas, ya que la frecuencia modal para la agregacién en presencia de acido fllvico
varia hacia valores de menor longitud (50-100 nm). Esto sugiere, que el acido
fulvico modifica la distribucion del tamafio de los agregados formados y en
consecuencia, estaria inhibiendo la formacion de las fibras favoreciendo la

formacion de agregados de menor tamafio.
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Figura 34.- Efectos de acido flalvico en la agregacién de htau40. Imagenes AFM
de amplitud modo tapping fluido sobre HOPG, la agregacion se realiz6 a 44 uM
proteina y 11 pM heparina por 7 dias a 37°C en amortiguador (10 mM Hepes, 100
mM NaCl, pH 7,4). Agregacioén control, A.- Campo representativo (barra= 500 nm)
B.- Fibrilla (Barra=100 nm). Agregacion 200 uM acido fllvico, C.- Campo
representativo (barra= 500 nm), D.- Agregados no estructurados (Barra=100 nm).
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Figura 35.- Distribucion de la longitud de agregados de htau40 formados en
ausencia y presencia de acido falvico. Los agregados formados fueron
analizados en funcién de la longitud (nm) contabilizando al menos diez campos
representativos de imagenes de AFM de cada una de las condiciones descritas. La
agregacion control (distribucién en rojo) se realiz6 a 44 uM proteina y 11 uM
heparina por 7 dias a 37°C en amortiguador (10 mM Hepes, 100 mM NacCl, pH 7,4).
La agregacion con acido fulvico 200 uM (distribucién en azul) se realizdé en las
mismas condiciones descritas.
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3.10.3 Efectos de acido fulvico en desensamble de agregados preformados de
htau40

Con el objeto de determinar el efecto de &cido fulvico en el desensamble de
agregados preformados de htau40, se incubd dicha proteina en las mismas
condiciones sefialadas que la seccion 3.8.2 por seis dias, luego de lo cual se agrego
acido fulvico a una concentracion final de 200 uM durante seis dias en las mismas
condiciones de agregacion. Como control de agregacién se dejo solo la proteina
incubada con heparina en la misma relacion sefalada por seis dias y se agrego
amortiguador de trabajo en vez de acido fllvico para dejar incubar por otros seis
dias. Las imagenes de AFM fueron desarrolladas en modo tapping fluido sobre
HOPG. Para este caso, también fue posible desarrollar una estadistica comparada
de varios campos del largo de las fibras formadas de ambas situaciones, ya que la
distribucién y adherencia de los agregados de htau40 son mas reproducibles para
los diferentes campos.

Los resultados para el control de agregacion de htau40 se muestran en la Figura
36 Ay B. El control se caracteriza por la presencia de fibras de mayor largo y
pocas estructuras de tipo prefibrillar y/o oligomérica. A su vez, se forman
macroestructuras de gran tamafo y densamente pobladas. En la Figura 36A se
observa un campo representativo y en la Figura 36B un fibrilla tipica. Por otra parte,
los resultados para la muestra tratada con acido fulvico 200 uM se muestran en la
Figura 36 C y D. El tratado con acido fulvico muestra estructuras prefibrilares poco
estructuradas o fibras muy cortas, ademas de no presentar las macroestructuras
densamente pobladas. En la Figura 36C se observa un campo representativo y en la
Figura 36D agregados poco estructurados que se generan cuando se adiciona acido
fulvico.
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Figura 36.- Efectos de &cido fulvico en el desensamble de agregados
preformados de htaud40 Imagenes AFM de amplitud modo tapping fluido sobre
HOPG, la agregacion se realiz6 a 44 uM proteina y 11 uyM heparina por 6 dias a
37°C en amortiguador (10 mM Hepes, 100 mM NacCl, pH 7,4) y tratamiento por 6
dias con éacido fulvico. Agregacion control, A.- Campo representativo (barra= 1000
nm) B.- Fibrillas (Barra=500 nm). Desensamble con &cido fllvico 200 uM, C.-
Campo representativo (barra= 1000 nm), D.- Agregados prefibrilares formados
(Barra=500 nm)
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Se analizaron los tamafios de los agregados preformados posterior a la adicién
del acido flalvico. La distribucion para la longitud fue normalizada y se grafico la
frecuencia relativa para la muestra control y tratada con &cido fulvico como se
observa en la Figura 37. Esta distribucion es asimétrica con sesgo positivo para
ambas y se observan diferencias en la distribucion de probabilidad entre ellas, ya
que la frecuencia modal para los agregados preformados en presencia de &cido
fulvico varia hacia valores de menor longitud. Esto sugiere que el acido falvico es
capaz de modificar los agregados preformados de htau, desensamblando fibras de
tamafio mayor y evitando la formacién agregados densamente poblados.
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Figura 37.- Distribucion de la longitud de agregados preformados de htau40 en
ausencia y presencia de acido falvico. Los agregados formados fueron
analizados en funcion de la longitud (nm) contabilizando al menos cuatro campos
representativos de imagenes de AFM de cada una de las condiciones descritas. La
agregacion se realizé a 44 uM proteina y 11 uM heparina por 6 dias a 37°C en
amortiguador (10 mM Hepes, 100 mM NacCl, pH 7,4) y tratamiento por 6 dias con
acido fulvico 200 pM.
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4. DISCUSION

