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RESUMEN

La alfa-sinucleina es una proteina intrinsecamente desordenada que ha sido asociada con
el desarrollo de la enfermedad de Parkinson, a través de su asociacién y deposicion
como fibrillas amiloides que forman cuerpos de Lewy, el factor histolégico principal
para la identificacion de la enfermedad de Parkinson. Varias lineas de investigaciéon han
sugerido que la asociacion de la proteina alfa-sinucleina con membranas mitocondriales
puede causar dafio en la membrana mitocondrial y desempefia papel importante en la
progresion de la enfermedad. A pesar de que hay fuerte evidencia de que el segmento
amino terminal de la alfa-sinucleina es esencial por la afinidad de membrana, la
formaciéon cooperativa de dominios helicoidales y regulacion de la permeabildiad
mitocondrial, los residuos de amino acidos involucrados en la unién a membranas adn
no se han identificado del todo y hay controversia en ese sentido. La espectroscopia de
fuorescencia, el dicroismo circular y la técnica de monocapa de Langmuir fueron
empleadas para elucidar el proceso de reconocimiento entre la membrana mitocondrial y
péptidos sintéticos derivados de la estructura del segmento amino terminal de la alfa-
sinucleina. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los primeros 15
residuos de aminodcidos del segmento amino terminal de la proteina desempefian un rol
principal en el anclaje y la parturbaciéon de la parte hidrofébica de la membrana,
mientras que los residuos 16-30 interactian solamente con la regién polar de los
fosfolipidos, esto es, con las grupos polares de la cabeza de cada fosfolipido. Con esto,
se confirma que la afinidad de unién del segmento amino terminal no es uniforme en

toda su estructura.



ABSTRACT

Alpha-synuclein (a-syn) is an intrinsically-disordered protein that has been associated
with Parkinson's disease through its deposition in an amyloid fibril form within Lewy
Body. Several lines of evidence suggest that the physical association of a-syn with the
mitochondrial membranes may cause membrane damage and mitocondrial dysfunction,
playing an important role in disease progression. Although there is strong evidence that
the N-terminus part of a-syn is essential for membrane affinity, cooperative formation of
helical domains and regulation of mitochondria membrane permeability, the amino acids
involve in this membrane binding is still controversial.

Fluorescence spectroscopy, circular dichroism and Langmuir monolayer technique were
used to elucidate this recognition process of mitochondrial membrane system by
synthetic peptides derived from a-syn N-terminal segment. The results obtained in this
work show that the first 15 amino acid of the o-syn N-terminal segment mainly
participate in the anchoring, perturbing the membrane hydrophobic region, while the
peptide corresponding to 1630 residues interacts only with the phospholipid polar head

group, confirming that the binding affinity of the N-terminus is non uniform.



INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad que deteriora el sistema nervioso
central y se manifiesta principalmente por alteraciones en los movimientos y el control
motor. La incidencia de la EP es del 1 al 2% entre las edades de 60 a 69 afios y de un 5%
en la poblacién mayor a 85 afios (Agrawal y Biswas, 2015). A nivel fisioldgico, la causa
de la enfermedad es la pérdida de neuronas dopaminérgicas en lasubstancia nigrapars
compacta. El origen de la muerte de las células dopaminérgicas se desconoce, sin
embargo, estudios bioquimicos, histolégicos y genéticos han implicado a una proteina
neural, la alfa-sinucleina, en la patogénesis de esta enfermedad ya que es el componente
principal de los agregados intracelulares proteicos conocidos como cuerpos de Lewy
caracteristicos en los pacientes con Parkinson (Moore et al. 2005). Descubrimientos
genéticos relacionan el padecimiento temprano de esta enfermedad con la triplicacién
del gen que codifica para la alfa-sinucleina y a mutaciones puntuales del mismo gen
(A30P, E46K, A53T) (Conway et al. 2000). Ya sea de origen esporadico o genético, la
enfermedad de Parkinson no solo se asocia a la presencia de alfa-sinucleina, también a
su estado conformacional. Mientras que la proteina soluble se caracteriza portener una
estructura aleatoria in vitro, en los cuerpos de Lewy se encuentran las fibras amiloides
que corresponden a la forma agregada de la proteina,lo que sugiere que el desarrollo de
la enfermedad estd asociada con la formaciéon de especies mal plegadas de alfa-
sinucleina que disparan la formacién de fibras amiloides y originan, depdsitos fibrilares
que interfieren con el funcionamiento de estructuras membranosas y procesos celulares
(Stockl et al, 2011). Los mecanismos implicados atin se desconocen pero, se plantean
dos hipoétesis para la permeabilizacién: o bien a través de un mecanismo parecido al poro
que causan las toxinas bacterianas o mediante la desestabilizacion de la bicapa lipidica
(Van Roijen et al, 2009). Reportes recientes muestran ademds que la alfa-sinucleina
humana se localiza en las mitocondrias de la sustancia nigra evaluada postmortem de
pacientes con Parkinson. Esta interaccion con la membrana mitocondrial es de gran
interés porque ofrece una nueva hipdtesis del inicio de la enfermedad de Parkinson,
donde no se necesitarian las fibrillas ni los cuerpos de Lewy, sino los monémeros de la
alfa-sinucleina que al interactuar con la mitocondria provocarian un mal funcionamiento

y posteriormente el dafio neuronal (Lorenzen et al. 2014).



1. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad de Parkinson

1.1.1- Generalidades

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad degenerativa del sistema nervioso
central, caracterizada por la pérdida de control de los movimientos corporales. La
enfermedad tiene una edad media de inicio de 55 afios, con una supervivencia media de
10 a 13 afios.El Parkinson tiene comocaracteristica histolégica la pérdida neuronal en
un area del cerebro denominada sustancia negra. Esta pérdida neuronal ocasiona la
disminucién en la disponibilidad cerebral del neurotransmisor dopamina, encargada de
modular los movimientos voluntarios del cuerpo, lo que provoca una desregulaciéon de
los movimientos del paciente, con apariciéon de los sintomas tipicos: temblor y
bradicinesia. Estos sintomas se denominan motores, pues afectan los movimientos
corporales. También se desarrollan sintomas no motores, relacionadas con el
desequilibrio de los neurotransmisores.

Quimicamente la dopamina es una catecolamina sintetizada a partir de la hidroxilacion
del aminoécido tirosina, teniendo funciones variadas a nivel neuronal, que implican el
control de movimientos voluntarios o la respuesta afectiva. (Hurtado, Cardenas,
Cardenas, & Leodn, 2016)

Ladopamina, como se menciond, es un neurotransmisor que se produce en la zona del
cerebro conocida como sustancia negra,situada en el mesencéfalo, comprende dos
porciones, una de ellas es la sustancia negra reticulada, que contiene en su mayoria
neuronas GABA (4cido gamma aminobutirico), inhibitorias. Su segunda porcién se
denomina sustancia negra compacta, compuesta por neuronas dopaminérgicas que
envian el neurotransmisor dopamina hacia el cuerpo estriado, zona del cerebro que
controla los movimientos voluntarios del cuerpo. En esta porcion del cerebro se da la
causa de la Enfermedad de Parkinson.

Por tanto, los sintomas mads evidentes e incapacitantes de la enfermedad, son los
motores, empleados, ademds, para medir la progresion de la enfermedad, incluyen:

temblor de reposo, bradicinesia 0 movimientos lentos, rigidez postural y una alteracion



de los reflejos posturales o dificultad para cambiar de postura rdpidamente. Ademads de
estos sintomaslos pacientes con pueden presentar: sialorrea o salivacion excesiva,
disartria o problemas de pronunciacién, sudoracién excesiva, molestias visuales,
molestias genitourinarias, alteraciones del suefio como insomnio, seborrea, edema,
constipacion, parestesias y disminucion del olfato. Las alteraciones gastrointestinales
consisten en constipacion por enlentecimiento del peristaltismo, disfagia vy

reflujo(Chédvez-Ledn, Ontiveros-Uribe, & Carrillo-Ruiz, 2013).

Diagnéstico

El diagnéstico de la enfermedad de Parkinson se basa principalmente en los sintomas
motores, aunque también en una buena respuesta al tratamiento con levodopa, ademds
de descartar algiin evento especifico que provoque sintomas similares, denominados
parkinsonismos.

También se puede recurrir al diagndstico por imagenes, como TAC (tomografia axial
computarizada), pero por las dificultades para encontrar los dafios especificos y para dar
certeza, asi como por el alto costo, se prefiere el diagndstico por sintomas.

En cuanto a la progresion de la enfermedad, segin la Secretaria de Salud, se utilizala
clasificaciéon de Hoehn-Yahr, que se basa en el avance de la enfermedad, medido por la
progresiva incapacidad fisica del paciente, desde los problemas de equilibrio leves hasta

los problemas mds graves(Hoehn, Yahr, 1967).

Tratamiento

El tratamiento se basa en la progresion de los sintomas, entonces en pacientes iniciales,
particularmente si son menores de 65 afios, y con poca discapacidad (estadios I y 1I de
Hoehn y Yahr), se puede iniciar un periodo de tratamiento en monoterapia con agonistas
dopaminérgicos, aquellos que estimulan los receptores de la dopamina. En pacientes
iniciales mayores de 65 afios y en todos aquellos que por una u otra razon, se desee
conseguir la mejoria sintomdtica en un tiempo breve y/o que esta mejoria sea rapida,
podrd comenzarse el tratamiento con levodopa.

La levodopa o L-dopa, es un precursor natural de la dopamina, que se transforma en

dopamina en el sistema nervioso central por medio del enzima dopadescarboxilasa. La



levodopa es el farmaco antiparkinsoniano por via oral mds potente. La asociacion de la
levodopa a un inhibidor de la dopadescarboxilasa periférica (carbidopa o benserazida)
aumenta la biodisponibilidad de dopamina cerebral y mejora sustancialmente la
tolerancia de los pacientes al tratamiento con la levodopa.

