6 Agentes de tincion especificos de estructura

amiloide

Ademas de la microscopia electrénica de transmision, otra técnica diagnéstica de la
naturaleza amiloide son los agentes de tincién especificos. El mas destacado de éstos es el
colorante rojo Congo (CR), el cual aln hoy se utiliza en los diagnosticos post-mortem de

enfermedades amiloides.

El CR no so6lo se usa como agente de tincién en los analisis cualitativos utilizando
microscopia Optica, sino que también existen técnicas espectrofotométricas que permiten
cuantificar la cantidad de estructura amiloide presente. Otro compuesto muy utilizado para
cuantificar el contenido amiloide es la tioflavina T (ThT), cuya interacciéon con fibras

amiloides potencia la fluorescencia de esta molécula.

La forma en que estos compuestos interaccionan con las estructuras amiloides no es
conocida, aunque se sabe que la unién se realiza mediante mecanismos diferentes vy, en el
caso del CR, existen estudios que apuntan a la importancia tanto de las interacciones
hidrofébicas como a las fuerzas de Van der Waals!®*'%2, Sorprendentemente, en la

193

bibliografia se sefala que determinados lotes de péptido o preparaciones unen
Unicamente CR y no ThT, a pesar de mostrar estructuras amiloides indistinguibles

mediante TEM de las obtenidas en preparaciones capaces de unir ambos compuestos.

6.1 Microscopia optica en presencia de CR

Las fibras amiloides son anisotropicas. Por este motivo, resultan birrefringentes
cuando se observan en un microscopio bajo luz doblemente polarizada® y, cuando las
moléculas de CR se unen a ellas, éstas se orientan, dando lugar a una coloracién verde

manzana caracteristica.

191 pigorsch. E.; Elhaddaout, A.; Turrell, S. Spectrochim. Acta 1994, 504, 2145-2152.

192 Klunk, W. E.; Pettegrew, J. W.; Abraham, D. J. J. Histochem. Cytochem. 1989, 37, 1293-1297.

193 Goldsbury, C. S.; Wirtz, S.; Miller, S. A.; Sunderji, S.; Wicki, P.; Aebi, U.; Frei, P. J. Struct. Biol. 2000,
130, 217-231.

* La luz doblemente polarizada se obtiene utilizando dos filtros polarizadores cruzados a 90°.
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6 Agentes de tincion especificos

La aparicion de este color verde, debido a la anisotropia de las fibras, es lo que se
utiliza como criterio para determinar la naturaleza amiloide de un agregado. Ademas,
como se detalla en el apartado 6.2, la unidn de las moléculas de CR a las fibras amiloides
conlleva un cambio macroscopico: el espectro de absorcion del CR se ve alterado en el
seno de las fibras, lo que se puede utilizar, en algunos casos, para cuantificar el contenido

en estructuras amiloides.

6.1.1 Preparacion de muestras

194 se basan en inmovilizar la muestra (mediante secado)

Los protocolos tradicionales
sobre un portaobjetos y posteriormente deshidratarla con alcohol, tenir el sélido con CR,

lavar y secar, como se detalla en el apartado 8.6.1.1.

Al utilizar este protocolo se detectaron problemas en la adhesion de la preparacion (se
pierde mucha muestra durante los lavados), ademas de observarse artefactos provinientes
de las sales presentes en la muestra (las sales, procedentes de la solucién tampdn,
difractan la luz). Por este motivo se decidié modificar el protocolo de preparaciéon de
muestras, realizando las medidas en suspension y eliminando el uso de etanol, como se

indica en el apartado 8.6.1.2.

La Figura 126 nos muestra el aspecto que ofrece una preparacion de B(1-42) con CR

en suspension al observarla en el microscopio éptico, segln el tipo de luz.

La imagen obtenida bajo luz doblemente polarizada muestra que la preparacion
contiene estructuras amiloides (presenta agregados con el color verde caracteristico), pero
plantea varias dudas: iqué son las estructuras de color rojizo y/o brillante?, ies normal el
aspecto de la preparacién? Para poder determinar estas preguntas se compararon las
muestras preparadas utilizando ambos métodos. La micrografia de la Figura 127

corresponde a una muestra de B(1-42) tefida mediante el método clasico.

194 Castafio, E. M.; Ghiso, J.; Prelli, F.; Gorevic, P. D.; Migheli, A.; Frangione, B. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1986, 141, 782-789.
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6 Agentes de tincion especificos

B(1-42) + CR B(1-42) + CR

ampliacién

Figura 126. A la izquierda se muestra una micrografia de B(1-42) con CR bajo luz visible normal. Se aprecian
diversas estructuras con CR adsorbido. La figura de la derecha muestra el mismo encuadre observado bajo luz
doblemente polarizada. Pueden apreciarse, bajo un fondo negro, particulas del caracteristico color verde
manzana, acompafnadas de estructuras mas brillantes y otras de color rojizo. En la parte inferior se muestra
una ampliacion donde se aprecian mas claramente los diferentes colores.

En la preparacién tradicional se pierde gran parte de la muestra, pero se pudo
observar la estructura que se muestra en la Figura 127. La flecha indica una pequena
porcion de so6lido que presenta el color amarillo-verdoso caracteristico de una estructura
amiloide. La mayor parte del precipitado es de apariencia blanquecina, ligeramente
rosada, con pequefos puntos brillantes. Por tanto podemos afirmar que esta gran masa
corresponde a una estructura amorfa o sal (no adhiere CR), la cual no posee el brillo
asociado a la estructura amiloide (los pequefios puntos brillantes que se observan en la

ampliacién de la Figura 127 podrian corresponder a microzonas de ordenacion amiloide).

* 200x indica que se utilizaron 200 aumentos dpticos.
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6 Agentes de tincion especificos

B(1-42) + CR

200x

ampliacién ampliacién

Figura 127. Arriba, muestra de B(1-42) tefiida con CR utilizando el protocolo clésico (apartado 8.6.1.1) y
observada bajo luz doblemente polarizada, utilizando una aumento de 200x. Abajo, una ampliacién de las
zonas sefaladas en amarillo.

En la preparacion clasica, se procede a lavar la muestra sucesivas veces con EtOH,
tanto antes como después de la tincion con CR. Asi se elimina el exceso de colorante,
adherido de forma no especifica a las estructuras amorfas, y que confiere el tono rojizo (al
lavar con EtOH solo se aprecia una coloracion rosada). En este tipo de preparacion parece,
por tanto, mas clara la distincién entre estructuras amiloides (color verdoso y brillantes) y
amorfas (blanquecinas y mates). No obstante, la pérdida de muestra durante la

preparacion hace que no sea el método de eleccion.

La micrografias de la Figura 126 y la Figura 127 recuerdan bastante a algunas

encontradas en la bibliografia para estructuras amiloides'®®, pero difieren

195 Wickner, R. B.; Taylor, K. L.; Edskes, H. K.; Maddelein, M. L.; Moriyama, H.; Roberts, B. T. J. Struct.
Biol. 2000, 130 (2/3), 310-322.
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6 Agentes de tincion especificos

considerablemente de otras!?®. Por este motivo se decidid utilizar otro tipo de fibras de
proteina amiloide, como son las fibras de insulina, para asegurar la validez del método de

tincion.

Las fibras de insulina, como se detalla en el apartado 6.2.2.2, presentan la ventaja
de ser obtenidas mediante un método sencillo y controlable!®’, asegurando la
interconversion de las estructuras solubles a fibras amiloides. Su utilizacién permite, por
tanto, observar el aspecto de una preparaciéon con un elevado contenido amiloide. En la
Figura 128 se muestran fibras de insulina tefidas con CR utilizando el método en

suspensién descrito en el apartado 8.6.1.2.

insulina + CR insulina + CR

200x 200x (polarizadores cruzados)

Figura 128. Muestra de fibras de insulina con CR, preparada segtn el protocolo del apartado 8.6.2.2.1. A la
izquierda se muestra el aspecto al observarla bajo luz normal, mientras que en la micrografia de la derecha se
han utilizado dos polarizadores cruzados.