4.1 Expresiony Purificacion de htau y 4ARMBD recombinante

La expresion de htau recombinante en E.coli es un sistema de expresion simple,
de facil reproduccibn y que genera la proteina sin modificaciones post-
traduccionales. Ofrece ventajas en relacion a rendimientos, facilidad y eficiencia
econdmica con respecto al método clasico de purificacion de tau desde cerebro
bovino por ciclos de ensamblaje y desensamblaje de microtdbulos, utilizado
anteriormente en nuestro laboratorio (Farias et al, 1992). Los rendimientos relativos
desde los cultivos de E. coli fueron alrededor de 3 mg para htau recombinante de
alta pureza por litro de cultivo aproximadamente, en comparacion a los alrededor de
2 a 3 mg de proteina obtenidos desde la purificacion de un cerebro bovino
promedio, pero con las ventajas de mayor pureza, menores costos y tiempo
asociados a la produccién recombinante de la proteina. Para efectuar dicho
proceso, se montaron las técnicas para la purificacion por dos metodologias
distintas.

En primera instancia, se logré llevar a cabo el aislamiento de htau valiéndose de
sus propiedades intrinsecas, con un protocolo basado en un tratamiento térmico,
cromatografia de intercambio catidnico y cromatografia de exclusién molecular. Por
otra parte, se logro clonar exitosamente la secuencia de htau en vectores que
expresan una proteina unida a un hexapéptido de histidina en su extremo amino-
terminal, lo que permiti6 su aislamiento en base a cromatografia IMAC vy
posteriormente una cromatografia de exclusion molecular acoplada a HPLC (SEC-
HPLC). Ambas metodologias fueron eficaces para obtener htau recombinante con
grado de pureza satisfactorio. Comparativamente, por razones de tiempo,
rendimiento y facilidad en el proceso, se escogi6 el protocolo basado en IMAC para
purificar htau para los experimentos subsecuentes. Sin embargo, el mayor
inconveniente en ambos casos fue la generacién de productos de degradacion
cuando se expresa en E. coli que dificultan su purificacién. Se ha descrito que htau

expresada en dichos sistemas es inestable y tiende a generar diversos patrones de
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degradacion, lo cual obliga a tratar de aislarlos por alguna técnica de separacion por
tamafio molecular (Barghorn et al., 2005). A pesar de que se ensayaron diversas
condiciones de tratamiento y preparacién de los extractos, dicho patrén es intrinseco
al sistema de expresion con E. coli. Este inconveniente fue subsanado al utilizar
técnicas de alto rendimiento para la separacion cromatografica, con una columna de

exclusién molecular asociada a HPLC.

A su vez, en este trabajo se logro clonar y expresar el fragmento 4RMBD
(htauass72), que permitid estudiar directamente el dominio involucrado en la
agregacion de tau. La purificacion se baso en la cromatografia IMAC y SEC-HPLC
segun lo descrito anteriormente. Sin embargo, el patron de degradacion generado
en este caso fue mucho mas discreto y por ende, ofrece una mayor facilidad para
purificar dicho fragmento.

4.2 Agregacion de tau con heparina in vitro y caracterizacion de estructuras

filamentosas

La agregacion de htau in vitro es un proceso lento, que requiere de inductor para
llevarse a cabo. Como contraparte, la agregacion del fragmento 4RMBD tiene una
cinética de agregacion mas rapida, aunque siempre requiere la presencia de
inductor. Por lo general, dicho compuesto es heparina, aunque se han descrito otras
moléculas polianiénicas inductoras como acido araquidonico (Wilson et al., 1997).
En este trabajo, se logré la induccién de la agregacién de tau in vitro hasta la
formacion de estructuras filamentosas que fueron caracterizadas por diversas
técnicas. La formacion de agregados en presencia de heparina se postula
provocaria un efecto electrostatico que afectaria la estructura “random coil” de tau
monomeérica e induciria su estructuracion en agregados ricos en estructura sabana
B. La etapa limitante seria la formacion de dimeros y primeros estadios de
agregacion, conocido como fase de nucleacion para luego ir extendiendo la fibra
amiloidogénica en formacién (Congdon et al, 2008). Sin embargo, no se conoce con
exactitud como se desarrolla este proceso in vitro. En términos fisioldgicos, la
heparina simularia los efectos provocados en tau por las hiperfosforilaciones (cargas
negativas) que sufre en los procesos patolégicos. Dicho efecto de compensacion
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electrostatica de tau se ha demostrado por pseudofosforilaciones en residuos claves
de su estructura, encontrdndose una mayor tendencia a agregar in vitro e in vivo
(Alonso et al, 2010; Chang et al., 2010).