Existen asi mismo alternativas quirdrgicas, donde se somete al paciente a una
estimulacion cerebral profunda, el cerebro se ve sometido a cargas de 2-3 volts de
potencia con una frecuencia de al menos, 100 Hz (Blumenfeld & Bronté-Stewart, 2015),
normalmente estos tratamientos se recomiendan para pacientes mayores de 60 afios y
que han dejado de responder positivamente al tratamiento farmacoldgico. Se han
probado terapias alternas, donde la ablacion de ciertas dreas del cerebro, sobre todo las
relacionadas a la motilidad, como el globo palido, parece tener un efecto positivo en los
pacientes. Estos tratamientos muestran una eficacia de larga duracién, mostrando una
mejoria de los sintomas tras 5-10 afios después de la intervencion.

A finales del siglo pasado se intenté emplear terapia celular de reemplazo, mediante el
empleo de células madre en el drea dafiada del cerebro, pero no se encontraron grandes
avances(Sawle et al., 1992), ademads, los impedimentos éticos descartaron la linea de
investigacion. Es hasta este siglo, con el potencial de las células madre, donde se reinici6
el campo de estudio de estas células, con menores riesgos y menos dilemas éticos
(O’Keeffe et al., 2008). La investigacion actual en este tipo de células hace pensar que

en un futuro, podrian servir de base a una cura definitiva de la enfermedad.

1.1.2-Causas

En la enfermedad de Parkinson se produce una desaparicion progresiva de las neuronas
dopaminérgicas del sistema nigroestriado, con despigmentacion y consecuente gliosis,
mientras que en las neuronas supervivientes se observan acumulos proteicos
denominados cuerpos de Lewy (CL). Los cuerpos de Lewy se observan en las neuronas
supervivientes en el cerebro de los individuos que murieron padeciendo la enfermedad.
Estos cuerpos de Lewy se componen, principalmente, de la proteina alfa-sinucleina,
ademds de otras proteinas, como ubiquitina, subunidades de la proteina NF (involucrada
en la memoria) que juegan un rol importante en el desarrollo de los cuerpos de Lewy

(Spillantini, et al. 1998; Trojanowski & Lee, 1998). Esta atencion se vio reforzada,



cuando se descubrié que anormalidades en los genes que producen la alfa-sinucleina, se
ven relacionadas con la variantes familiares de la EP.Se han postulado diversas
explicaciones para la muerte de las neuronas productoras de dopamina y el consecuente
desarrollo de la enfermedad de Parkinson, estas causas implican desde factores genéticos
hasta ambientales (Drolet, et al. 2009; Kumudini et al., 2014; Singleton, et al. 2013;
Zarranz et al., 2004).

1.1.2.1-Causas genéticas

La sobreproduccién de alfa-sinucleina causada por la presencia de muchas copias de su
gen productor(Singleton et al. 2013), asi como la alteracién estructural de la
misma(Kruger et al. 1998; Zarranz et al. 2004), se han postulado como causas para la
enfermedad de Parkinson. En dltimas fechas, el estudio de la alfa-sinucleina, de su
funcién y de sus anormalidades, han primado en la investigacion sobre la enfermedad de
Parkinson. El sistema nigroestriado tiene como funcién el mantenimiento de la postura
del cuerpo y de las extremidades, la produccién de movimientos espontdneos (como
parpadeo) y automadticos que acompafian a un acto motor voluntario (como el balanceo
de brazos al andar)(Lotharius & Brundin, 2002).

Se sabe de genes cuya presencia y expresion llevan a la aparicion de la enfermedad,
existiendo familias donde estos genes son mds comunes y un alto porcentaje de sus
miembros padecen la enfermedad.

Entre estos genes estin DRD2, ND3, BNDF, SNCA, UCHL1 y NURR-1, también
conocidos como la familia PARK, siendo los tnicos seis genes que han demostrado una
correlacion evidente e incuestionable con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson
(Elizondo et al. 2011).

Aun asi, estos casos no representan mas de un 10% de todos los casos diagnosticados,
siendo el restante de origen desconocido, para ese universo de enfermos, se han

postulado diferentes causas(Chavez-Leo6n et al., 2013).



1.1.2.2-Causas ambientales

Las causas ambientales se deben a la exposicion a elementos cuya presencia en el
organismo en una frecuencia prolongada o una cantidad elevada, generen la enfermedad
de Parkinson. Entre estas causas, se encuentra la exposicion a pesticidas(Drolet et al.,
2009), a drogas como las anfetaminas, y a metales pesados como el plomo (Kumudini et
al., 2014).Ademds si las neuronas dopaminérgicas se ven expuestas a presiones
oxidativas altas, pues parece que su requerimiento energético es superior por la misma
morfologia que presentan (Pacelli et al., 2015). Ademads,el metabolismo normal de la
dopamina produce un alto riesgo de estrés oxidativo. En circunstancias normales, la
dopamina se guarda en vesiculas que impiden el estrés oxidativo en las neuronas; pero
en condiciones patoldgicas, posiblemente por fallos en los sistemas de vesiculas o en los
sistemas antioxidantes, el estrés aumenta y las neuronas al ser sometidas a esa presion
oxidativa elevada terminan muriendo. Estas causas, ademds de las genéticas, se resumen
en la figura 1.

La alfa-sinucleina es una proteina presente normalmente en el cuerpo, su identificacion
en los 507s en los cuerpos de Lewy en neuronas supervivientes del sistema nigroestriado,

llevo a su estudio en detalle y a investigaruna relacién con la enfermedad de Parkinson.
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Figura 1. Esquema que resume las posibles causas a las que se atribuye la muerte de las neuronas

dopaminérgicas y la causa de la Enfermedad de Parkinson. Tomado de: Goméz Chavarin, et al. 2012.



Ahora bien, todos los hallazgos hasta ahora, apuntan a que la muerte de neuronas
dopaminérgicas en el sistema nigroestriatal es producida por exposicién continua
durante afios a agentes toxicos y no solo por la exposicién a un dnico agente en
ocasiones esporadicas. Pero también sefialan como principal causante, a una disfuncién
en la regulacioén de la proteina alfa-sinucleina, la exposicion prolongada a los factores
antes mencionados tendrian un efecto sobre condiciones celulares que generarian que la

alfa-sinucleina se saliera del equilibrio normal en el que existe(Hurtado et al. 2016).

1.2 Papel de la alfa-sinucleina en la enfermedad de Parkinson

1.2.1 Estructura de la alfa-sinucleina

La alfa-sinucleina es una proteina filogenéticamente conservada de 146 aminodcidos y
14.5kDa de masa molecular que se expresa abundantemente en el sistema nervioso
central, principalmente en las terminales presindptica (Maroteaux et al. 1988). Los
andlisis de la estructura primaria de esta proteina muestran tres diferentes

regiones(Villegas et al., 2014):

1.- Un segmento N-terminal anfipatico (comprende de los residuos 1-65) que contiene
dominios de secuencias repetidas (KTKEGV) muy similar al dominio a-helicoidal de
unién a membrana de las apolipoproteinas(Sreeganga et al. 2003). La unién a
membranas es una funcién clave en los roles propuestos para la alfa-sinucleina, tanto a

nivel fisiol6gico, como patoldgico.

2.- Una region central hidrofobica (residuos 66-95) también conocida como
“componente no amiloide de las placas AP amiloides” (NAC por sus siglas en inglés),
que ha sido identificada por numerosos grupos como la regiéon implicada en la

agregacion y toxicidad de la alfa-sinucleina(Bonini & Giasson, 2005).

3.- Una region C-terminal de caracter acido por la presencia de residuos de acido

glutamico (residuos 96-140) con 3 residuos de tirosina que se encuentran nitrificados



cuando se presentan las inclusiones lipoproteicas, de posible implicacion en la

interaccion con otras proteinas(Bonini & Giasson, 2005).

La alfa sinucleina carece de estructura secundaria en solucidén y por tanto existe en una
conformacién aleatoria con predisposicidon a adoptar una configuracién alfa-helicoidal
al interactuar con membranas lipidicas(Sreeganga et al. 2003; Dikiy & Eliezer, 2012).
Puede sufrir cambios estructurales adoptando una conformacién de ldmina beta cuando
se expone a cambios de pH, a un incremento en la concentracién de proteina o al
interactuar con moléculas altamente reactivas como la dopamina. Este cambio
estructural puede llevar a la formacién de oligédmeros toxicos, protofibrillas y fibras
amiloides que son los que se encuentran presentes en las sinucleopatias(Fink, 2006;
Rochet et al., 2004). En la figura 2 se muestra la estructura primaria y secundaria de la

alfa-sinucleina, asi como las tres regiones de la proteina.
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Figura 2. Caracteristicas estructurales de la alfa-sinucleina. En la imagen superior se muestra la
estructura primaria de la alfa-sinucleina. En celeste se muestran los aminodcidos aromdticos, en rojo los
dcidos y en azul los residuos de lisina. En la imagen inferior se observan las tres regiones de la proteina.
El dominio de union a membranas se presenta en color gris, la region NAC en azul y celeste y en rojo el

segmento C-termina. Tomado de Pfefferkorn, et al. 2012.



Aunque la funcién normal de esta proteina todavia se desconoce,es posible que esté
involucrada con el metabolismo normal de lipidos, pues ciertos trabajos han puesto de
manifiesto que una alteracién en el contenido de alfa-sinucleina en la célula, conlleva a
decrementos en los niveles de lipidos como el palmitato, el fosfatidilglicerol y la
cardiolipina(Castagnet et al. 2005). Ademds, su alta concentraciéon en las terminales
presindpticas y su asociacién con las vesiculas sinapticas sugiere que estd implicada en
el reciclaje de dichas vesiculas y en la regulacion de las transmisiones sindpticas (Cheng
et al. 2011). Asi como en cada paso del reciclaje de vesiculas sindpticas incluyendo el
transporte, acoplamiento, fusién y reciclaje después de la exocitosis (Nemani et al.
2010).