Esta preparacion se asemeja mas a las micrografias méas abundantes en la

196

bibliografia*® y en ella se aprecia claramente el color verde manzana caracteristico de las
fibras amiloides. Estas micrografias permiten afirmar que la medida de las muestras en

suspensién utilizando microscopia éptica permite determinar el caracter amiloide.

En esta micrografia se observa que, en presencia de un elevado porcentaje de fibras
mas o menos aisladas, la mayoria de precipitados se tinen con CR y, bajo la luz
doblemente polarizada, adoptan una tonalidad verde-amarillenta, caracteristica de

estructuras amiloides: la observacion de la muestra bajo luz normal muestra particulas de

19 Lim, A.; Makhov, A. M.; Bond, J.; Inouye, H.; Connors, L. H.; Griffith, J. D.; Erickson, B. W.; Kirschner,
D. A.; Costello, C. E. J. Struct. Biol. 2000, 130 (2/3), 363-370.
197 Burke, M. J.; Rougvie, M. A. Biochemistry 1972, 11, 2435-2439.
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6 Agentes de tincion especificos

tamafo pequeno, aparentemente de poca densidad y s6lo algunos de los agregados (como
el que se senala con la flecha negra) siguen mostrando un tono rojizo bajo la luz
polarizada, mientras que las estructuras méas densas presentan un color amarillo intenso,

casi blanco (flecha azul).

6.1.2 Diferencias y similitudes entre diversas preparaciones de
fibras amiloides

La utilizacién de fibras de insulina no sélo valida el método de tincion de muestras,
sino que también permite hacer algunas comparaciones adicionales sobre las estructuras

amiloides obtenidas en ambos casos.

Al comparar la Figura 126 con la Figura 128 se pueden apreciar varias diferencias.
B(1-42) presenta, bajo luz sin polarizar, una mayor hetereogenidad de particulas, tanto en
lo referente al tamafio como a la textura y la forma. Las fibras de insulina se presentan de
forma homogenea, con estructura acicular. No obstante, las mayores diferencias se
aprecian al utilizar polarizadores cruzados. En la preparacion de insulina se aprecian de
forma clara estructuras amiloides aisladas, tanto verdes como amarillas, ademas de
algunos precipitados rojizos (sin brillo) correspondientes a agregados amorfos. La
preparacion de AP presenta una elevada colocalizacién de colores y, por tanto, indica una
mezcla de estructuras: en la ampliacion se ve claramente cémo las particulas presentan
tonos verdes en los bordes y amarillos en el centro (debido quizas a la mayor densidad de
materia). Sobre alguna de estas particulas se superponen otras de color rojizo,
correspondientes a estructuras amorfas, las cuales presentan birrefringencia sélo cuando
recubren estructuras amiloides (por si solas, como se observa en muestras preparadas

seglin el método clasico, no presentan brillo).

Estas diferencias en las preparaciones también se reflejaron al analizar las muestras
utilizando TEM. Las muestras de B(1-42) utilizadas para los estudios con CR presentaron
haces de fibras o bien algunas fibras pequenas aisladas, ademas de estructuras amorfas y
de mosaico. Por otro lado las micrografias de las fibras de insulina correspondientes a esta
preparacion ofrecieron un aspecto muy diferente, como se aprecia en la Figura 129.

Basicamente se observaron grandes cumulos de fibras pequenas entrelazadas.
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6 Agentes de tincion especificos

insulina

500 nm
insulina

1000 nm 100 nm

Figura 129. Micrografias de insulina (TEM). Muestra utilizada para realizar las medidas de microscopia 6ptica
que se muestran en la Figura 128. Bajo cada figura se indica la escala a la que corresponde la barra.

Tal y como se refiere en el apartado 6.2, el comportamiento macroscopico de las
preparaciones de AB y las de insulina mostradas en estas figuras fue totalmente diferente.
Todas las evidencias apuntan a que, a pesar de que las preparaciones de AP contienen
estructuras amiloides, la morfologia de éstas es totalmente diferente a la que se obtiene

utilizando insulina. Este aspecto se desarrolla en el apartado 6.2.
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6.2 Estudios espectrofotométricos en presencia de CR

Las moléculas de CR se unen de forma especifica a las fibras amiloides, lo que
produce, ademés del efecto microscépico descrito, un cambio en el espectro UV-vis del
colorante. Al unirse el CR a una fibra, el entorno del croméforo se ve modificado,
produciendo un desplazamiento batocromico (el CR libre muestra una A,,~490 nm,
mientras que al unirse a fibras amiloides presenta A,,,~520 nm), ademas de un
incremento en la intensidad de la banda de absorcion. Macroscopicamente se observa
como la disolucion de CR pasa de un color rojo-anaranjado a un tono rosado, como se

aprecia para el caso de la proteina AB, en la Figura 130.

a) b)

Figura 130. Blanco (tampdn PBS, tubo de la izquierda en ambas fotografias) y disoluciéon 40 uM de B(1-42)
preparada como se describe en el apartado 8.2.1.2.3 (tubo de la derecha) a) antes y b) después de afadir 16
uL de una disolucién 240 uM de CR en PBS (concentracién final 38 uM en CR y 40 uM en B(1-42)).

Curiosamente, el cambio en el espectro UV-vis no es igual para todas las fibras
amiloides, sino que se observan diferencias en el maximo de la banda de absorcién entre,

1% Ademads, el numero de

por ejemplo, las fibras de AP, insulina y B-poli-L-lisina
moléculas de CR que se unen como maximo por cada cadena peptidica (B,..,) depende
también de la naturaleza de ésta (en el caso de la insulina, B..,~2, mientras que para la

B-poli-L-lisina se llegan a observar valores de B,,,,~43, dependiendo del pH).

La utilizacion de CR en la cuantificacion de fibras amiloides fue descrita por Klunk y
colaboradores en dos etapas diferentes. En 1989 publicaron dos articulos basicos en el
tema, uno de los cuales'®® describe de forma detallada como cuantificar la unién del
colorante CR a fibras amiloides de insulina. Una lectura rapida de dicho trabajo ha

inducido a muchos investigadores a utilizar el protocolo descrito en sus investigaciones

198 Klunk, W. E.; Pettegrew, J. W.; Abraham, D. J. J. Histochem. Cytochem. 1989, 37, 1273-1281.
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6 Agentes de tincion especificos

sobre Alzheimer, sin tener en cuenta que las aproximaciones utilizadas hacen que no sea

extrapolable directamente al estudio de fibras de AB.

Tras un largo periodo de tiempo, Klunk y colaboradores publicaron, en 1999, su
estudio sobre la cuantificacion de las fibras de proteina AB'®°. El protocolo descrito en este

ultimo trabajo es aplicable tanto a las disoluciones de B(1-40) como de B(1-42)%,

6.2.1 Fundamento de la cuantificacion de fibras amiloides con CR

Durante el proceso de envejecimiento de una proteina amiloide se produce la
transformacién de la forma soluble de la proteina a fibras amiloides. Dichas fibras, ademas
de tener capacidad de unir moléculas de CR, son capaces, debido a su elevado tamano,
de dispersar luz, lo que se manifiesta en forma de turbidez. Por consiguiente, la realizacién
de un espectro UV-vis de una mezcla de CR y AB es la suma de tres especies diferentes: el
CR no unido, el CR unido (ambos presentan un espectro diferente) y la turbidez de la

muestra.