Mediante estudios con espectroscopia de fluorescencia se sigui6 la cinética de
formacion de agregados de htau40. Para ello se utiliz6 la sonda Tioflavina S (ThS)
segun lo descrito por Friedhoff et al. (1998). Se observé un aumento continuo de la
sefal de fluorescencia en los tiempos estudiados. Sin embargo, el uso posterior de
ThS en los siguientes ensayos no arrojé la reproducibilidad esperada. A pesar que
Friedhoff et al. (1998), sefialaron que el uso de ThS es mas reproducible que otras
sondas como Tioflavina T (ThT), nuestros resultados fueron contradictorios. Esto
podria explicarse por la calidad de ThS usada, ya que comercialmente dicho
compuesto corresponde a una mezcla con cierto grado de impureza (grado técnico
solamente). En cambio, cuando los experimentos fueron realizados con ThT los
ensayos fueron mas reproducibles. Dicho compuesto se puede adquirir como un
compuesto de alta pureza. En consecuencia, los experimentos posteriores para
evaluar la formacion de agregados en el tiempo mediante espectroscopia de
fluorescencia fueron llevados a cabo con ThT.

La formacion de agregados también se estudié en tiempo real mediante la
técnica de dynamic light scattering (DLS), la cual permite calcular la distribucién del
tamarfo de las particulas en solucion y el peso molecular asociado. El seguimiento
de la agregacion de htau40 mediante DLS arrojé que los cambios en tiempos
iniciales son minimos, lo que da cuenta de una cinética lenta de agregacion, pero al
cabo de un dia de agregacion, se satura la sefial de scattering con la formacion de
agregados superiores al limite superior de deteccion. En cambio, se logro estudiar la
cinética en tiempo real de agregacion de 4RMBD en las primeras horas, lo que se
corresponde con lo descrito en la literatura (Sugino et al, 2009). Este resultado
permitiria desarrollar un ensayo en tiempo real de la agregacion de tau con el
objeto de evaluar moléculas con capacidad antiagregante.

Mediante la microscopia electronica se comprobd la formacion de estructuras
filamentosas tanto de htau40 como de 4RMBD. En dicha formacién de estructuras
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se observaron filamentos del tipo “straight filaments” (SF-like) y del tipo filamentos
helicoidales pareados (PHF-like) segin descrito en la literatura (Crowther et al.,
1991). Sin embargo, la semicuantificacion de estructuras formadas es poco
reproducible. Esto dado que la visualizacion de las estructuras con la tincion
negativa con acetato de uranilo es altamente variable, ya que en una misma grilla
pueden existir zonas con campos con tincion negativa, con tincion positiva y sin

tincion.

Uno de los logros importantes de este trabajo ha sido desarrollar una metodologia
para el estudio morfolégico de agregados de tau mediante microscopia de fuerza
atomica (AFM). Se realizaron ensayos con diversas condiciones para determinar las
Optimas para su estudio. Sobre las superficies usadas, la mica (caracteristicas
hidrofilicas) y el HOPG (caracteristicas hidrofébicas) presentan una adhesion
diferencial hacia los agregados de tau, siendo la segunda superficie la que ofrece un
mejor soporte, lo que sugiere que las interacciones hidrofébicas gobiernan la
adhesion de los agregados de tau a la superficie. Por otra parte, en modo tapping
(contacto intermitente), se realizaron estudios en aire y en fluido. En el primer caso,
éstos mostraron agregados labiles y con baja presencia de elementos por campo,
con morfologias y distribuciones poco reproducibles. En el modo fluido se lograron
obtener las mejores imagenes, ya que la presencia del amortiguador al parecer
estabiliza las fibras y permite su adherencia con mayor afinidad a la superficie (de
preferencia HOPG). Se observd una distribucion homogénea de elementos por
campo y morfologia reproducible. Esto concuerda con lo descrito recientemente por
Wegmann et al. (2010), donde se establece que las fuerzas electrostaticas
estabilizan las interacciones de las fibras con la superficie.