El papel patoldgico de la alfa-sinucleina es el que mds atencién ha recibido, por ser tan
alta su relacion con la enfermedad de Parkinson. Es asi que se tiene conocimiento desde
hace tiempo, que su agregacion en fibrillas y oligémeros, tiene efectos perjudiciales para
el organismo(Volles & Lansbury, 2002), desde formacién de poros y desregulacion en la
permeabilidad de la membrana (Tosatto et al. 2012; Tsigelny et al. 2012), hasta
inhibicién de la fusién de membranas, como las vesiculas sindpticas, asi como

lapromocion de la fusiéon de membranas (en el caso de mitocondrias).

1.2.2 Funcion de la proteina nativa

La proteina se encuentra principalmente en el citoplasma de las células neuronales. De
forma particular, en el citoplasma de los axones, donde parece interactuar con proteinas
ahi presentes, participando, en la liberacién del contenido de las vesiculas sindpticas al
espacio sinédptico (Burre et al., 2010). Esta funcion se lleva a cabo, porque la proteina es
capaz de asociarse a membranas, de unirse a ellas, cambiando su estructura secundaria,
de una desordenada, a una con predominio de alfa hélice. Esta preferencia por los
lipidos, sobre todo los anionicos, la obtiene por medio del segmento N-terminal, que al
poseer varios residuos del aminodcido lisina, es capaz de generar interacciones
electrostaticas con las membranas(Bartels et al. 2010).

Es asi que el principal papel de la alfa-sinucleina en la liberacion de dopamina,papel que

se ha demostrado en investigaciones que suprimen la expresion de la proteina en



modelos animales, roedores principalmente, donde su ausencia impide la liberacién de
dopamina en el espacio sindptico(Zaltieri et al. 2015).A pesar de esto, los hallazgos solo
permiten decir que a lo largo del tiempo, la cantidad de dopamina liberada en las
sinapsis, bajaba en un 20% respecto al control (Chandra et al. 2004).Esta funcién se ha
visto reforzada en experimentos que encontraron una relacion funcional entra la alfa-
sinucleina y la actina. En este caso, la alfa-sinucleina acarrearia a las vesiculas sindpticas
por medio de su interaccion con los microfilamentos de actina (Bellani et al., 2010).
Aunque este papel propuesto es una accidén conjunta con otras proteinas, se empieza a
tener una idea mads claradel rol de la alfa-sinucleina en las neuronas.

También es cierto que se ha encontrado una relacion entre la ausencia de alfa-sinucleina
y una baja disponibilidad de vesiculas con dopamina para la activacién de las neuronas.
Esto es mds evidente cuando se realizan estimulaciones repetitivas que precisan la
movilizacién de vesiculas cargadas de dopamina. Reafirmando que la alfa-sinucleina
estd involucrada, precisamente, en la movilizacion de las vesiculas y, posteriormente, en
la liberacion del neurotransmisor dopamina(Cabin et al., 2002).

Otra funcién que se ha propuesto para la alfa-sinucleina, aunque relacionada a la anterior
es que impide la recaptaciéon del neurotransmisor serotonina (relacionada con la
plasticidad neuronal a largo plazo) en condiciones de sobreestimulacién neuronal,
permitiendo que el neurotransmisor se mantenga activo mds tiempo, para no impactar
negativamente la funcién nerviosa. Esta funcién solo se presenta en condiciones de alta
exigencia neural, no en condiciones normales de actividad celular (Busch et al., 2014),
dando a entender que juega un rol en la actividad cerebral de largo plazo.

En sintesis, el rol de la alfa-sinucleina parece encontrarse en el movimiento de vesiculas
sindpticas y en la liberacion de dopamina en el espacio sindptico. De todas maneras,
existe una aparente desproporcion entre su papel patolégico y su discreto rol en el
funcionamiento normal de las neuronas. Las funciones propuestas a nivel sindptico se
resumen en la figura 3.

La relacion entre la alfa-sinucleina y las vesiculas sindpticas ha sido mas estudiada en el
contexto de los eventos que causan la enfermedad de Parkinson, en ese &mbito si se han
encontrado evidencias de la funcién que juega la proteina en el desarrollo de la

enfermedad. Particularmente cuando la proteina se encuentra en exceso.
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Figura 3. Funcion propuesta para la alfa-sinucleina en la sinapsis. Se muestran las funciones
propuestas para la alfa-sinucleina en las sinapsis. Se incluye su interaccion con las proteinas SNARE y su
papel en la formacion de vesiculas, en la regulacion de la cantidad de vesiculas, asi como en la fusion de
las vesiculas con la membrana sindptica, la liberacion de dopamina y el reciclaje vesicular. Tomado de

Lashuel et al (2013).

En ratones trasfectados para producir un exceso de alfa-sinucleina en el mesencéfalo, se
ha visto que cuando incrementa la cantidad de la proteina en las neuronas, se producen
alteraciones en la funcionalidad motora, esto se presenta incluso antes de que se detecte
muerte neuronal en la zona nigroestriada. Se encontrd, via tomografia de emisién de
positrones, que el exceso de proteina alter6 el correcto funcionamiento en las vias de
liberacién de dopamina, esta alteraciéon se produjo via unién con el transportador
vesicular para monoaminas. Asi mismo, se encontraron acumulos axonales de la
proteina que incluian restos de membranas de organelos, como la mitocondria. Mediante
técnicas histoldgicas se encontré que no hubo perdida de células dopaminérgicas(Phan et
al. 2017).

Un incremento en las cantidades celulares de alfa-sinucleina impide la liberacion de
dopamina en el espacio sindptico, via inhibicion de transportadores del neurotransmisor.
Esta inhibicion, ademds del efecto directo de reducir la dopamina disponible, hace que
los niveles intracelulares del neurotransmisor se incrementen, lo que produce estrés

oxidativo en la célula.

11



Otro estudio ha encontrado que la alfa-sinucleina en altas concentraciones, parece
inhibir el anclaje de las vesiculas sindpticas, esto al interactuar con los fosfolipidos
acidos de la vesicula. Esta interaccion, bloquea la unién de la vesicula con las proteinas
del complejo SNARE, el paso en donde la vesicula se ancla a la membrana, siendo el
primer paso para la liberacion del neurotransmisor de las vesiculas al espacio

sindptico(Lai et al., 2014).

1.2.3 Oligomeros de alfa-sinucleina

La proteina existe en las neuronas como mondmero y, normalmente, asi lleva a cabo sus
funciones. Pero se puede encontrar también en forma de dimero, tetrdmero, asi como
oligdmeros (de longitud variable), fibrillas, fibras y al final los cuerpos o neuritas de
Lewy (van Rooijen et al. 2010). En general, se ha postulado que la proteina existe en un
equilibrio dindmico entre su forma de mondmero, dimero y tetrdmero, siendo que
algunas de estas formas no producen alteraciones patoldgicas. Entre las que si producen
alteraciones, se encuentran los oligémeros, agregados proteicos de mds de cuatro
unidades de proteina (Burré et al. 2014).

Estos oligémeros se forman cuando existe un exceso en la sintesis de la alfa-sinucleina o
cuando hay un déficit en la eliminacién en la misma, es decir, cuando la regulacién entre
sintesis y eliminacién se ve alterada, pues la proteina tiene la tendencia a asociarse con
ella misma de forma espontdnea, sobre todo tras unirse a membranas bioldgicas. Se ha
encontrado que los oligémeros inhiben la fusién de las vesiculas sindpticas con la
membrana sindptica. Pero esto se produce por la interaccidn de los oligdmeros con una
proteina del complejo SNARE, la sinaptobrevina 2, esta interaccion impide la liberacion
del neurotransmisor y por ende causa efectos perjudiciales (Choi et al., 2013). En este
caso, no se detectaron interacciones entre los oligdmeros y los fosfolipidos de las
vesiculas.

Esa interaccion de oligdbmeros con membranas sindpticas parece desembocar en una
disfuncién de las neuronas encargadas de producir dopamina. Sefial de esta evidencia se
ha visto en modelos in vivo con expresion alterada de alfa-sunucleina, donde por medio

de inumunohistoquimica se ha podido apreciar la formacién de oligémeros, los cuales se
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asocian con el mal funcionamiento neural a nivel sindptico, con una baja liberacion de
dopamina y con la muerte celular (Rockenstein et al., 2014).

Aunado a esto, parece posible que los oligdmeros de alfa-sinucleina se unan a otros
complejos proteinicos celulares, entre los que destacan los reguladores del i6n calcio
celular via reticulo endopldsmico. Esta interaccion lleva a un mal funcionamiento de las
vias exitatorias de la célula (disminuyendo con esto la liberaciéon de dopamina en el
espacio sindptico) con la consiguiente desregulaciéon de la exocitosis de
neurotransmisores, que podria traer estrés a la célula y provocarle la muerte (Betzer et
al., 2015).