Cuando el proceso de envejecimiento tiene lugar de forma no ideal (parte del péptido
no se ftransforma en estructuras amiloides) podemos encontrar que coexisten en
disolucién, junto con las fibras amiloides, estructuras amorfas (que también pueden causar
turbidez) y péptido soluble. En la Figura 131 se representan los fendmenos 6pticos que
pueden tener lugar al incidir un haz de luz sobre una muestra que contiene CR en

presencia de una proteina amiloide envejecida de forma no ideal.
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Figura 131. Representacién de los efectos épticos que pueden tener lugar cuando un haz de luz UV-vis incide
sobre una mezcla de CR y proteina amiloide. Los circulos simbolizan las moléculas de CR libre (en rojo) o
unido a fibras amiloides (en fucsia), mientras que las estructuras amarillas representan agregados de proteina,
bien sean fibrilares (alargados) o amorfos (estrellas).

199 Klunk, W. E.; Jacob, R. F.; Mason, R. P. Anal. Biochem. 1999, 266, 66-76.
200 Klunk, W. Comunicacion personal.
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6 Agentes de tincion especificos

Diversos grupos de investigacion utilizan la turbidez de la disolucién para calcular el
contenido en fibras amiloides'®*2°12%2 En |a practica, esta aproximacion se ha de realizar
con extremada cautela. La turbidez no sélo depende de la cantidad de fibras formadas,
sino que también varia con otros factores, como son la morfologia de éstas (longitud,
diametro, agrupacién de fibras, etc.), la longitud de onda utilizada y la presencia de
agregados no-amiloides. Por este motivo, la turbidez puede variar mucho entre muestras
diferentes con un contenido amiloide similar, lo que da lugar a medidas poco comparables

7193,202, ¢

entre si , 1o que hace recomendable medir, en cada experimento con CR, la

contribucion de la turbidez.

En los métodos de cuantificacion con CR descritos por Klunk se considera siempre la
contribucion de la turbidez, ya sea de forma implicita o explicita. En los trabajos con A no
se registra el espectro de turbidez de la proteina sola, por lo que los valores de ésta se
extrapolan considerando que el espectro de turbidez depende Gnicamente de la longitud de
onda y de la concentracion. Esto implica que las ecuaciones descritas en su trabajo sélo
son utilizables en preparaciones que presenten fibras con una morfologia similar y un
contenido en estructuras amorfas equiparable. Ademas, Klunk considera que las moléculas
de CR no se unen de forma inespecifica a la proteina AB, es decir, no existe CR unido a
agregados amorfos o0 a péptido soluble, como demostré utilizando preparaciones de

insulina'®.

En los trabajos de Klunk'®?'% se considera que la luz incidente en una mezcla de AB
y CR puede sufrir tres procesos: ser absorbida por CRpe (Amax—~490 nm) o por CR i
(Amax—520 nm) o bien ser dispersada por las fibras en suspension. Teniendo en cuenta
esto, la absorbancia total a una longitud de onda determinada se puede expresar como

suma de las tres contribuciones (Ecuacion 2).

Atotas =Aunicot Alibre T Aturbidez

Ecuacion 2.

201 Jarret, J. T.; Berger, E. P;. Lansbury, P. T. Biochemistry 1993, 32, 4693-4697.

202 Findeis, M. A.; Musso, G. M.; Arico-Muendel, C. C.; Benjamin, H. W.; Hundal, A. M.; Lee, J.; Chin, J.;
Kelley, M.; Wakefield, J.; Hayward, N. J.; Molineaux, S. M. Biochemistry 1999, 38, 6791-6800.

Las medidas de turbidez son maés fiables si se realizan estudios cinéticos y se comparan muestras
manipuladas en paralelo, reduciendo de esta forma la variabilidad en la obtencion de fibras debida a
factores externos.

.
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Una forma sencilla de eliminar el término A, €S Medir la absorbancia aparente de
la disolucion de A solo y sustraer el espectro resultante al obtenido en la mezcla AB+CR.
Asi la férmula se simplifica y obtenemos la Ecuacién 3, equivalente a la obtenida para la

mezcla de dos croméforos.

ACR = Atota/' Al‘urb/'dez= Aun/do+ A//’bre
Ecuacion 3.

Aplicando la ley de Lambert-Beer (A=e-¢-c) y considerando que el paso de luz

utilizado, ¢, es de 1 cm, se cumple, a una longitud de onda A, la Ecuacién 4.

XACR = kﬁunido'[CR] unido T kgnbre'[CR] libre

Ecuacion 4.

Donde € es el coeficiente de extincién molar a la longitud de onda A y [CR] la
concentracion de CR en mol/L. Si realizamos la medida a dos longitudes de onda distintas,
A Y Ay, tenemos un sistema de dos ecuaciones con dos incégnitas ([CR1,ng0 Y [CRIjipe). Las
longitudes de onda escogidas por Klunk y colaboradores son 541 y 403 nm, ya que a 541

nm la diferencia de absorbancia entre la especie unida y la libre es mayor, mientras que a

403 nm se encuentra un punto isosbéstico (*°3€;..~**€ i)

Despejando en una de ellas [CR],. Yy sustituyendo en la otra podemos llegar a la

Ecuacion 5, donde se ha sustituido *°3€,,i4 /*“€jine POr su valor, 1.

541 403
[CR ] _ glibre glibre
unido ~ 541
( gum‘% j_l
541
glibre

Ecuacion 5.

Los valores de €,,4, @ estas longitudes de onda, al igual que los de €;,. Se muestran

en la Tabla 15.
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Longitud de onda (nm) €m0 (cM™MY) €iire (cm*-M")
41 70.500 22.700
403 18.070 18.040

Tabla 15. Valores de coeficiente de exticion molar de CR en medio acuoso, pH 7,4 (tampoén PBS) a diferentes
longitudes de onda, segun se encuentre o no unido a fibras amiloides de ABR'°.

Sustituyendo estos valores se obtiene la Ecuacién 6, donde *Ac es la absorbancia de
la mezcla CR+AP a la longitud de onda A tras sustraerle la sefal correspondiente a la

turbidez (haciendo un blanco con la disolucion de AB).

[CR] unido — (541ACR/47-8OO) - (403ACR/38.1OO)

Ecuacion 6.

En aquellos casos en los que no se puede determinar el valor de Ay s, S€ puede

utilizar la Ecuacion 7.

[CRI yrigo = (**' Ao /47.800) — (*3A 4, /68.300) — (ICR1/4,77)

Ecuacion 7.

La Ecuacién 7 se deduce teniendo en cuenta varias aproximaciones'®®. Por un lado, al
igual que para obtener la Ecuacion 6, se considera que a 403 nm tenemos un punto
isosbéstico (no es estrictamente cierto si miramos los valores de € de ambas especies), por
lo que la diferencia entre la absorbancia que presenta una disolucion de CR de
concentracion X y una disolucién de la misma disolucion de CR en presencia de fibras
amiloides ha de ser igual a la turbidez. Esto permite obtener el valor de *°*A e, €N

funcién de la concentracion total de CR (Ecuacion 10).

03 — 403 . 403 . 403
Atotal - 8unido [CR]unido + £Iibre [CR]Iibre + Aturbidez

Ecuacion 8.

403 _ 4034, 403
Atotal - € [CR]totaI + Aturbidez

Ecuacion 9.

403Aturbidez = 403A0tal - 4033'[CR]tota|

Ecuacién 10.
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Puesto que la turbidez a 541 nm no se puede relacionar de igual forma con un
parametro conocido, Klunk y colaboradores midieron diversas muestras de AB, llegando a
la conclusién de que la relacion 5 Aymier /% Awmice; €S aproximadamente constante e igual
a 0,7. Utilizando estas dos aproximaciones, la definicion de Ag (Ecuacién 3) y la Ecuacion

6 se deduce la Ecuacion 7.