Desde el punto de vista de las fibras y agregados formados por 4ARMBD y htau40
se observaron distintos estadios de agregacion coexistiendo al mismo tiempo. Es
posible encontrar oligdmeros y agregados prefibrilares, incluso aquellos descritos
por Maeda et al. (2007) como “tau granular”. A su vez, las fibras encontradas varian
en su largo desde unos cientos de nm hasta varios ym. También como en

microscopia electronica, se observan filamentos del tipo “straight filaments” (SF-like)

91



y del tipo filamentos helicoidales pareados (PHF-like). ElI fragmento 4RMBD
presentd una adhesion mas débil a la superficie de HOPG y a su vez a medida que
se va aumentando el tiempo de agregacion, los agregados se hacen menos afines a
la superficie y tienden a interaccionar entre ellos. Los agregados de htau40
presentaron una adherencia a la superfice de HOPG més fuerte, con una
distribucibn mas equitativa entre los diversos campos. Dichas diferencias podrian
explicarse por la existencia de otros motivos (hacia los extremos amino o carboxilo-
terminal) en la estructura de la proteina que determinen la adherencia de los

agregados formados en comparacién con 4RMBD.

Con esto se ha abierto el desarrollo de otras aplicaciones biofisicas de la
microscopia de fuerza para estudio de este sistema, como determinar las fuerzas de
adhesion y elasticidad de las fibras formadas en diversas superficies o en la
presencia de compuestos que afecten la estructura y/o estabilidad de los agregados.

4.3 Screening de moléculas que inhiben la agregacién de tau

Se estableci6 un ensayo de fluorescencia con ThT para el screening de
moléculas con capacidad antiagregante de proteina tau. Para validarlo, se reprodujé
el efecto inhibitorio de azul de metileno sobe la agregacion de 4RMBD in vitro,
calculandose un 1C50=0,4 yM y comprobandose su efecto sobre la formacion de

filamentos por AFM.

Se ensayaron compuestos derivados de quinolinas para evaluar su efecto en la
agregacion de tau. De éstos, solo THQ-55, previamente descrito como
antiagregante de tau bovina (Navarrete, 2008; Tesis Magister en Bioquimica UNAB;
patente PCT en curso) mostré un efecto inhibitorio a altas concentraciones (IC50 ~
100 uM). La principal dificultad para el estudio del efecto de estos compuestos fue
su baja solubilidad en amortiguadores acuosos. Por ello, se trabajaron en DMSO 1%

(v/v), aunque la solubilidad limite alcanzada no superé los 100 uM para los
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compuestos estudiados. Por ello, se concluye que los nuevos derivados de
guinolinas empleados en esta tesis (Q3, Q4 y Q5) no poseen una actividad
antiagregante de tau y se deben seguir intentando con nuevas quinolinas, con
caracteristicas estructurales mas cercanas a THQ-55 y grupos funcionales que

puedan aumentar su solubilidad.

Por otra parte, se ensay6 de la familia de los polifenoles, un estandar de acido
fulvico (Suwannee River). Dicho compuesto present6 un efecto inhibitorio de la
agregacion de tau con un IC=37 uyM. Y a su vez, desensembla agregados
preformados de tau con una DC=95 uM. Estos resultados sugieren que el acido
fulvico afecta el proceso de agregacion de tau in vitro inducido por heparina.

4.4 Efectos de acido falvico en la agregacion de tau

Mediante estudios de caracterizacion morfolégica con AFM se ha determinado
que el &cido fulvico es capaz de inhibir la formacion de estructuras filamentosas de
4RMBD, donde en su mayoria forma agregados poco estructurados. A su vez,
inhibe la formacion de estructuras filamentosas de htau40, cambiando la curva de
distribucién de filamentos aumentando la formacion de oligémeros, agregados poco
estructurados y filamentos més cortos. Este proceso de inhibicion estaria
relacionado con una disminucién en la formacién de estructuras sabana 3, como se
desprende indirectamente por los ensayos con fluorescencia con ThT. Por otra
parte, el &cido falvico es capaz de desensamblar agregados preformados de htau40
afectando la curva de distribucion de tamafios de las fibras formadas, promoviendo
la conversion de las fibras en agregados de menor tamafio o simplemente
oligbmeros poco estructurados. Ademdas evita la formacibn de estructuras
agregadas densas de gran tamafio que se observan en el control. Esto sugiere que

el &cido fulvico tendria un efecto en la remodelamiento de las fibras formadas.