Modelos in vitro también fueron probados en busca de esclarecer la relaciéon de la
proteina con la enfermedad de Parkinson.El efecto de los oligémeros sobre las células
suele ser mds drastico que el de los mondmeros. En todos los casos hay una perturbacién
del empaquetamiento lipidico, incluso se puede hablar de un secuestro lipidico por parte
de los oligdmeros. Al estarse formando los agregados de alfa-sinucleina, se extraen
lipidos de la membrana, que se van sumando al agregado, provocando, como se puede
suponer, un dafio en la integridad de la membrana que puede desembocar en su
rompimiento desordenado. Un efecto adicional de esta extraccion lipidica es la
restriccion del movimiento lipidico, una baja fluidez de la membrana, situacién que
alteraria el equilibrio dindmico de la misma (Reynolds et al., 2011). Se ha visto, ademas
que causan una baja en la viabilidad celular asociada a disfuncién en las membranas y
flujo atipico de iones calcio (Winner, et al. 2011), se les ha asociado también a un
rompimiento de las membranas(Lorenzen, et al. 2014; van Rooijen, et al. 2008),
formacién de poro(Schmid, et al. 2013), inhibicién de la fusién vesicular o al contrario,
una promocion de la fusion que alteraria el funcionamiento de los compartimentos
membranosos de la célula. Los oligémeros, al igual que los mondmeros, tienen un efecto
mas evidente cuando las vesiculas poseen lipidos anidnicos, como la cardiolipina(van
Rooijen, et al. 2009), prefiriéndolos sobre los lipidos neutros o cationicos. La presencia
de los oligbmeros toxicos, puede llevar a la formacién de fibrillas de proteina y a la
posterior formacién de los cuerpos de Lewy, tipicos de la enfermedad de Parkinson,

como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Formacion de fibrillas amiloides y papel de los oligomeros toxicos en la formacion de las
mismas y la formacion de cuerpos de Lewy en la substantia negra.En la imagen se ve la formacion de
los cuerpos de Lewy desde los monomeros hasta los cuerpos de Lewy, pasando por los dimeros,
protofibrillas, fibrillas (A). Se aprecia ademds un corte y tincion histolégico de los cuerpos de Lewy (B) y
el lugar del cerebro donde se encuentran localizados los cuerpos de Lewy (C).Tomado de Proteinas

desordenadas y su incidencia en la salud: una contribucion clave de la bioinformdtica. Muiioz, 2012.

La alfa-sinucleina no se asocia solamente con las vesiculas sindpticas, se ha encontrado
evidencia suficiente sobre una funcién de la proteina en el metabolismo de otros
compuestos membranosos de la célula. Se ha propuesto un rol en la formacién y
funcionamiento del reticulo endopldsmico y del aparato de Golgi (Cooper et al., 2006).
Aln asi, es la interaccion de la alfa-sinucleina con la mitocondria la que ha atraido maés
investigaciones y esfuerzos en los tltimos afios, pues parece existir una relacioén causal
entre la interaccion de la alfa-sinucleina-mitocondria y el desarrollo de la Enfermedad de

Parkinson(Devi, et al. 2008).

1.3 Interaccion de la alfa-sinucleina con membranas mitocondriales

1.3.1Composicion de las membranas mitocondriales: importancia de la cardiolipina
La cardiolipina es un lipido divalente que tiene dosmoléculas de PG conectadas y cuatro
cadenas de acilo. Esta estructura quimica da como resultadouna pequefia cabeza polar

anidnica y una gran cola hidrofébica. A su vez, la estructura de CL imparte propiedades
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biofisicas distintivas a la membrana de fosfolipidos. En primer lugar, es probable que la
CL perturbe el empaquetamiento lipidico y por lo tanto la estabilidad mecdnica de la
membrana. En segundo lugar, las cadenas de acilo inducen una curvatura negativa lo que
origina microdominios de CL como ocurre en las crestas de la membrana mitocondrial
interna (Mileykovskaya & Dowhan, 2014). En tercer lugar, la cardiolipina presenta dos
cargas negativas. La inferencia bioldgica de estas tres caracteristicas biofisicas de este
lipido es decir, defectos en el empaquetamiento lipidico, alta curvatura en la membrana
y carga anidnica divalente, hace que los sitios ricos en cardiolipina representen un
blanco principal para la permeabilizacién de las membranas mitocondriales por los
oligémeros de alfa-sinucleina, es entonces que el papel de la cardiolipina es clave para
explicar la interaccion proteina-mitocondria(Ghioet al, 2016a).

Ademads, la cardiolipina se caracteriza por estar presenteen las crestas mitocondriales y
que incrementan el drea total de la superficie interna mitocondrial, con una funcién
bionergética. La cardiolipina es tan importante que su presencia en la membrana
mitcondrial externa es un mediador de dafio mitocondrial, es decir, de que existen
condiciones de estrés para la mitocondria. Ademds, es en estos lugares de alta
concentracion de cardiolipina, donde se da la unién de la proteina alfa-sinucleina, que
aunque el método de internalizaciéon ain no ha sido descrito, estas evidencias hacen
pensar que se realiza un movimiento de flip-flop entre las membranas interna y externa,
lugar en donde luego se ancla la proteina alfa-sinucleina, y de donde es posteriormente
interiorizada hacia la membrana interna, donde se realizarian los eventos patoldgicos
asociados a la alfa-sinucleina(Ryan et al., 2018).

Es asi como se ha observado la unién de la alfa-sinucleinacon la membrana mitocondrial
en algunos experimentos. Se empled la proteina completa y se agregé a un cultivo
celular neuronal, entonces se observd que la viabilidad del cultivo celular caia. Se
realizaronexperimentos para observar la razon de esa caida en la viabilidad celular y se
observo que la proteina se habia unido con las mitocondrias de forma preferencial. Estas
observaciones se repitieron, pero ahora con modelos de membrana, es decir, liposomas.
Se prepararon liposomas con composicion lipidica similar a la membrana mitocondrial
interna, poniendo énfasis en la presencia de cardiolipina, y se encontré que la proteina se

unfa de forma particular a estos liposomas; caso contrario al de los liposomas de la
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membrana mitocondrial externa (carentes de cardiolipina), donde no se encontré unién
de la proteina(Klingenberg, 2009). Ademds, se proboque quitando varias partes de la
proteina, con el afdn de observar si habia unién a los liposomas si faltaban algunas
partes, se encontré que al retirar algunos residuos del segmento N-terminal, sobre todo
los correspondientes a los residuos 1-15, la unién con los liposomas no se

realizaba(Robotta et al., 2014).

1.3.2.Alfa-sinucleina y disfuncion mitocondrial

Establecida la relacion de decaimiento de lineas neuronales debida a la presencia de alfa-
sinucleina y profundizada al establecer una relaciéon entre la interaccion de la
mitocondria y la proteina, siguié establecer mecanismos de accidn. Para este caso, se
tuvo que el tratamiento de mitocondrias aisladas de cerebro de rata o de lineas de células
neuronales con oligémeros de alfa-sinucleinaque originaron la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, la liberacién de la proteina citocromo c respiratoria, elevados
niveles de especies reactivas de oxigeno y un aumento de calcio mitocondrial (Camilleri
et al., 2013; Luth, et al. 2014). Por tanto el deterioro mitocondrial se asocié con una
insuficiencia bioenergética que produjo una disminucion en la viabilidad
celular(Banerjee et al., 2010; Shen et al., 2014).

También se ha asociado la presencia de la proteina con una disrupcién de las membranas
mitocondriales, esto quiere decir, que al agregarse la proteina y generarse un mal
plegamiento, se asocia fuertemente con membranas mitocondriales,alterando Ia
estructura de la mitocondria, por medio de un mecanismo que ain permanece poco
claro, pero se estima que se genera una especie de poro 0, en casos menos extremos, la
desestabilizacion de la membrana mitocondrial (Ghio, et al. 2016).

Otro efecto que se produce en las membranas es que se genera estrés oxidativo en la
célula por via de la liberacion de especies reactivas de oxigeno (OH-, nitritos,
16nsuperoxido) presentes en la matriz mitocondrial, este efecto de estrés oxidativo se ha
medido en cultivos celulares, dando como resultado una viabilidad celular disminuida en
cultivos de células neuronales. Aunque, por su propia naturaleza, es posible que este

efecto sea sinérgico con el anterior, pues a una disrupcion membranal puede
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perfectamente, seguirle una liberacion de lo que estaba dentro de las membranas que
sufrieron dafio(Parihar, et al. 2009).

La alfa-sinucleina en forma de oligdmero favorece la oxidacién de los lipidos, que puede
producir una apertura del poro de transiciéon mitocondrial sensible a la presencia de iones
calcio, cuya apertura se midié por el aumento de conductividad eléctrica. Esta apertura
del poro de transicién induce oxidacién en la ATP sintasa, especificamente en la
subunidad beta de la misma, disminuyendo la sintesis de energia en la neurona.Esta
apertura del poro de transicién, aumenta la cantidad de radicales libres en la célula, lo
que provoca, una peroxidacion lipidica en la mitocondria (Devi et al., 2008)

En general, se dio una caida en la sintesis de energia en las neuronas que produciria
muerte celular. Por otra parte, el mondémero no tuvo influencia significativa sobre el
funcionamiento de las proteinas mitocondriales y no activaba el poro de transicion
mitocondrial hasta que las concentraciones de calcio probadas eran mas
elevadas.(Ludtmann et al., 2018)

Una caida en la sintesis de ATP y la consiguiente baja en la obtencién de energia en las
células se han propuesto como un rol importante en la generacion de estrés para las
neuronas. Aunque este efecto no se puede apreciar solo, por lo general va ligado al
incremento, ya mencionado, de la cantidad de especies reactivas de oxigeno. Aun asf,
vale la pena destacar la baja en la produccién de energia como un efecto importante de
la interaccion proteina-mitocondria.

Para rematar, la alteracion de funciones normales de la mitocondria también pasa por un
desajuste en la maquinaria de importaciéon de proteinas, a nivel de la membrana
mitocondrial externa también se ven alteraciones pues la proteina TOM40 que es una
traslocasa de la citada membrana externa, ve afectada su concentraciébn y su
funcionamiento (Bender et al., 2013).

La presencia de la proteina altera la forma de la mitocondria, teniendo una serie de
efectos nocivos sobre su forma y funcidn, estando estas dos entrelazadas. La proteina
influye en la mitocondria al generar vacuolizacién, encogimiento y fusion del organelo.
Ademads, se han encontrado inclusiones celulares formadas por mitocondrias
degeneradas, como se determiné por estudios de histoquimica y se comprobd por medio

de la accion de la proteina Cox-1, que se encontraba deprimida en las células que
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expresaron la alfa-sinucleina(Lee, et al. 2006). Este dafio mitocondrial se asocia,
ademds, como ya se menciond a la presencia aumentada de radicales libres en la célula y
a una baja en la sintesis de energia, factores ambos que llevan a la muerte celular.