6.2.1.1 Consideraciones previas

El objetivo de este tipo de ensayo es cuantificar la cantidad de fibras amiloides. Por
este motivo, y para poder comparar los valores de [CR],.4, que se obtienen de diferentes
muestras y que estos sean proporcionales al contenido amiloide, es necesario trabajar

siempre con un exceso de CR, de forma que se saturen todos los puntos de union de AB.

Segln los valores experimentales de Klunk, aproximadamente 2,2 moles de AP unen
1 mol de CR, pero para que la unién sea completa y las fibras amiloides se encuentren
saturadas se requiere un exceso de CR. La proporciéon minima para la cuantificacion es
aproximadamente 1 molécula de CR por cada 1,1 moléculas de AB. Ademas, y puesto que
el equilibrio no se alcanza de forma inmediata, es necesario incubar la mezcla AB-CR

durante un minimo de 15 min, a T,p.

La Ecuacién 7 requiere la concentracion exacta de CR. Debido al contenido en sales
que presenta este colorante comercial y a su tendencia a formar micelas, que son
eliminadas mediante filtracion, no se obtiene una disolucién de concentracion exacta*, por
lo que es necesario determinarla experimentalmente. La cuantificacién experimental de la

disolucién madre de CR se realiz6 espectrofotométricamente (ver apartado 8.6.2.2.2).

La cuantificacion con CR de estructuras amiloides requiere que los agregados
amiloides tengan unas caracteristicas adecuadas, tanto de tamafo medio como de
homogeneidad aunque en los trabajos publicados no se menciona explicitamente®®. Las
fibras excesivamente grandes conllevan la aparicién de precipitados de CR-ApB en el fondo
de la cubeta (el CR desaparece literalmente del medio, con lo que en lugar de tener un

aumento de la sefal debido a la unién de CR a las fibras amiloides se produce una

* Las muestras con CR siempre se filtran utilizando filtros de fibra de vidrio, ya que se pudo comprobar
que los filtros convencionales de nylon, polipropileno y polietileno retienen cantidades significativas de
colorante.

203 Klunk, W. Comunicacion personal.
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disminuciéon de la intensidad total, dando estimaciones erréneas de la cantidad de fibras
presentes). Incluso en las preparaciones de estructuras amiloides de tamano adecuado, el
complejo AB-CR sedimenta tras un periodo de tiempo, como se muestra en la Figura 132
(la precipitacion de CR junto con fibras puede forzarse mediante centrifugacion y es
utilizada en métodos de cuantificacion basados en la valoracién del contenido de CR no

unido?%4).

Figura 132. Preparacion de AB con CR en una relacion 1:3 tras reposar durante 12 h ([AB] =4 uM en PBS.
[CRI=11,4 uM). La Figura 130 muestra una preparacion fresca de la misma muestra de AB con un
equivalente de CR antes de diluir la mezcla en PBS y en la Figura 141 se muestra el espectro UV-vis de dicha
preparacion tras diluirla en PBS.

La heterogeneidad y variabilidad de las fibras y la presencia de agregados amorfos
hace que la afirmacion **'A,./***A.,,~0,7 no sea aplicable en todos los casos. Por este
motivo es recomendable verificar de forma experimental el valor de esta relacién para cada

una de las preparaciones utilizadas.

6.2.2 Intento de cuantificacion de fibras amiloides utilizando CR

Se realizaron diversas pruebas enfocadas a la cuantificacion de las fibras amiloides
formadas en nuestras preparaciones de B(1-42). A continuacion se resumen algunos de los

experimentos mas significativos.

En algunos experimentos (aquellos en los que se utilizaron volimenes finales >1 mL)
se realizaron, en paralelo, experimentos de filtracion'®®, Este tipo de experimento mide la
concentracion de colorante no unido a AP, permitiendo estimar la cantidad de fibras
amiloides, de forma indirecta, independientemente de la morfologia de las fibras

amiloides.

204 Brining, S. K. Neurobiol. Aging 1997, 18, 581-589.
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6.2.2.1 Ensayo con [(1-40)

Inicialmente se intenté reproducir el experimento descrito por Klunk y colaboradores
para la proteina AB!?°. Por ello, se realiz un ensayo utilizando la secuencia B(1-40) en
lugar de B(1-42) (el trabajo de Klunk detalla inicamente el comportamiento de B(1-40), la

cual es menos amiloidogénica que B(1-42)).

La disolucion de B(1-40) se realizd utilizando las condiciones descritas'®® (apartado
8.6.2.1, concentracion 100 uM en tampon PBS a pH 7,4), introduciendo como
modificacion Unicamente el tratamiento previo del péptido (se realiz6 el tratamiento
disgregante descrito en el apartado 8.2.1.1.4 para obtener AB en estado monomérico).
lgualmente, las disoluciones madre de CR se prepararon en PBS a pH 7,4*, con un 10%

de EtOH para prevenir la formacion de agregados micelares.

La preparacion de P(1-40) se envejecid durante 2 dias a T,,, con agitacion
magnética. Se tomaron muestras a tiempo O, 24 y 48 h y se registr6 su espectro UV-vis

en presencia de CR (apartado 8.6.2.1).

Los resultados que se obtuvieron tras envejecer la muestra O o 24 h son similares a
los mostrados para la muestra envejecida durante 48 h en la Figura 133 y la Figura 134.

Por este motivo, s6lo se discuten los resultados correspondientes a 48 h de incubacién.

En la Figura 133 se aprecia cdmo varia el espectro UV-vis en funcién del tiempo de
incubaciéon de la mezcla de B(1-40) y CR. Sorprendentemente, se observd una
disminucién de la turbidez aparente con el tiempo de incubacién (el CR no absorbe cerca
de 700 nm, por lo que el incremento de la sefal a esta longitud de onda se debe
basicamente a la turbidez de AB). Para descartar que este comportamiento se debiera a la
deposicién del complejo AB-CR, se realizaron medidas con agitacion magnética (resultados
no mostrados), pero no se aprecié ninglin cambio significativo en el especto de la mezcla

(Unicamente se observd un incremento en el ruido de la lectura).

* EI CR es, ademas de un agente de tincion histopatolégico, un indicador de pH (adopta un color violeta a
pH &cido). Por este motivo es importante realizar estos ensayos a pH neutros o basicos.
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0.07- B(1-40) envejecido dos dias

0.064

.......... B(1-40)+CR 1min

0T N ge—| B(1-40)+CR 2min
g 004 —— B(1-40)+CR 5min
5 -~ B(1-40)+CR 10min
» -~ e
2 0037 — B(1-40)+CR 30min
Ao N\ [ Disolucion CR 1uM

0.02- 4

0.014 S
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300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 133. Espectro UV-vis de una mezcla de B(1-40) (2,5 uM, envejecido 48 h a 100 uM) y CR (1 uM) en
PBS tras 1, 2, 5, 10 y 30 min de incubar la mezcla. Comparacién con el espectro de CR 1 uM en PBS.

En la Figura 134 se observa como el espectro de la mezcla de AB+CR no se
corresponde con la suma aritmética de los espectros de AB y de CR por separado. El
maximo de absorcion de CR solo se situa a 490 nm, pero en la mezcla de CR y B(1-40) se
encuentra desplazado a valores de longitud de onda mayores (~500 nm). Esto indica que

existe una interaccion CR-AB.