Es necesario realizar experimentos a futuro para determinar los mecanismos

involucrados en los efectos antiagregantes de &cido fulvico sobre tau. Una
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interesante observacion experimental preliminar realizada por AFM es que las fibras
o0 agregados prefibrilares tratados con &cido fllvico presentan una adherencia
menor a la superficie de HOPG cuando son recorridas por el cantilever que las
fibras control (resultados no mostrados). Esto estaria indicando que las fuerzas
hidrofébicas que gobiernan la interaccion entre el HOPG vy los agregados de tau se
ven alterados en la presencia del acido fulvico. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion sobre los cambios estructurales y las fuerzas de interaccion entre las
fibras y con la superficie de HOPG. Por otra parte, se podrian caracterizar los
agregados de tau formados en la presencia de este compuesto mediante
anticuerpos que reconozcan epitopos conformacionales a medida que se forman los
agregados de tau, como el anticuerpo MC-1 para estructuras del tipo PHF o el
anticuerpo Officer caracterizado contra profibrillas anulares amiloides, estructuras
especificas de oligbmeros, comunes a diversas proteinas amiloidogénicas (Jicha et
al., 1997; Kayed et al., 2009). A su vez, se podria ensayar el efecto del &cido fllvico
en la transicion desde estructuras sabana B a “random coil” mediante dicroismo

circular.

El uso de heparina para inducir la agregacion de tau in vitro es el método mas
empleado en la actualidad y validado para la investigacion de moléculas con
capacidad antiagregante de tau (Taniguchi et at., 2005). Aunque la interaccién de
heparina con &cido fllvico no se puede descartar de plano, es poco probable por la
repulsion electrostatica dada por las cargas netas negativas de ambas moléculas.
Sin embargo, para comprobar que los efectos de acido fulvico estan disociados de
la presencia de heparina en el medio, se puede realizar la agregacion de tau en la
presencia de otros inductores como acido araquidénico (Wilson et al., 1997), asi
como emplear un modelo de agregacion in vitro que no emplee moléculas
inductoras, como el ya descrito péptido ***VQIVYK®'! (PHF6) (von Bergen et al.,
2000).

Con respecto a la interaccion especifica del acido fdlvico con la estructura
proteica es una materia abierta a la especulacion. Por lo experimentos realizados en

esta tesis, se puede observar que existe un efecto del compuesto tanto a nivel de
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proteina total, como a la region de unién a microtibulos de la 4 repeticiones
(4RMBD). Sin embargo, es riesgoso proponer a priori un mecanismo de interaccion
con las regiones de la proteina involucradas. El 4cido falvico es una mezcla de
diversos compuestos de origen natural, por lo que no se puede establecer con
exactitud una estructura determinada que interactie con tau. No obstante, los
modelos propuestos dan cuenta de zonas ricas en polifenoles, &cidos poli-
carboxilicos y anillos aromaticos (Leenheer, 2007). Se puede proponer que dichas
moléculas en solucion poseen diversas conformaciones, algunas de las cuales
serian mas afines a las regiones proagregantes de la proteina y/o especies
intermedias de agregacion, lo que afecta el equilibrio en la formacion de fibras o en
la desensamble de éstas.

Para los compuestos polifendlicos el mecanismo de inhibicién en la formacion de
fibrillas amiloides implicaria una conformacion estructural especifica necesaria para
la sabana B y la interaccién y estabilizacion del complejo inhibidor-proteina; y a su
vez, una interaccion aromatica entre el compuesto polifendlico y los residuos
aromaticos en las secuencias amiloidogénicas, las cuales pueden direccionar el
inhibidor al ndcleo de agregacion e interferir con el ensamblaje de la fibra (Porat et
al, 2006). Para moléculas polifendlicas derivadas del té verde, como galato de
epigalocatequina se ha descrito que inhibe la formacion de fibras in vitro de o-—
sinucleina y B-amiloide, por la unién directa con la proteina nativa desplegada y
previniendo la conversion en intermediarios de agregacion toxicos. En este caso, en
vez de generarse un amiloide rico en estructura de sdbana (3, se promueve la
formacion de oligdmeros no estructurados ni téxicos (Ehrnhoefer et al., 2008). A su
vez, galato de epigalocatequina puede remodelar fibras maduras de a—sinucleina y
B-amiloide en agregados amorfos mas pequefios y que presentan una menor
toxicidad celular (Bieschke et al., 2010). Resultados similares se han caracterizado
para los efectos antiagregantes del polifenol resveratrol sobre el péptido B-amiloide
(Ladiwala et al., 2010). Se ha descrito que estructuralmente son los grupos
hidroxilos de los polifenoles, por su habilidad para formar puentes de hidrogeno, asi
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como la planaridad de sus estructuras, los elementos claves en su capacidad como

agentes de la inhibicion de la agregacion proteica (Bulic et al., 2010).
4.5 Proyecciones y alcances de este trabajo de tesis

Los tratamientos actuales para la EA son solo farmacos sintomaticos, que
ayudan a prevenir o mejorar algunos sintomas en los pacientes, pero no detienen el
progreso de la enfermedad. Entre los tratamientos que se usan estén los inhibidores
de la aceticolinesterasa (como donazepilo, rivastigmina, galantamina) y
antagonistas del receptor de NMDA (como memantina) (Thomas et al., 2009; Suh et
al, 2010). Esto ha provocado que la investigacion biomédica este enfocada a
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas contra la EA, capaces de revertir la
progresion de la enfermedad y brindar mejores alternativas para los pacientes.