La proteina tiene efectos proapoptéticos sobre la célula, estos efectos se han demostrado
cuando al interactuar con membranas mitocondriales, la alfa-sinucleina produce la
liberacién del citocromo ¢, el citocromo ¢, ya mencionado,es ademds, una de las
proteinas integrantes de la cadena de transporte de electrones, que se encargan de la
sintesis de energfa en la célula. El citocromo c es el encargado de desencadenar la via de
efectos que lleva a la muerte celular. No es una interaccion directa de la proteina con el
citocromo, es mds bien un efecto colateral desencadenado cuando la proteina se ancla a
las membranas, desajustando su empaquetamiento lipidico y produciendo liberacién de
aquello que esté sujeto por los lipidos, sobre todo porque el citocromo ¢ se asocia con la
cardiolipina, el fosfolipido al que se une de forma preferencial la alfa-sinucleina. En ese
caso, aquello que ya no tiene un anclaje correcto se libera al citosol. Se observé una baja
en la viabilidad celular(Firsov, et al. 2015). El efecto es sinérgico, es decir, una baja en
la sintesis de energia y la liberaciéon de mediadores apoptéticos llevan a la degeneracion
neural y a la muerte de las células.

La interaccion de la alfa-sinucleina con la mitocondria, podria llevar a una fusién de las
membranas externa e interna, desajustando la permeabilidad de la misma. La preferencia
de la proteina por la cardiolipina y su capacidad para perturbar el empaquetamiento
lipidico, de la que ya hemos hecho mencion, permiten suponer un rol en la fusién de las
membranas. Pues es precisamente en los microdominios membranosos ricos en
cardiolipina donde se dan los contactos entre ambas membranas. La alteracién de la
fusién podria desencadenar un paso de sustancias a ambos lados de las membranas, sin
olvidar que desde la matriz mitocondrial se podria dar la liberacion de sustancias hacia
el citosol, con el consiguiente aumento de la presion oxidativa (Ardail et al., 1990).

Un ultimo efecto, indirecto quizd de la proteina sobre la mitocondria se refiere a su
capacidad de dafiar el ADN mitocondrial, la liberacion de radicales libres, la
desregulacion de los poros de transicion y el paso de moléculas que normalmente no
deberian entrar a la mitocondria, desemboca en un dano al material genético del

organelo. Este dafo produce un malfuncionamiento de todo el mecanismo mitocondrial,
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acelerando la degradacion de la mitocondria y de su funcién primordial en la sintesis de
energia (Bender et al., 2013).

En general, la interaccién de la proteina con la mitocondria tiene un efecto perjudicial
para el organelo, la proteina no parece tener una funcidn nativa al interactuar con ella,
como en el caso de las vesiculas sindpticas. Ademds, su internalizaciéon hacia la
membrana mitocondrial interna produce una serie de desajustes a nivel lipidico y
proteinico que alteran toda la maquinaria bionergética de la célula. Produciendo en el
proceso un aumento de la cantidad de radicales libres que estdn en el citosol, estos
radicales libres tendrian un efecto de retroalimentacién positivo, pues favorecerian que
mas alfa-sinucleina se saliera de control, como ya se menciond.Ademds, para terminar el
cuadro, una liberacioén de las proteinas de la membrana de la mitocondria, activaria las
vias apoptéticas de la célula, desencadenando una muerte neuronal. Los efectos de la

alfa-sinucleina sobre la mitocondria se resumen en la figura 5.
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Figura 5. Efectos propuestos de la alfa-sinucleina sobre las mitocondrias. Se observa que la alfa-
sinucleina tiene la capacidad de interactuar con la cardiolipina, predominante en la membrana
mitocondrial interna, donde puede favorecer la fusion (swelling) de las membranas. Asi mismo, afecta la
capacidad de sintesis de energia de las células al interactuar con las proteinas del transporte de
electrones. Y como punto final, es capaz de liberar el citocromo c, que desencadena la via de apoptosis en

la neurona. Ademds, estos efectos traen consigo el daiio al ADN mitocondrial. Tomado de Ghio et al. 2016
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Con el fin de demostrar que el efecto de fragmentacién es responsabilidad directa de la
proteina, se hicieron experimentos en membranas artificiales, liposomas, que tenian el
lipido particular de las mitocondrias, la cardiolipina. Aunque el efecto fue observado
para los oligémeros de la proteina, el efecto es indudable y la relacién causal también.
La interaccién de la alfa-sinucleina con mitocondrias, es capaz de perturbar el
empaquetamiento lipidico mitocondrial, generando una baja en la produccién de energia,
estrés oxidativo y muerte neuronal. Aunque parece ser que el monémero solo no es
capaz de fragmentar a la mitocondria, pero su interacciéon con la mitocondria si es

primordial para que la agregacion de la proteina ocurra (Nakamura et al., 2011).

1.3.3 Ensayos con modelos de membrana

Muchas hipétesis y modelos de accién de la alfa-sinucleina se basan en su accién frente
a modelos de membrana, es decir, liposomas. Son modelos sencillos y al alcance de la
mano, en ellos se ha probado la preferencia de la proteina por lipidos con diferente carga
y empaquetamiento(van Rooijen et al., 2009; Stefanovic, et al. 2014).

Lo primero era conocer las preferencias de la alfa-sinucleina por los componentes de las
membranas, es decir, por los lipidos que la componen, en este caso, se probé con
diferentes composiciones lipidicas, encontrandose que la carga neta de los lipidos es
importante para la interaccion de la proteina. Los lipidos aniénicos fueron los preferidos
de la proteina, tanto mondémeros como oligémeros y fibrillas mostraron un tendencia
clara a unirse a lipidos cargados negativamente en su grupo fosfato, como el
fosfatidilglicerol (PG), el 4cido fosférico (PA), y la cardiolipina (CL). Porcentajes
diferentes de lipidos anionicos producian diferente interaccion de la proteina, variando
desde una unién muy fuerte, con efectos muy visibles sobre los liposomas formados,
hasta una interaccion débil, con pocos efectos o incluso ninguno sobre la integridad de la
bicapa(van Rooijen et al. 2008).

La carga se demostr6 como un factor importante, aunque no el unico que influia en la
unién de la proteina. Pero no era el unico, el grado de orden del lipido, es decir, sus
insaturaciones en la cadena de carbono también se mostraron importantes. La proteina

mostrd preferencia por aquellos lipidos que poseian un cierto grado de desorden, estado
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denominado liquido desordenado (ld), donde habia presencia de insaturaciones en la
cadena carbonada lipidica, pero se limitaba a una o dos insaturaciones(Zigoneanu, et al.
2012). En el caso de ser un lipido con alto grado de orden, como aquellos que poseen
acido palmitico, la interaccidén se demostré menos intensa, con menos efectos negativos
sobre el empaquetamiento de la membrana del liposoma(van Rooijen et al., 2008). En
este orden de ideas, si el modelo de membrana empleado poseia colesterol en su
estructura (3-5%), aunque fuera un porcentaje relativamente bajo, la interaccién era
menor, casi inexistente. La presencia de colesterol provee orden a la membrana,
haciendo que la interaccion de agentes externos a ella, sea mas dificil, por tanto, dificulta
el anclaje inicial de la proteina, en comparacién con las poblaciones de liposomas que
carecian de él en su estructura(Zigoneanu et al., 2012).

En un primer momento, era necesario saber si la proteina era capaz de interactuar con
los liposomas de diferente composicién. Se habia observado que la proteina cambia su
estructura secundaria al interactuar con las membranas, pasando de una estructura
aleatoria a una en alfa hélice. En este caso, se disefiaron experimentos basados en esa
propiedad para comprobar la interaccion. El ensayo elegido fue el de dicroismo circular,
un ensayo simple donde se obtienen espectros que dan informacién sobre la estructura
secundaria de las proteinas, entre otras cosas.

Los ensayos de dicroismo verificaron que la proteina siempre preferia unirse a los
liposomas que tenian lipidos anidnicos en su estructura, pues al interactuar con esas
membranas, la proteina cambiaba su espectro a uno caracteristico de proteinas con
estructura secundaria en alfa hélice(van Rooijen, et al. 2009).

Cuando se determind que la proteina preferia membranas con lipidos aniénicos en su
composicion y con un cierto grado de desorden en ella, fue necesario verificar si esta
interaccion, por si sola, era capaz de alterar la estructura de la membrana, es decir, de
perturbar el empaquetamiento lipidico(Stefanovic et al., 2014).

Los experimentos se guiaron en la direccion de conocer si habia un efecto negativo
sobre la integridad de las membranas. En este caso, los ensayos de liberacion de
contenidos del interior de los liposomas proporcionan un buen modelo de aproximacién

para conocer los efectos de la proteina, tanto monomérica, como oligomérica.
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Se vio que la presencia de la proteina era capaz de vaciar el contenido de liposomas,
contenido que estaba compuesto por sondas fluorescentes para hacer el seguimiento del
dafio en los liposomas. Se encontré que, en general, los oligémeros y las fibrillas eran
capaces de vaciar el contenido de los liposomas de forma mds acusada que los
mondémeros, en comparacién con el control, un detergente, se lograban porcentajes de
vaciamiento por encima de 50% con la proteina agregada. Para el mondémero se
encontraron porcentajes variables en su capacidad de dafar las membranas y liberar su
contenido al medio externo, variando desde 6%, hasta un 35%. En general, estos
estudios demostraron que la presencia del mondmero era suficiente para causar algin
tipo de dafio en la membrana, pero no era un dafio tan extenso como el provocado por
las especies agregadas de la alfa-sinucleina(Lorenzen et al., 2014).