0.07- B(1-40) envejecido dos dias

0.06+
0.054

0.04-"

— B(1-40) + CR

-=- Disolucion CR 1uM
---------- Disolucién (1-40)
--------- Suma CR+[3(1-40)

0.034

Absorbancia

0.024

0.014

0.00 1
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 134. Espectro UV-vis de una mezcla de B(1-40) (2,5 uM, envejecido 48 h a 100 uM) y CR (1 uM) en
PBS a los 30 min de preparar la mezcla. Comparacién con el espectro mostrado por la disolucién de B(1-40)
solo en PBS, una disoluciéon de CR en PBS y la suma aritmética de ambas. La linea vertical indica el maximo
de absorcion del CR,.=490 nm.

En las figuras anteriores no se observa ninglin punto isosbéstico a 403 nm**° (el valor

de la absorbancia de la mezcla a esta longitud de onda no cumple “©A,., =*SAx
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+493A,migez » COMO se deduce de la Ecuacién 10). Se puede comprobar, ademas, que en
este caso la relacién entre la turbidez a 541 nm y la observada a 403 nm no es 0,7, sino
0,64 (A bided ZAumige,=0,00544/0,00848=0,64).

Ambas observaciones hacen que las ecuaciones de Klunk para calcular el contenido
de fibra amiloide presente no sean aplicables. Si no tuviéramos en cuenta las
incongruencias que se observan en los espectros de UV-vis y utilizdramos estos valores en
la Ecuacion 7 para calcular la [CR],,4, Obtendriamos un valor de [CR],,4=0,1 uM. Este
valor puede parecer razonable, indicando un bajo contenido en fibras amiloides, pero en

realidad no tiene sentido.

Este experimento, ademas de mostrar la dificultad que implica reproducir
experimentos con AP, permite ver el riesgo que entrana el uso de medidas puntuales de
absorbancia (muy comunes cuando se trabaja con placas de 96 pocillos) en lugar de

registrar el espectro UV-vis entero.

6.2.2.2 Ensayos con insulina

Tras este resultado se decidi6 recabar mas informacién sobre la cuantificacién de AP
con CR. Por ello, y tras una comunicacién personal de W. Klunk, se decidié repetir el

mismo experimento utilizando fibras de insulina.

Una ventaja de trabajar con insulina en lugar de utilizar proteina Ap es que la
conversion de la forma soluble a fibras amiloides se da de forma controlada y en su
totalidad. Ademas, el proceso de fibrilogénesis, en este caso, no se ve influido por tantos
factores como sucede en la obtencion de fibras de AB y se realiza en pocas horas. Otra
ventaja muy importante de la insulina es su reducido precio, muy inferior al de la proteina
AB (100 mg de insulina bovina cuestan, en la casa comercial Sigma, menos de 80 €,
mientras que 1 mg de AB oscila entre 200 y 600 €, dependiendo de la casa comercial, la

pureza, etc.).

La transformacién de la forma soluble de la insulina en un agregado amiloide se lleva
a cabo disolviéndola a pH éacido en un tubo sellado. En estas condiciones la proteina se
disuelve a temperatura ambiente vy, tras diversos ciclos con periodos de calentamiento y

enfriamiento, se obtiene un gel que evoluciona hasta la precipitacion de la proteina en
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forma de fibras amiloides. En una Ultima etapa, se ajusta el pH con la ayuda de una

solucién tamponada'®’

(ver el protocolo detallado en el apartado 8.6.2.2.1). Esta
suspension de fibras se utiliza en un periodo de tiempo breve (el mismo dia), ya que el
proceso de formacion de fibras es reversible, observandose una disminucién del contenido

en fibras amiloides con el tiempo, como se pudo verificar (resultados no mostrados).

Ademas de cambiar la proteina AR por insulina, también se decidi6 introducir
modificaciones en la preparaciéon de soluciones de CR. La disoluciéon en tampéon PBS
(omitiendo la presencia de EtOH) da lugar a preparaciones mas estables, por lo que se
decidié utilizar este método en los experimentos posteriores (en el apartado 8.6.2.2.2 se

describe la preparacion de disoluciones de CR en PBS).

La insulina presenta tres puntos isosbésticos bien definidos a 477, 406 y 349 nm

192 199

respectivamente™, a diferencia de la proteina AB, que sélo tiene uno a 403 nm
Ademas, la turbidez de las preparaciones de insulina puede obtenerse facilmente de forma
experimental (se dispone de gran cantidad de fibras de insulina). Asi, se puede restar el
espectro debido a la turbidez al espectro total y se obtiene el espectro debido a la suma de
CRibe ¥ CRigo- Por este motivo no es necesario hacer tantas aproximaciones en los
ensayos con insulina como en los ensayos con AB. La Ecuacion 11, donde Acg se obtiene
experimentalmente restando al espectro de la mezcla la turbidez de las fibras, permite

calcular la cantidad de colorante unido a fibras de insulina.

540 477
_ glibre glibre
unido — 540
(Mg, )
540
glibre

Ecuacion 11.

[CR]

Esta ecuacion es equivalente a la Ecuacion 5, pero en ella se utilizan las longitudes
de onda 540 y 477 nm en lugar de 541 y 403 nm ya que, en el caso de la insulina, 477

nm es el punto isosbéstico mas adecuado.

Se ha de destacar que los valores de €crunigo Varian para cada proteina amiloide. En

la Tabla 16 se muestran los valores de €g; descritos por Klunk'®? para la insulina.

Sustituyendo estos valores en la Ecuacién 11 se obtiene la Ecuacién 12, la cual permite
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cuantificar facilmente la cantidad de CR,,4 (en el caso de la insulina se describe que la
estequiometria de union es dos moléculas de CR por cada molécula de insulina, asi
[InSUlIna]flbn|ar~[CR]/2)

Longitud de onda (nm) €unico (CMMY) Eiipre (cm™*-M™)
540 44.578 18.955
477 34.679 34.722

Tabla 16. Valores de € para CR en tampén fosfato pH 7,4 seglin se encuentre unido o no a fibras de
insulinat®2,

[CR]unido= 540Atotal / 25295 - 477Atota| / 46306

Ecuacion 12.

6.2.2.2.1 Preparaciones de CR-insulina: comportamiento ideal

Al utilizar el método descrito en la bibliografia para la obtencién de fibras amiloides!®?

se obtuvieron inicialmente resultados dispares, a pesar de la existencia de fibras amiloides

en las preparaciones, como se pudo comprobar utilizando TEM.

Diversas pruebas permitieron observar que s6lo aquellas preparaciones en las que la
insulina se disuelve facilmente a temperatura ambiente en medio acido y que son
calentadas hasta obtener un gel dan lugar a fibras adecuadas para su analisis utilizando
CR (muestras preparadas como se detalla en el apartado 8.6.2.2.1). En general, aquellas
preparaciones en las que la insulina no se disolvi6 adecuadamente en la etapa inicial®* o
que no fueron calentadas hasta la formacién de un gel, mostraron comportamientos

diferentes a los descritos por Klunk y colaboradores!9%1%,

En la Figura 135 se muestra el espectro UV-vis en presencia de CR de una muestra

de insulina que se comporté de forma ideal, es decir, segiin lo descrito por Klunk y

colaboradores!?%198,

En la Figura 135 se pueden apreciar los puntos isosbésticos indicados por Klunk y

192,198

colaboradores y, por tanto, tiene sentido utilizar las ecuaciones descritas en sus

* Se pudo observar que la insulina almacenada a —20°C durante un largo periodo de tiempo y sometida a
diversos procesos de congelacién y descongelacion disminuye su solubilidad en medio acido respecto a la
insulina recien adquirida. Valores de pH superiores al indicado también producen una disminucion de la
solubilidad inicial de la insulina.
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trabajos para la insulina. La aplicacién de la Ecuacién 12 para la concentracion mas baja
de insulina ofrece un valor [CR],,=2,1 uM, lo que implica que la concentracién de

insulina en forma fibrilar es:

[insu|ina]ﬁb,i|a,~[CR]umdo/2 =1 . 1 l.lM

Este valor es muy similar a la concentracién total de insulina (1,25 uM), lo que indica

gue practicamente toda la insulina se encuentra formando estructuras amiloides.