En este contexto, la implementacion de una metodologia para el screening de
moléculas con capacidad antiagregante de tau constituye un aporte para el ensayo
de nuevas familias de moléculas que puedan afectar el proceso de agregacién de
tau in vitro, los que eventualmente podrian ensayarse en otros modelos para evaluar

sus condiciones para el tratamiento clinico de la enfermedad.

En el desarrollo de este trabajo de tesis se expuso que el acido fulvico inhibe la
agregacion de la tau in vitro inducida por heparina y desensamblaria los agregados
preformados de tau. Esto abre interesantes perspectivas para comprender el efecto
de dicha interaccién entre tau y los compuestos presentes en el acido fulvico. Por
otra parte, se requieren desarrollar estudios en modelos celulares para comprender
el eventual efecto neuroprotector de dichas moléculas en cultivos neuronales que
sobre-expresan tau y a su vez, cual es la toxicidad asociada a los agregados
formados en la presencia de &cido fdlvico sobre cultivos neuronales.
Interesantemente, se ha sefialado que las propiedades antioxidantes de este tipo de
compuestos podrian mediar un efecto neuroprotector (Ghosal et al., 1993). Por
ende, se deben hacer estudios especificos sobre la accién de acido fulvico sobre

cultivos neuronales para determinar su rol sobre el estrés oxidativo celular.
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Finalmente este trabajo representa una oportunidad para el estudio de extractos
fitoactivos que puedan ser efectivos contra los procesos de neurodegeneracion. Se
ha sugerido que el uso de nutracéuticos, compuestos de origen natural con alto
contenido antioxidante, podrian ser usados como un agente complementario en la
terapéutica de la enfermedad por sus propiedades antioxidantes,
antiamiloidogénicas y antiinflamatorias  (Kim et al.,, 2010). Uno de dichos
nutracéuticos es el shilajit andino, sustancia mineral vegetal que se caracteriza por
su alto contenido de 4cido fulvico. Se requieren estudios posteriores para evaluar in
vitro e in vivo los efectos de 4cidos fulvicos aislados desde este nutracéutico sobre
la agregacion de tau y sus efectos en la sobrevida neuronal. Dichas investigaciones
ayudarian a explicar los efectos beneficiosos descritos para esta clase de

fitoquimicos.
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9)

5.- CONCLUSIONES

Se expreso y purificd htau recombinante desde cultivos de E. coli por dos
métodos de purificacion, a saber: i) cromatografia de intercambio y de
exclusion molecular, ii) cromatografia IMAC y SEC-HPLC.

Se expreso y purificé el fragmento 4RMBD desde cultivos de E. coli mediante
cromatografia IMAC y SEC-HPLC.

Se indujo la agregacion de tau in vitro con heparina y se caracterizaron los
agregados formados mediante técnicas de espectroscopia de fluorescencia,
dynamic light scattering (DLS) y microscopia electrénica.

Se lograron caracterizar morfolégicamente distintos agregados (oligoméricos
y fibrilares) de tau mediante microscopia de fuerza atémica (AFM), abriendo
un campo para otras aplicaciones biofisicas de microscopias de fuerza en el
estudio de este sistema.

Se implementé una metodologia para el screening de moléculas con
capacidad antiagregante de tau, abriendo la oportunidad para el estudio de
otras familias de moléculas con potencial antiagregante de tau, en el
contexto de la busqueda de nuevos compuestos con actividad farmacolégica
para el tratamiento de la EA.

De los compuestos derivados de quinolinas evaluados, se determind que
solo THQ-55 tendria un potencial efecto antiagregante de tau a altas

concentraciones.

El acido fulvico inhibe la agregacién de la tau in vitro inducida por heparina y
desensamblaria los agregados preformados de tau.
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7.- ANEXOS

7.1 Anexo 1: Detalle Sintesis Quinolinas Ensayadas

(Dr. Luis Astudillo, U de Talca)

e 2-(4-Aminophenyl)-6-methylquinoline (THQ-55)

Rendimiento: 90%
Cristales amarillos; mp 178-179 °C.
IR (KBr): 3386, 3301, 3193, 3055, 3023 cm™.
'H NMR (400 MHz, CDCls): (1 = 8.03 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, 3-HQu), 8.01 (m, 3 H, 2(6)
HAr and 8-HQu), 7.76 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, 4-HQu), 7.53 (s, 1 H, 5-HQu), 7.52 (dd, J
= 8.8, 1.3 Hz, 1 H, 7-HQu), 6.80 (dt, J = 8.6, 2.0 Hz, 2 H, 3(5)-HAr), 3.85 (br s, 2 H,
H.NAr), 2.53 (s, 3 H, 6-CHj3).