En estos ensayos se llegaron a proponer diferentes modelos de accién de la alfa-
sinucleina sobre las membranas, como la formaciéon de poro amiloide(Tosatto et al.,
2012) o la simple perturbacién del empaquetamiento de los lipidos. En general, se han
presentado pruebas a favor de ambos modelos, aunque la alteraciéon del
empaquetamiento lipidico es el efecto mds encontrado en los resultados y por tanto, con
mas evidencia en su favor. A favor de esto se ha demostrado que la liberaciéon de
contenidos acuosas del interior de los liposomas, no es un evento rapido y total, sino
gradual, concordando con el modelo de perturbaciéon de membrana.

Asi mismo, se han presentado modelos de extraccion de lipidos por parte de la proteina
sobre los modelos de membrana, como ya se menciond, es prueba de que el modelo de
accion de la alfa-sinucleina sobre las membranas, ain no es conocido del todo, aun se
sigue avanzando en ese sentido.

Prueba de este desconocimiento en la interaccion lipido-proteina es el hecho que, tras
conocer que la alfa-sinucleina interactia con las membranas por medio de su segmento
N-terminal, se procedi6 a probar si alguna parte de ese segmento era mas importante que
las demds a la hora de anclar la proteina a la membrana. Se han hecho pruebas de
péptidos derivados de la alfa-sinucleina, desde la fragmentacion en dos partes, para que
una incluya solo el segmento N-terminal (1-60) y la otra parte a los residuos restantes
(61-140), donde se demostré6 que, efectivamente, es el segmento N-terminal de la

proteina el responsable de la unién a membranas(Shen et al., 2014). Ademas, en otros
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estudios se ha progresado mds, retirando de la proteina partes especificas mds pequeias,
de tamafio variable, 10-25 residuos, en un intento por demostrar si alguno de estos
segmentos era mds importante a la hora de la interaccion.

Se encontré que en caso de retirar los primeros residuos de la proteina, esta no
interactuaba con las membranas, o lo hacia débilmente, comparada con el segmento
extraido al ser probado por separado. En estos casos, se han probado péptidos que
componen los residuos 2-11(Robotta et al., 2014), residuos 1-14(Lorenzen et al., 2014).
En todos estos casos, se observd que estos residuos jugaban un rol importante en la
interacciéon con membranas, asi como en el dafio que podia ejercer sobre las mismas.
Aunque el dafio que se ejercia sobre las membranas por estos residuos era menor que el
provocado por el monémero completo o por los oligdmeros, es de resaltar que sin estos
residuos, la unién a la membrana no seria posible, con lo que se evitaria la serie de
evento que llevan, por un lado al dafio membranoso como tal, y por otro lado, a la
formacion de agregados de la proteina. Esto es importante, porque estos residuos
podrian ser vistos como una alternativa terapéutica para las enfermedades en que se ha
involucrado a la alfa-sinucleina, como la enfermedad de Parkinson.

Es asi que la alfa-sinucleina juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad
de Parkinson, desempefiando varios papeles en el camino hacia la enfermedad, desde su
papel en la sinapsis, impidiendo la liberacion de dopamina al espacio sindptico, hasta su
interaccién con organelos de la célula, lo que produciria un malfuncionamiento
neuronal, desembocando en un fallo celular y en la muerte de la misma. Su interaccion
con las mitocondrias se ha demostrado como perjudicial para la célula en muchos
sentidos, careciendo de los roles fisioldgicos normales que tiene en la sinapsis. Aunque
se ha avanzado en el conocimiento del papel de la proteina en el Parkinson, atin queda
por determinar un modelo de accion especifico para la proteina, un modelo que detalle la
afectacion celular causada por la alfa-sinucleina. Es este campo el que se ha estado
detallando, en la esperanza de encontrar una alternativa terapéutica para el enfermedad,
que provea mayores esperanzas a los enfermos de una vida productiva y mds larga, o
quizd, de una curacion total. La explicacion de las enfermedades y de su modo de
accion, es el primer paso en ese largo camino para vencerlas, por eso se desarroll6 el

presente trabajo.
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2. JUSTIFICACION
El dafio mitocondrial por la alfa-sinucleina se ha implicado en la patogénesis de la EP,
sin embargo adn se desconoce el mecanismo por el cual la proteina induce este dafo
mitocondrial. Por lo anterior el andlisis detallado de las interacciones lipido-proteina de
la alfa-sinucleina con las membranas mitocondriales pueden proporcionar bases para
conocer el mecanismo implicado en la disfuncién mitocondrial y la relacién de esto con

la enfermedad de Parkinson.

3. HIPOTESIS

La region del segmento N-terminal de la alfa-sinucleina es capaz de interactuar y

perturbar la membrana mitocondrial interna.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Caracterizar la interaccion del segmento N-terminal de la proteina alfa-sinucleina con

modelos de membrana mitocondrial.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Obtener la estructura secundaria de los diferentes péptidos a emplear en

ausencia y presencia de bicapas fosfolipidicas mediante dicroismo circular.

4.2.2. Caracterizar la unién y el grado de insercion de los péptidos sintéticos con
bicapas fosfolipidicas que simulan la membrana mitocondrial interna por

espectroscopia de fluorescencia.

4.2.3. Evaluar la interaccion de los péptidos sintéticos con monocapasfosfolipidicas

que simulen la membrana mitocondrial interna.

4.2.4. Proponer un mecanismo de la participacién del segmento N-terminal de la
alfa-sinucleina en la disfuncién mitocondrial y su relacién con la Enfermedad

de Parkinson.
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5. METODOLOGIA CIENTIFICA

5.1 Materiales y Reactivos

Una vez realizado el disefio de las secuencias pequeias peptidicas correspondientes a la
region N-terminal de la alfa-sinucleina (residuos1-60), en los experimentos se trabajo
con los residuos 1-15 y 16-30 del citado segmento y éstas secuencias se mandaron
sintetizar a Sigma-Aldrich. La alfa-sinucleina nativa se obtuvo de Sigma-Aldrich. Los
lipidos 1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPO), 1,2-dioleil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) y cardiolipina (CL), asi como la versién con bromo del
DOPC, DOPC-Br con el bromo en las cadenas de acilo en los carbonos 6,7 y 11,12, se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,USA). Los disolventes organicos,
cloroformo (CIf) y metanol (MetOH) de calidad HPLC procedentes de J.T. Baker. El

resto de los reactivos empleadosfueron de calidad analitica y se comprarona J.T. Baker.

5.2 Preparacion de liposomas

Para representar de la mejor forma la membrana mitocondrial interna, se empled una
mezcla de los lipidos DOPC:DOPE:CL en una proporcién molar de 45:28:22. Esta
mezcla lipidica se disolvié en una solucién de cloroformo:metanol (2:1 v/v) a 10 mg/mL
como concentracion final. Posteriormente, el solvente orgédnico se removié bajo un flujo
suave de nitrégeno, para emplear luego un desecador de vacio por dos horas. Para el
experimento de dicroismo circular, las suspensiones de lipido-péptido fueron preparadas
mediante la hidratacion de la pelicula desecada con buffer Hepes 5 mM por dos horas a
25°C con dos minutos de agitacion a 1400 rpm cada diez minutos en un termomixer.
Después de esto, la suspension se sonicé en un sonicador de punta Branson UP 200S
para asi obtener las vesiculas unilamelares pequefias (SUVs). La preparacion de
liposomas para el experimento de unién a vesiculas, se prepararon vesiculas
unilamelares grandes (LUVs), mediante la extrusion de la suspension ya mencionada de
lipidos, utilizando una membrana de policarbonato con un tamafio de poro de 0.1 um a
una temperatura de 25°C, usando un miniextruder (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al,

USA). Para el andlisis del apagamiento de la fluorescencia por lipidos bromados, los
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liposomas se hicieron incluyendo diferentes porcentajes de fosfolipidos bromados (m/m)

Br,7)-PC o Br1,12)-PC.

5.3 Caracterizacion de la estructura secundaria por dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (200 nm-250nm) del
segmento N-terminal de la alfa-sinucleina y los péptidos sintéticos se obtuvieron en un
espectropolarimetro JASCO 1100, equipado con una ldmpara de Xendén de 150W,
utilizando una cubeta de cuarzo de 0.1lcm de paso 6ptico y 200uLlL de capacidad. Los
espectros se recogieron a una velocidad de barrido de 50nm/min.Para mejorar la relacion
sefal/ruido se promediaron 4 espectros diferentes. Para estos experimentos los péptidos
se reconstituyeron en diversos fosfolipidos a una concentraciéon final de 0.1 mg/mL
utilizando una relaciéon péptido/lipido 1:5 (peso/peso) en 0.5mL de buffer Hepes SmM,
NaCl 10mM pH 7.4 utilizando el método de evaporacion-hidrataciéon y posterior
sonicacion. Para el célculo de la elipticidad molar se considerard una masa molecular

promedio por residuo de 110 Da.

5.4 Fluorescencia intrinseca de los péptidos

Los espectros de emision de fluorescencia de los diferentes péptidos fueron obtenidos
usando una longitud de onda de excitacion de 280 nm en un espectrémetro de
fluorescencia LS 45 (Perkin-Elmer Inc.). Los espectros de emisién se obtuvieron
realizando un barrido entre las longitudes de onda de 300-500 nm a 25 °C con celdas de
1 cm empleando una velocidad de 1 nm/s, con un ancho de lectura de 10 nm para las

medidas de excitacion y emision.