Disolucién 10,3 uM CR

477 nm - 540 nm

0.6+

“ === CR + 12,5 uM insulina
=— 'CR+ 1,25 uM insulina
\\ —— Disolucién CR solo
vV 12,5 mM insulina
--- 1,25 mM insulina

Absorbancia (Au)

014 “+..349nm

S~

0.0-F==== Ly - -
300 35 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 135. Disolucion 10,3 uM de CR en PBS solo y en presencia de una concentracion 1,25y 12,5 uM de
fibras amiloides de insulina. También se muestra el espectro de turbidez de la insulina sola a ambas
concentraciones. Las flechas indican los dos puntos isosbésticos no utilizados en la Ecuacién 12, mientras que
las lineas sefalan el punto isosbéstico correspondiente a 477 nm y el punto de maxima diferencia entre el
espectro de CR,g0 ¥ CRipes @ 540 nm. En los espectros de CR en presencia de insulina se ha sustraido la
contribucién de la turbidez.

Hay que notar que este célculo no es aplicable para 12,5 uM de concentracion de
insulina. Los resultados que se obtendrian en este caso no son reales (la Ecuacion 12 da
un valor de [CR],o= 10,9 uM, que corresponde a [insulinaliyi,=5,5 uM!!!). En estas
condiciones hay un déficit importante de CR, por lo que todo el CR presente en la muestra
se encuentra unido a fibras amiloides [CRl@m~[CR]nge~10,5 uM. A concentraciones
bajas de CR, las fibras amiloides no se encuentran saturadas y la [CR],4 NO es
proporcional a la concentracién de estructuras amiloides. Este efecto de saturacion se

aprecia en la Figura 136.

204



6 Agentes de tincion especificos

[CR]=10,3 uM

©
T [}
3 2
3 4- 3
8 3
= 5
§ 2 y=(0,89 % 0,04)x + (0,009  0,123)
= = ?=0,995
2_
"
0 : : : : ‘
14 0 1 2 3 4 5

[insulina], ey

T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 150 175  20.0
[insulinal e,

Figura 136. Valores de [insulinal;,., calculados mediante el método del CR respecto al valor real (el valor de
[insulinal,, se obtiene mediante analisis de amino&cidos) utilizando una disolucién de CR 10,3 uM. El gréfico
de la derecha muestra una ampliacién de la zona lineal, junto con su ajuste a una ecuacién de primer grado.
En esta representacién se observa como el comportamiento deja de ser lineal cuando
la  [insulinal~[CR]/2. Ademéas, en esta preparacion se obtiene que
[insulinal euaaa~0,9-linsulinal,.,. Esta diferencia se puede deber al error experimental

(tanto en la determinacién de las concentraciones, como en los valores de €, etc.) o bien a

que sélo el 90% de la insulina se encuentra en forma fibrilar.

Independientemente del origen de esta pequefa diferencia entre los valores reales y
calculados, podemos decir que los valores obtenidos utilizando la Ecuacién 12 son una

estimacién aceptable del contenido amiloide de la preparacién de insulina.

El andlisis de la preparacion utilizada en la Figura 136 mediante microscopia 6ptica
utilizando dos polarizadores cruzados dio lugar a la Figura 128 (pagina 189) y el estudio
mediante TEM mostré estructuras amiloides pequefas y entrecruzadas muy abundantes
(Figura 129, pagina 191). Ambos resultados, junto con el espectro mostrado en la Figura
136, indican que esta preparacion de fibras amiloides es una preparacion ideal. Como se
muestra en el siguiente apartado, no todas las preparaciones de insulina presentan este

comportamiento ideal.
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6.2.2.2.2 Preparaciones de CR-insulina: comportamiento no ideal

Ademas de la preparaciéon de insulina mostrada en el apartado anterior, se obtuvieron
diversas preparaciones no ideales. En la Figura 137 se muestra un ejemplo del tipo de

espectros observados en estas preparaciones no ideales.

Disolucién 5 uM CR

0.3+
2 ool — Disolucion CR en PBS
1 - CR + 0,75 uM insulina
g ~—- CR+ 1,5 M insulina
Tt |\ /7o >x\N 0 CR+ 3 uM insulina
e S XN\ CR + 5,6 uM insulina
< 0.1-

0.0

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 137. Disoluciéon 5 uM de CR en PBS solo y en presencia de concentraciones variables de fibras
amiloides de insulina. En los espectros en presencia de insulina la contribucién debida a la turbidez ha sido
sustraida. El 6valo resalta un punto isosbéstico a 570 nm

Durante la manipulacién de ésta y otras muestras no ideales se pudo observar que, al
trabajar con concentraciones de insulina y CR elevadas, se forma un precipitado rojizo en
el fondo de la cubeta en el intervalo de tiempo necesario para la adquisicion del espectro

de absorcién (2-3 min).

Ademas, los casos no ideales se detectan facilmente ya que los puntos isosbésticos
observados (cuando los hay) no coinciden con los de la bibliografia. En la Figura 137 se
observa un punto isosbéstico a ~570 nm (en lugar de los tres puntos isosbésticos a 477,
y 406 y 349 nm) vy, al contrario de lo esperado, la intensidad de la sefal se reduce al
aumentar la concentracién de insulina. El Unico comportamiento que coincide con las
variaciones en el espectro UV-vis descritas es el desplazamiento gradual del maximo hacia
longitudes de onda mayores. Aparentemente es como si la cantidad de CR total

disminuyera al aumentar la concentracién de insulina.
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insulina insulina

500 nm 50 nm
insulina

200 um 50 nm

Figura 138. Micrografias de insulina (TEM) correspondientes a muestras no ideales. Bajo cada figura se indica
la escala a la que corresponde la barra.

A pesar de este comportamiento espectrofotométrico andémalo, en las preparaciones
de insulina no ideales también se observo la presencia de fibras amiloides mediante el uso
de TEM, como se muestra en la Figura 138. Si comparamos estas micrografias con las
observadas en la Figura 129 (correspondientes a una muestra “ideal” de insulina),
podemos decir que, en general, las muestras no ideales parecen presentar acumulaciones
de fibras méas densas que en el caso de las muestras ideales, constituidas
mayoritariamente por agrupaciones poco densas de fibras pequefas entrecruzadas. En la
Figura 139 se muestra el aspecto de la muestra de insulina utilizada en el experimento

anterior tras tefirla con CR y observarla en el microscopio 6ptico.
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Figura 139. Micrografias de la preparacién de insulina utilizada en la obtencién del grafico de la Figura 137
tras tefirla con CR (segln el protocolo del apartado 8.6.2.2.1). a) observada bajo luz no polarizada y b)
doblemente polarizada utilizando en ambos casos 200 aumentos.

Al comparar estas imagenes con las mostradas en la Figura 126 (CR con B(1-42)) y
en la Figura 128 (CR con insulina, preparacién ideal mostrada en el apartado 6.2.2.2.1)
se observa que la preparacion de insulina no ideal es méas similar a las preparaciones de
ApB con CR que a la preparacion ideal de fibras amiloides de insulina. En la Figura 139 se
observan grumos o acumulaciones rojizas junto con otras de tono amarillo-verdoso y el
precipitado presenta un aspecto mas compacto que el mostrado por la insulina ideal (se

diferencian claramente precipitados grandes de proteina unida a colorante).