*C NMR (100 MHz, CDCly): d = 156.4, 147.6, 146.9, 135.8, 135.3, 131.6, 130.1,
129.1, 128.6 (2 C), 126.8, 126.3, 118.3, 115.1 (2 C), 21.5.

GC-MS: R = 25.13 min, m/z (%) = 234 (100) [M+].

Anal. Calcd for Ci6H14Ny: C, 82.02; H, 6.02; N, 11.96. Found: C, 81.88; H, 6.15; N,
12.17.

Grado de Pureza segun los espectros adjuntos cercano al 95%.

e 1-(2Benzo[1,3]dioxol-5yl-quinolin-6yl)-ethanone (Q4)

Rendimiento: 92%.

'H NMR (400 MHz, CDClg): 11 =8.44 (d, J = 4.0 Hz, 1 H), 8.28 (t, J = 8.0 Hz, 1 H),
8.27 (dd, J =8.0 and 4.0 Hz, 1 H), 8.16 (d, J =8.0 Hz, 1 H), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 1 H),
7.79 (d,J =2.0Hz, 1 H), 7.72 (dd, J = 8.0 and 2.0 Hz, 1 H), 6.87 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 6.07 (s, 2H, -OCH,0-), 2.75 (s, 3H, CH3CO).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 291 (70) [M+].

Anal. Calcd for C15H13NO3: C, 74.22; H, 4.50; N, 4.81; O, 16.48. Found: C,
74.20; H, 4.51; N, 4.80.

Grado de Pureza segun los espectros adjuntos cercano al 98%.
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e 2-Benzo[1,3]dioxol-5-yl-6-methoxy-quinoline (Q3)

Rendimiento: 95%.

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 1 =8.06 (d,J =8.5Hz, 1 H), 8.01 (d,J =9.0 Hz, 1 H),
7.73(d,J=8.5 Hz,1H),7.68(d,J=2.0Hz 1H),7.61(dd,J=8.0 and 2.0Hz, 1
H), 7.36 (dd, J =9.0 and 2.0 Hz, 1 H), 7.07 (d, J = 3.0 Hz, 1 H), 6.93 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 6.02 (s, 2H, -OCH,0-), 3.93 (s, 3H, CH3-0O-).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 279 (70) [M+].

Anal. Calcd for C;7;H13NO3: C, 73.11; H, 4.69; N, 5.02; O, 17.19. Found: C,
73.10; H, 4.70; N, 5.00.

Grado de Pureza segun los espectros adjuntos cercano al 90%.

e 6-methoxy-2-pyridin-3-yl-quinoline (Q5)

Yields: 89 %.

'H NMR (400 MHz, CDCls): [1 = 9.48 (s, 1 H), 8.83 (d, J = 4.0 Hz, 1 H), 8.64 (d, J =
8.0 Hz, 1H),8.32 (d,J=8.0Hz, 1 H), 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz,
1 H), 7.58 (t, J=8.0 Hz, 1 H), 7.56 (dd, J=8.0and 2.0 Hz, 1H), 7.27 (s, 1H), 4.12
(s, 3H, CHz-O-).

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 279 (70) [M+].

Anal. Calcd for CisH,N20: C, 76.25; H, 5.12; N, 11.86; O, 6.77. Found: C,

76.18; H, 5.10; N, 11.80.

Grado de Pureza segun los espectros adjuntos cercano al 95%.
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7.2 Anexo 2: Secuencias de tau en vectores pET-3ay pET-28a(+)
o pET-3a/htau40
Secuencia Plasmidio htau40 (1338 pb)

ATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTGATGGAAGATCACGCTGGGACGT
ACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACCATGCACCAAGACCA
AGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGAATCTCCCCTGCAGACCCCCACT
GAGGACGGATCTGAGGAACCGGGCTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAGCACTCC
AACAGCGGAAGATGTGACAGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCTCCCGGCAAG
CAGGCTGCCGCGCAGCCCCACACGGAGATCCCAGAAGGAACCACAGCTGAAG
AAGCAGGCATTGGAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGT
GACCCAAGCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACA
AAAAAGCCAAGGGGGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGC
AGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAGCAAAA
ACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAATCAGG
GGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGCCGC
TCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGG
CAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAG
ACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTC
CACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTGCAGATAATTAATA
AGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGATAATATCA
AACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTG
AGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGA
GGTGGCCAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCA
GTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATA
AAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACA
GACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTGTCTGGGGACACGT
CTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATGGTAGAC
TCGCCCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCCCTGGCCAAGC
AGGGTTTGTGATCA