5.5 Apagamiento de la fluorescencia del triptéfano por fosfatidilcolinas bromadas
El apagamiento del triptéfano por la proximidad del 4tomo de bromo de
lasfosfatidilcolinas bromadas se realizé con el fin de conocer la localizacion del residuo

en los liposomas. Para este fin se prepararon liposomas que tuvieron diferentes
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porcentajes de Br,7)-PC y Br1,12)-PC. Los espectros se tomaron a 25°C, agregando el
péptido a una cantidad de liposomas, manteniendo una proporciéon de 1:45 (mol/mol),
para tener un volumen de trabajo de 0.5 mL. Las diferencias en el apagamiento de la
fluorescencia que se obtuvieron entre los espectros las dos variantes de lipido bromado
se usaron para determinar la localizacion del fluor6foro en la membrana, empleando el
método de paralaje. La profundidad del residuo triptéfano se calculé con la siguiente

ecuacion:

Ze=Le1 + [((In(F1/F2)/nC-L21]/2La1

Donde Z.rrepresenta la distancia del fluoréforo del centro de la bicapa, L es la distancia
del apagador superficial al centro de la bicapa, Loies la distancia entre los dos
apagadores, F1 es la intensidad de fluorescencia en presencia del apagador superficial,
F2 es la intensidad de fluorescencia en presencia del apagador mas profundo y C es la

concentracién de apagador en moléculas/AZ.

5.6 Adsorcion interfacial de los péptidos

La capacidad decada péptido para alcanzar la interface aire-liquido y formar una
monocapa se analizé monitorizando los cambios en la presion superficial después de
inyectar pequefios volimenes de una solucién metandlica de péptido a una
concentracion de Img/mL en la subfaseacuosa. Para estos ensayos seutilizd una
microcubeta de acero inoxidable de 1.3mL en la balanza de superficies de tipo
Langmuir-Wilhelmy (uTROUGH SX, Kibron Inc. Helsinki, Finlandia), rellena con
buffer Tris SmM pH 7.4 NaCl 100mM en agua bidestilada y con agitacion continua para
evitar que la difusion fuera la etapa limitante del proceso. La medida de la variacion de
la presion superficial se registr en funcion del tiempo. En los ensayos, se inyectaron
entre 2 y 10uL de solucidn peptidica y la temperatura se mantuvo constante a 25°C. La
inyeccion de volimenes equivalentes de metanol no arrojé cambios en las mediciones de

presion superficial.

28



5.7 Insercion de péptidos en monocapas preformadas.

La insercion de los péptidos derivados de la alfa-sinucleina en monocapas de
composicion similar a membrana mitocondrial interna se realiz6 usando la microbalanza
del ensayo anterior, monitorizando los cambios en la presion superficial (Am) de
monocapas lipidicas preformadas tras la inyeccion de soluciones peptidicas en la subfase
acuosa sobre la que se form6 una capa monomolecular de MMI a diferentes presiones
iniciales (7i). El incremento observado en la presion superficial tras la inyeccion de cada
uno de los péptidos se interpreta como una consecuencia de cambios en el
empaquetamiento lateral debido a la interaccién y posible posterior insercion de éste en
la monocapa. La presion critica de insercidén (m:) corresponde a la maxima presion
inicial (mi) de la monocapa que permite la interaccion y eventual insercidn del péptido.
Los experimentos de insercion se realizaron en la misma microcubeta de teflon utilizada
para los experimentos de adsorciéon. La monocapa se formé colocando pequefios
volimenes de soluciones concentradas de MMI en cloroformo/metanol 3:1 (v/v) sobre
1.3mL de hipofase acuosa. Tras la evaporacién del solvente, 10 uL de la solucién
metandlica de proteina o de los péptidos sintéticos (1 mg/mL de concentracién final) se
inyectaron en la subfase de 1.3 mL, registrandose los cambios en la presién superficial
en funcién del tiempo. La inyeccién de cantidades equivalentes de metanol en ausencia
de péptido permitié comprobar que el volumen utilizado de metanol no tenia efecto

alguno en la presion lateral de las monocapas.
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6. RESULTADOS

La estructura secundaria del segmento N-terminal de la alfa-sinucleina y de los péptidos
derivados de este se analizaron por dicroismo circular en el espectro UV lejano (190-240
nm). En solucién acuosa los tres péptidos adoptaron una conformacién aleatoria,
revelada por la presencia de un pico de elipiticidad molar negativa a 202 nm. Al
obtenerse los espectros en presencia de bicapas de composicion similar a la membrana
mitocondrial interna (MMI), los tres péptidos mostraron dos picos de elipticidad molar
negativa a 208 nm y a 222 nm, caracteristicos de una conformacion a-helicoidal (Fig. 6).
Los porcentajes de alfa-hélice obtenidos para cada péptido fueron de 63% para N-term,
72% para P1 y 73% para P3, esto de acuerdo a la ecuacion descrita en material y
métodos.

La espectroscopia de fluorescencia del triptéfano de los péptidos derivados de la alfa-
sinucleina, en presencia y ausencia de liposomas, se muestra en la figura 7. En solucién
acuosa los espectros de emision de fluorescencia de los tres péptidos presentan un
maximo de emision de fluorescencia en torno a 353 nm, tipica del triptéfano en un
entorno polar (Bustad, Underhaug, Halskau, & Martinez, 2011). En presencia de
cantidades crecientes de liposomas de composicién similar a MMI se observa un ligero
desplazamiento en el pico de emision hacia longitudes de onda menores para los tres
péptidos, de 353 a ~330 nm para Pl y P3, 353 a ~340 nm para N-term. Este
comportamiento es indicativo de un cambio de entorno para el residuo de triptéfano de
los péptidos, de un ambiente polar a uno no polar. El péptido P3, muestra una
disminucién en la intensidad de fluorescencia, esto se explica por una interaccion a nivel
de cabezas polares de los fosfolipidos, donde habria mayor interaccioén con el medio en
que se lleva a cabo la interaccion, el agua del medio, tiene la propiedad de apagar la
fluorescencia de los péptidos, por eso se ve una disminucion en P3, caso que no se

observa con el segmento completo y solo brevemente para P1.
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Figura 6. Estructura secundaria de los péptidos sintéticos derivados de la secuencia de la a-sinucleina. Espectros
de dicroismo circular en el UV-lejano del péptido N-term (A), P1 (B) y P3 (C) en buffer Hepes 5mM pH 7.4 (1) y en
presencia de 2 mM de bicapas DOPC:DOPE:CL (45:28:22 p/p) (2).
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En la figura 8 se representa la variacién de la longitud de onda del maximo de emision
frente a la concentraciéon de liposomas utilizados en el ensayo. N-term muestra un
desplazamiento hacia el azul de una magnitud total de 13 nm, alcanzada en su mayor
parte al emplear la concentracion de liposomas mds baja, con las demds concentraciones,
el desplazamiento hacia el azul fue de menor magnitud, siendo casi estable. P1 mostré
un desplazamiento total hacia el azul de 23 nm, alcanzada también con la primera
concentracion empleada, siendo después estable con las demds. P3 se desplazé hacia el
azul en total 21 nm, observada al usar la concentracién de liposomas mas baja,
mostrando una estabilidad posterior con las concentraciones crecientes de liposomas
empleadas. Estos resultados sefialan que el desplazamiento de la longitud de onda de
maxima de emisioén hacia el azul,aumenta ripidamente, para luego moderarse, pues no
aumenta de forma apreciable aunque se aumente la relacién lipido/péptido. Esto
implicaria un equilibrio que se alcanza de forma rapida, por lo que, posteriormente, no
se observan cambios importantes en la longitud de onda de emision de fluorescencia del

triptofano (Christiaens et al., 2002).

360
355 -
2 '
£
(] 350 1
E
X
®
€ 345 o
: °
c
°
o
g 3407
ke
3 N N-terminal
£ 335 h -
C S~
3 - -
330 o o
P3
325 T I I I I
0 100 200 P1300 0
Relacion L/P

Figura 8. Variacion de la longitud de onda del mdximo de emision de los péptidos derivados de la alfa-
sinucleina. N-term, P1, P3. A una concentracion de péptido de 10 uM. Buffer Hepes 50mM, NaCl 150
mM, pH 7.4
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Para analizar el comportamiento de los péptidos en detalle, se evalud el apagamiento de
la fluorescencia del triptéfano de los péptidos, por medio de lipidos bromados. En la fig.
En la figura 9 se muestran los espectros de emision de fluorescencia de P1 y P3 al
interactuar con vesiculas que contienen diferentes porcentajes de Br-DOPC en diferentes
posiciones de la cadena carbonada, ya sea en los carbonos (6,7) o en las posiciones
(11,12) de la cadena de acilo. Al incrementar el porcentaje de lipido bromado se produce
un apagamiento progresivo de la emisién de fluorescencia del residuo triptéfano de los
péptidos como resultado de la asociacion de estos con las membranas que poseen dtomos
de bromo en sus cadenas de acilo. La comparacion del apagamiento por lipidos con
bromo en diferente posicién de la cadena de acilo permite estimar la localizacién relativa
del triptéfano de los péptidos en la bicapa, esta localizacion se logra porque se conocen
las localizaciones relativas de los sustituyentes de bromo. Puede observarse que el
apagamiento de la fluorescencia de P1 por el isémero Br(11,12) es mayor que la
provocada por el isémero Br(6,7) (Fig. 10A,B). Mientras que la disminucién de la
fluorescencia para P3 fue mayor con el isémero Br(6,7) que con el isémero Br(11,12)
(Fig. 4C,D). Aplicando la ecuacién de paralaje a estos datos, es posible dar un estimado
de donde se encuentran localizados los triptéfanos de cada péptido. Dando una
localizacién de ~10+1 A desde el centro de la bicapa para P1 y de ~15+1 A desde el
centro de la bicapa para P3. Estos resultados sugieren que P1 se inserta méds profundo en
la membrana, mientras que P3 se asocia mas a la superficie de la membrana.