Otras preparaciones de insulina no ideales mostraron el mismo tipo de agregado que
se aprecia en la Figura 139, lo que parece indicar una correlaciéon entre el comportamiento
espectrofotométrico andémalo y la observacion microscépica de particulas o agregados,
relativamente grandes, con capacidad de unir CR dando un color rojizo bajo los
polarizadores cruzados a 90° (las muestras con un buen comportamiento
espectrofotométrico presentan un aspecto homogéneo, con particulas pequenas de color
verde-amarillento bajo luz doblemente polarizada). Estas observaciones, junto con los
resultados de TEM, hacen pensar en una posible explicacién estructural para el

comportamiento no ideal de las preparaciones amiloides analizadas.

Considerando el tamafo y la densidad de las particulas observadas en las muestras
no ideales mediante microscopia 6ptica, es probable que estas estructuras sean las
responsables de la desaparicion del complejo CR-amiloide, lo que impide la correcta
cuantificacion. La desaparicion del colorante podria deberse a la elevada densidad, que

produce la sedimetacién de los complejos CR-insulina (como se observa durante las
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medidas espectrofotométricas de las muestras méas concentradas) o bien al elevado
tamafo que presentan los agregados y que podria convertirlos en especies opacas a la luz,

“secuestrando” de esta forma el CR unido a ellas.

6.2.2.2.3 El riesgo de las medidas a longitudes de onda puntuales

El mayor problema del método de cuantificaciéon de fibras amiloides descrito por
Klunk es que puede dar un resultado engafioso si se intenta cuantificar la cantidad de
estructura amiloide sin registrar el espectro UV-vis de la mezcla proteina amiloide-CR o

sin, al menos, analizar con detalle los valores obtenidos.

0.7- Disoluciéon 5 uM CR
0.6
0.5+
0.4
0.3

0.2+

[insulina]fipritar calculada (LM)

0.1+

0.0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6

[insulina]ota) (LM)

Figura 140. Valores de [insulinaliyiar caicuiaaa VS [iNSUlinal ., para la preparacion de fibras de insulina+CR cuyos
espectros se muestran en la Figura 137.

Esta afirmacién se pone de manifiesto si observamos la Figura 140. En ella se
representa, para el caso de la preparacién de insulina “no ideal” de la Figura 137, los
valores de [insulinalg,., calculados respecto a la concentracion total de insulina, igual que
se ha hecho en la Figura 136. A pesar de que los valores de [insulinal,., €ncontrados son
casi un orden de magnitud inferiores a la concentracién total, es facil dejarse confundir por
el comportamiento practicamente lineal observado (a mayor cantidad de insulina, mayor
contenido en estructuras amiloides se detecta) y obviar el hecho de que la disolucién que
se estd midiendo presenta un espectro de absorcion diferente del esperado (a mayor

concentracion de fibras amiloides en la disolucién, menos senal se detecta).
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6.2.2.3 Ensayos de (1-42)

Tras estudiar el comportamiento de las fibras de insulina en presencia de CR y
establecer que, para obtener unas medidas espectrofotométricas adecuadas, es necesario
que las fibras amiloides tengan una morfologia concreta, se analizaron nuestras

preparaciones habituales de B(1-42).

En la Figura 141 se muestra el mejor resultado obtenido en un ensayo de
cuantificacion utilizando CR con B(1-42) envejecido segun el protocolo habitual de

agregacion en esta tesis, pero utilizando agitacién orbital durante el proceso de agregacion.

Preparacioén ideal de §(1-42)
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Figura 141. Disolucién 3,8 uM de CR solo y en presencia de 4 uM B(1-42) en PBS. En este caso los
espectros no han sido corregidos para eliminar la contribucién de la turbidez. La flecha resalta el punto
experimental de mayor diferencia entre ambos espectros (coincide con el valor tedrico). Los 6valos marcan la
zona aproximada donde se sitlian los puntos isosbésticos de este sistema, tras restar la turbidez.

Debido a la limitada cantidad de muestra disponible, no se registrd la contribuciéon de
la turbidez. Aun asi, se puede ver que la diferencia maxima entre ambos espectros est3,

k199

como indica Klunk*””, aproximadamente a 541 nm.

En la region ~400-500 nm, la diferencia entre el espectro de CR y el espectro de la
mezcla es menor que la turbidez que se observa a 700 nm; asi, si se resta la turbidez, se
obtendrian dos puntos isosbésticos como los descritos!®.

El comportamiento de esta preparacion es muy similar al descrito por Klunk para Ay

al observado en preparaciones ideales de insulina. En este caso y a diferencia de lo que
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sucede en el ejemplo del apartado 6.2.2.1, tiene sentido aplicar las ecuaciones detalladas
en el apartado 6.2.1. Ademas, puesto que el rango de concentraciones utilizado se
encuentra dentro de los limites de cuantificacion (la relacién CR:AB es 3,8/4, mayor que la

relaciéon 1/1,1 necesaria).

Al aplicar la Ecuacion 7 se obtiene que la concentracion de CR unido es 1,8 uM, por
lo que 1a [ABsipriad =2 [CRunigo]=3,9 uM. Este valor es muy similar a 4 uM, la concentracion

total de AB en esta preparacion.

Desafortunadamente, sélo se obtuvo este comportamiento en una de las multiples
preparaciones de B(1-42) analizadas durante la realizacion de esta tesis*?°®. Las restantes
preparaciones presentaron un comportamiento anémalo, similar al descrito para las
muestras de insulina no ideales (se pudo apreciar una reduccién de la sefal total
correspondiente al CRy, al afadir cantidades crecientes de AP, ademas del
desplazamiento del maximo de absorcién hacia longitudes de onda mayores caracteristico

de la unién de CR a fibras amiloides).

La imposibilidad de obtener un espectro ideal utilizando las muestras envejecidas de
la forma estandar (protocolo del apartado 8.2.1.2.3) hizo descartar la posibilidad de
cuantificar el contenido de fibras de AB y/o sus mezclas con inhibidores mediante este

método.

El envejecimiento de AP sin agitacion da lugar a fibras amiloides, como muestra el
uso de TEM y la microscopia en presencia de CR, y dichas fibras son citotdxicas. El
problema es que, en estas condiciones, parece estar favorecida la formacion de fibras y

haces de fibras excesivamente grandes para poder cuantificarlas mediante este método**.

La muestra en concreto, se preparé de la forma habitual pero utilizando un volumen mayor del normal
(400 pL en lugar de los 50-150 plL habituales) y se envejecié a 37°C en un incubador con agitacién
orbital. Quizéds sea ésta la causa del comportamiento observado (es posible inducir cambios
conformacionales mediante agitacién®® y se sabe que AP da lugar a fibras amiloides de morfologia
diferente, seglin se envejezcan o no con agitacion'®).

205 Caussette, M. M.; Planche, H.; Delepine, S.; Monsan, P.; Gaunand, A.; Lindet, B. Protein Eng. 1997,

10, 1235-1240.

** Las medidas de turbidimetria realizadas en nuestro laboratorio por Dolors Grillo apoyan dicha
observacion. En ausencia de agitacién la turbidez de las preparaciones es menor, lo que se puede atribuir
a la presencia de un menor niimero de fibras de mayor tamafo.
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6.3 Estudios de fluorescencia en presencia de ThT

La ThT, al igual que las moléculas de CR, se une de forma especifica a las fibras
amiloides mediante un mecanismo desconocido. Esta union potencia la fluorescencia
intrinseca de la ThT, la cual pasa de tener un pequefo méximo de excitacion a 415 nm a
tener un maximo mucho mas intenso a 450 nm. La variacién en el espectro de excitacion
va acompanada de la aparicién de un maximo de emision a 482 nm?°°,

La fluorescencia de la ThT,,. es despreciable frente a la contribucion de ThT,.., por
ello la cuantificacion se realiza directamente, midiendo el valor de la emisién a 482 nm
mientras se excita a 450 nm (en este caso no es necesario tener en cuenta la turbidez, ni
utilizar ecuaciones complejas). El inconveniente es que la fluorescencia no da valores
absolutos (la intensidad depende de parametros experimentales tales como la intensidad
de excitacion, la obertura de los monocromadores, etc.), por lo que siempre se comparan

los resultados con una preparacion de referencia.