Secuencia proteina htau40 (441 aa)

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTE
DGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIG
DTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQK
GQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTP
PTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGG
KVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHH
KPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKT
DHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL.
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Analisis Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Accession Description Max Total Query E Max
score | score coverage | value | ident
NM_005910.4 Homo sapiens microtubule- 2459 2459 99% 0.0 100%

associated protein tau (MAPT),
transcript variant 2, mRNA

NM_016834.3 Homo sapiens microtubule- 1895 2142 86% 00 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 3, mRNA

NM 001123067.2 | Homo sapiens microtubule- 1895 2303 93% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 5, mRNA

NM_016835.3 Homo sapiens microtubule- 1674 2474 99% 00 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 1, mRNA

NM 001123066.2 | Homo sapiens microtubule- 1434 2477 99% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 6, mRNA

NM 016841.3 Homo sapiens microtubule- 972 1999 85% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 4, mRNA

o pET-28a/htau40
Secuencia Plasmidio htau40 (1395 pb)

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCG
GCAGCCATATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTTCGAAGTGATGGAAGATCACGCT
GGGACGTACGGGTTGGGGGACAGGAAAGATCAGGGGGGCTACACCATGCACC
AAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGAATCTCCCCTGCAGACC
CCCACTGAGGACGGATCTGAGGAACCGGGCTCTGAAACCTCTGATGCTAAGAG
CACTCCAACAGCGGAAGATGTGACAGCACCCTTAGTGGATGAGGGAGCTCCCG
GCAAGCAGGCTGCCGCGCAGCCCCACACGGAGATCCCAGAAGGAACCACAGC
TGAAGAAGCAGGCATTGGAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGT
CACGTGACCCAAGCTCGCATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGA
TGACAAAAAAGCCAAGGGGGCTGATGGTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGG
GGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAG
CAAAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAA
TCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCA
GCCGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAA
GGTGGCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGC
CTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGAT
CGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTGCAGATA
ATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGAT
AATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGT
TGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAA
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ACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACA
GAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGA
GGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGC
CAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTGGTGTCTGGG
GACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACAT
GGTAGACTCGCCCCAGCTCGCCACGCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCCCTG
GCCAAGCAGGGTTTGTGATCA

Secuencia proteina htau40 HisTag (461 aa)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAEPRQEFEVMEDHAGTY
GLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGS
EEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHT
EIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSKDGT
GSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAK
TPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTP
SLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDL
KNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGS
KDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPG
GGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIET
HKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSS
TGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL.

Analisis Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Accession Description Max Total Query E Max
score | score coverage | value | ident
NM_005910.4 Homo sapiens microtubule- 2459 2459 95% 0.0 100%

associated protein tau (MAPT),
transcript variant 2, mRNA

NM_016834.3 Homo sapiens microtubule- 1895 2142 83% 00 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 3, mRNA

NM 001123067.2 | Homo sapiens microtubule- 1895 2303 89% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 5, mRNA

NM_016835.3 Homo sapiens microtubule- 1674 2474 95% 00 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 1, mRNA

NM _001123066.2 | Homo sapiens microtubule- 1434 2477 95% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 6, mRNA

NM 016841.3 Homo sapiens microtubule- 972 1999 81% 0.0 100%
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 4, mRNA

112




e pET-28a(+)/4RMBD

Secuencia Plasmidio 4ARMBD HisTag (453 pb)

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCG
GCAGCCATATGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAG
TCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGG
TGCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCT
CAAAGGATAATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAAATAGTCTAC
AAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACAT
CCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACT
TCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTC
CCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAATAA

Secuencia proteina 4RMBD HisTag (150 aa)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQ
IINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPG

GGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIE.

Analisis Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Accession

Description
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[%2]
o
o

NM_001123066.2

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 6, mRNA

~J
=
©

[¢)

Total
score

Query

85%

coverage

E
value

0.0

NM_005910.4

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 2, mRNA

-~
—
©

719

85%

00

NM_016834.3

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 3, mRNA

~J
=
[{e]

719

85%

NM_016835.3

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 1, mRNA

-~
[y
©

719

85%

100%

NM_001123067.2

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 5, mRNA

719

85%

100%

NM_016841.3

Homo sapiens microtubule-
associated protein tau (MAPT),
transcript variant 4, mRNA

576

81%

5e-
104

98%
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