Los intentos de cuantificacién utilizando CR han mostrado la poca idoneidad de la
mayoria de preparaciones de AP obtenidas en esta tesis para su cuantificacién
espectrofotométrica en presencia de CR. Por ello, no nos extraié que los intentos de
cuantificar las fibras amiloides de dichas preparaciones utilizando la fluorescencia de la

ThT fuesen igual de infructuosos.

En la Figura 142 se muestra el espectro de excitaciéon y emision de la ThT en

solucion y en presencia de fibras amiloides obtenidas de la forma habitual.

En este ejemplo la diferencia entre ambos espectros es minima: en la mezcla con
fibras amiloides, continua apareciendo el maximo de excitacién a 415 nm correspondiente
a la ThT sin unir, aunque también se aprecia la aparicion de un hombro a longitudes de
onda mayores. La bibliografia describe, en condiciones similares®®®, una banda a 450 nm
con una intensidad un orden de magnitud superior a la banda mostrada para la ThT sola,

la cual desaparece totalmente.

206 | eVine, H. Protein Sci. 1993, 2, 404-410.
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Figura 142. Espectros de excitacion (Aypisn=482 nm) y emision (Agicien=450 nm) para una disolucién 3 uM
ThT en tampon fosfato 20 mM pH 7,4. ThT en las mismas condiciones pero en presencia de 1,4 uM de BA
envejecido durante 4 dias (apartado 8.6.3). La intensidad de excitacién utilizada en todos los casos es 740
mV.

Ninguna de las preparaciones de B(1-42) ensayadas dieron un espectro comparable
al de la bibliografia®®. No obstante, se pudo obtener un espectro similar al esperado (ver
la Figura 143) al medir una de las preparaciones de B(1-42) obtenida en el 11BB**"*
utilizando las mismas condiciones experimentales de analisis detalladas en el apartado
8.6.3. Las medidas de varias muestras de B(1-42) preparadas en el |IBB dieron resultados
similares a los mostrados en la Figura 142, y no se pudo atribuir el comportamiento
observado en la Figura 143 a ninguna causa concreta (preparacion de la muestra, lote,

etc.).

Al igual que las medidas de CR ideales, este resultado permite ver la utilidad de la
ThT para detectar y cuantificar fibras amiloides, pero no es aplicable a las preparaciones

obtenidas en nuestro laboratorio.

En este caso no se pudieron realizar medidas adicionales de microscopia Optica en
presencia de CR para correlacionar la apariencia de la muestra con su comportamiento

espectroscépico en presencia de ThT.

207 Casals, C., Tesis Doctoral. Departamento de Farmacologia y Toxicologia, Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Barcelona-CSIC, IDIBAPS. Universidad de Barcelona, 2002.

* Los espectros mostrados se obtuvieron utilizando péptido p(1-42) de la casa Sigma disuelto directamente
en H,0 miliQ a una concentracién 100 uM, congelado y posteriormente envejecido durante 7 dias a
37°C.
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Figura 143. Espectros de excitacion (A se,=482 nm) y emision (Agcitacisn=450 nm) para una disolucién
3,9 uM ThT en tampon fosfato 20 mM pH 7,4 sola y en presencia de 3,5 uM de BA envejecido durante 7
dias?”’. La intensidad de excitacién utilizada en todos los casos es 680 mV.
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6.4 Resumen y conclusiones sobre los estudios con agentes de
tincion especificos

Los métodos espectrofotométricos de cuantificacién de estructuras amiloides descritos
en la bibliografia (CR y ThT) no son aplicables a la mayoria de muestras preparadas en
esta tesis. Aunque la microscopia 6ptica en presencia de CR permite observar la presencia
de estructuras amiloides, corroborando los resultados observados mediante TEM, el
complejo CR-APB obtenido no es cuantificable mediante técnicas espectrofotométricas. Las
muestras apropiadas para la cuantificacion espectrofotométrica presentan un tipo de
estructura, en el microscopio O&ptico, diferente al que presentan las muestras no
cuantificables: mientras que las primeras estdn formadas por pequenas estructuras
aciculares, de color verde intenso*, las segundas muestran estructuras mas compactas y

densas, de color rojizo con zonas verdes y/o amarillas.

A nivel macroscopico se produce un cambio de color que no permite distinguir, a
simple vista, la naturaleza de las fibras amiloides: tanto las ideales como las no ideales
pasan del rojo-anarajado tipico del CR a un tono rosado al anadir las fibras amiloides de
AB, aunque en algunos casos las preparaciones amiloides no ideales presentan una rapida
deposicion del complejo CR-amiloide que las delata (las muestras aptas para la

cuantificaciéon mediante CR forman suspensiones estables).

Los procesos heterogéneos suelen estar muy influenciados por factores como la
agitacion, la temperatura, la fuerza idnica, o la presencia de centros de nucleacién. En el
caso del envejecimiento de AR, esta afirmacion parece ser clave en la obtencion de

suspensiones cuantificables.

Los ensayos realizados con insulina muestran la importancia que tiene tanto la
disolucién inicial de la proteina como el proceso de maduracién. Igualmente, en el caso de
la proteina A, los resultados obtenidos parecen indicar que el problema que no permite
cuantificar nuestras preparaciones de B(1-42) se encuentra en el proceso de fibrilogénesis.
Al introducir agitacion orbital durante el envejecimiento de una muestra de B(1-42)
obtenida de la forma habitual, rindié una preparaciéon apta para la cuantificacién con CR.

No obstante, las restantes preparaciones de B(1-42) ensayadas, envejecidas sin agitacion

* Al observar la muestra tefiida con CR bajo la luz de polarizadores cruzados a 90°.
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(apartado 8.2.1.2.3), no son apropiadas para la cuantificacion. Sorprendentemente, la
preparacion de B(1-40) realizada segun el protocolo descrito por Klunk y envejecida con
agitacion magnética (apartado 8.6.2.1.1) tampoco fue apta para la cuantificacion, aunque
mostré un perfil mas proximo al ideal que el obtenido con las preparaciones de B(1-42)
sin agitacion. Esto podria indicar la existencia de otros factores importantes en el proceso

de envejecimiento, ademas de la agitacion.

La utilizacién de nuestro protocolo habitual junto con una agitacién orbital suave
parece propiciar la formacion de fibras pequenas, ideales para su cuantificacion
espectrofotométrica, mientras que la ausencia de ésta rinde estructuras de mayor tamano
y, por tanto, no cuantificables. Asi, aunque el método de envejecimiento de AB usado en la
presente tesis rinde fibras amiloides, como se demuestra mediante TEM y microscopia
Optica, y presenta un comportamiento citotéxico como el descrito, dichas fibras no son

susceptibles de ser cuantificadas utilizando los métodos de CR o de ThT descritos.

La solucion mas sencilla a la imposibilidad de cuantificar nuestras fibras amiloides es
variar el método de obtencién de éstas para conseguir un protocolo adecuado (utilizando
agitacion orbital, etc.), pero en este caso, un posible problema que puede aparecer es que

alguna de las mezclas favorezca la formacién de fibras no cuantificables.

La cuantificacion de nuestras fibras amiloides y, en general, de cualquier otra
preparacion de fibras amiloides “no ideal”, podria realizarse mediante el método de
filtracion descrito también por Klunk!®?, pero tiene como inconveniente la necesidad de

grandes cantidades de muestra.
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