Todos estos resultados muestran la capacidad de los péptidos estudiados en este trabajo
para interactuar e insertarse en bicapas compuestas de DOPC/DOPE/CL, adoptando, en
distinta medida, una conformacién de alfa-hélice. Se ha sugerido que la alfa sinucleina
enpresencia de vesiculas unilamelares pequefias adopta un arreglo conformado por dos
hélices anti paralelas (Drescher et al., 2008) y adopta una conformacién mas extendida
cuando entra en contacto con vesiculas con menor curvatura (Georgieva, et al. 2008),
también se ha reportado que la alfa sinucleina tiene una conformacion alfa helicoidal
donde las hélices se arreglan de forma paralela al eje de la interfase aire-agua (Wang, et

al. 2010).
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Figura 9. Apagamiento de la fluorescencia de P1 y P3 por lipidos bromados. Espectro de emision de
fluorescencia a 25° de P1 y P3 al interactuar con liposomas de DOPC:DOPE:CL (45:28:22 w/w). Los
porcentajes empleados de lipidos bromados: 0 (1), 20 (2) y 40% (3) w/w. Se empleo el lipido Br7-DOPC
Y Bri1,12-DOPC para llegar a los porcentajes de lipido bromado empleado. La longitud de onda de

excitacion fue de 280 nm y la intensidad de fluorescencia estd dada en unidades arbitrarias.
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Para analizar la conformacion interfacial de estos péptidos estudiados, usamos la técnica
de la balanza de Lagmuir, esto porque es un modelo de relativa simpleza a la hora de
simular las interfaces que se encuentran en la membrana mitocondrial, sin dejar de
recordar que las propiedades fisicoquimicas de la balanza son diferentes a las
encontradas en el citoplasma celular. Se tiene reportado que la alfa-sinucleina adopta
una conformacién alfa-helicoidal con el eje de la hélice siendo paralelo a la interfase
aire-agua, (Beyer, 2007; Fusco et al., 2014). Las isotermas de compresion de monocapas
de cada péptido puro pueden proporcionar informacién sobre las tendencias
conformacionales de cada péptido en funcién de la presiéon superficial. Dos datos
importantes se obtuvieron de estas gréficas. Primero, el drea por residuo al iniciar la
compresion induce un incremento en la presion superficial, dando una idea del espacio
ocupado por cada molécula de péptido al momento de estar en la conformaciéon mas
extendida en la interfase aire-liquido. Més atn, el grado de compresién que resiste cada
pelicula de péptido indica la estabilidad de los péptidos en un estado comprimido. La
figura 10 muestra el comportamiento superficial de las monocapas de cada péptido
cuando fueron sometidas a compresion. Ambos péptidos, P1 y P3, son capaces de
formar monocapas estables en subfases salinas, debido a su caricter anfipatico. El drea
ocupada por cada péptido de P1 fue de 350 A? (Fig. 10A), mientras que para el péptido
P3 fue de cerca de 40 A% por molécula (Fig. 10B). Por tanto, P3 puede adoptar una
conformacién mas perpendicular.

Las monocapas de P3 colapsaron a una presion de 15mN/m, mientras que las de P1
soportaron una presion mayor, de cerca de 30 mN/m. La isoterma del péptido N-terminal
de la alfa-sinucleina mostré una meseta a 15 mN/m antes de alcanzar presiones mas altas
(Fig. 11). Esta meseta indica que el péptido experimenta un cambio en su conformacion
interfacial. Es muy probable que la meseta se deba a la expulsion de la interfase del
segmento correspondiente a los residuos 16-30, como se observa en la isoterma del

péptido P3, el cual no resiste presiones superiores a 15 mN/m.
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Figura 10. Isotermas de presion de monocapas de los péptidos derivados de la alfa-sinucleina P1 (A) y
P3 (B). La subfase se componia de Tris 5 mM, pH 7.4 NaCl 100 mM, a una temperatura de 25 °C, con

una concentracion de péptido en la interfase de 4 uM.

El resultado sugiere que solo los primeros 15 aminodcidos de la alfa-sinucleina se
mantiene asociado a la interfase a altas presiones superficiales, como aquellas que se
encuentran donde hay mads cardiolipina, como las crestas mitocondriales. El modelo
actual para explicar la estructura y disposicién de la alfa-sinucleina en monocapas de
fosfolipidos implica que el segmento N-terminal de la proteina es responsable por la
asociacion con fosfolipidos(Alderson y Markley, 2013; Bartels et al., 2010), de la misma
manera se demostr6 que este segmento es esencial para la regulacion de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial(Shen et al., 2014), entonces, al investigar la
capacidad de cada péptido para interactuar con la membrana mitocondrial interna
(MMI), se formaron monocapas compuestas de forma similar a la MMI
(DOPC:DOPE:CL 45:28:22 m/m) en la interfase aire-agua, para después inyectar los

péptidos de la alfa-sinucleina (4 uM) en la subfase.
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Figura 11. Isoterma de presion del péptido correspondiente al segmento N-terminal de la alfa-
sinucleina. La subfase se componia de Tris 5 mM, pH 7.4 NaCl 100 mM, a una temperatura de 25 °C, con

una concentracion de péptido en la interfase de 4 uM.

Los péptidos P1 y P3, mostraron capacidad para perturbar e insertarse en la monocapa a
diferentes presiones superficiales (mi). La Fig. 12A muestra que la inyeccion de P1 en la
subfase, debajo de la monocapa de los fosfolipidos ya mencionados produce un
incremento instantdneo en la presion (Am) como consecuencia de la asociacion del
péptido con la monocapa. Un comportamiento similar se observé para el péptido P3
(Fig. 12B), la asociacion interfacial del péptido P1 con la monocapa, produce un mayor
incremento de la presion superficial que el péptido P3. Esto se podria deber a la ausencia
de un residuo de lisina en P3, sugiriendo esto que la asociacion y estabilizacion del
péptido en la pelicula interfacial, tiene un importante componente electrostdtico. Devi et
al., 2008, reportaron resultados similares, mostrando que el segmento N-terminal de la
alfa-sinucleina, que posee varios aminodcidos cargados positivamente, tiene un rol

critico al momento de interactuar con la mitocondria.

38



Presion superficial {mN/m)

P1 P3

70
Inyeccion de Inyeccion de
péptido A péptido B
60 Formacion B
Formacion l
1 1 1

100 200 300 400

Tiempo (segundos)

Figura 12. Insercion de los péptidos derivados de la alfa-sinucleina en monocapas de composicion
similar a la membrana mitocondrial interna DOPC:DOPE:CL (45:28:22 p/p). Cinética de insercion de
4 uM de los péptidos P1 y P3 inyectados en la subfase demonocapas preformadas a diferentes presiones.
Las presiones iniciales (i) fueron 10 ( Q20( @ 27( ® 38 Ay 40 mN/m (A). El ensayo se mantuvo a
25 °C, con una subfase compuesta de Tris SmM, pH 7.4 y NaCl 100 mM.

En la Fig. 13 se representd el incremento en la presion superficial (Am) frente a la
presion superficial inicial de la monocapafosfolipidica original (ni), tras la inyeccion de
una cantidad dada de cada péptido. Para ambos péptidos, el valor (Am) siempre baja
cuando 7i aumenta, como se esperaria si las moléculas de lipidos estuvieran densamente
empaquetadas, impidiendo la inserciéon de los péptidos. De estas gréificas se puede
calcular la presion critica de insercion (mc), la cual representa la maxima presion
superficial a la cual los péptidos son capaces de insertarse en la monocapa. Este
parametro depende de la composicion de la monocapa tanto como de la afinidad relativa
de los péptidos para asociarse con la pelicula interfacial (Bartels et al., 2010). Por lo

general, se asume que el empaquetamiento lateral de un lipido en una bicapa puede ser
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representado en una monocapa comprimida a una presiéon de ~30 mN/m. Por tanto,
moléculas con valores de m. mayores a 30 mN/m son consideradas como capaces de
interactuar e insertarse en mebranas lipidicas (Ghio, Kamp, Cauchi, Giese, & Vassallo,

2016b).
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Figura 13. Determinacion de la presion critica de insercion de los péptidos derivados de la alfa-
sinucleina P1 @y P3 (Q en monocapas compuestas de DOPC:DOPE:CL (45:28:22 razén molar). Se
relaciona el incremento de la presion superficial (Ax ) respecto a la presion superficial inicial (7i) de la
monocapa cuando se inyecta el péptido correspondiente. La subfase se componia de Tris 5 mM, pH 7.4,
NaCl 100 mM y la temperatura se mantuvo a 25 °C. La concentracion de péptido era de 4 uM. Las lineas
representan la regresion lineal que mejor representa la relacion entre las variables. La presion de

insercion critica fue calculada por extrapolacion del valor Aw= OmN/m

La presion critica calculada para la insercion del péptido P1 en la monocapa fue de cerca
de 42 mN/m, mientras que n. para el péptido P3 fue de cerca de 36 mN/m, entonces,
ambos péptidos exceden las condiciones de presion fisiologicas. Estos valores
diferenciales, muestran que son los residuos 1-15 los que tienen una asociaciéon mas

profunda con la monocapa.
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7. DISCUSION

La unién de la alfa sinucleina a membranas bioldgicas ha sido estudiada extensamente.
Los experimentos previos hacen uso de bicapas planas, vesiculas liposomales y micelas
que contienen fosfolipidos relevantes desde un punto de vista fisiolégico (Beyer, 2007).
Aunque se han demostrado distintas formas de unién de la proteina con las membranas,
hay un consenso: al unirse a la membrana bioldgica, la alfa sinucleina forma hélices alfa
anfipéticas mediante el segmento N-terminal y la region NAC (Fusco et al., 2014). Al
ser monitorizada por medio de la espectroscopia de dicroismo circular, la unién de la
proteina a lipidos le indujo un cambio de conformacién, de una estructura aleatoria a una
helicoidal, donde el contenido de alfa-hélice para la alfa sinucleina pasa del 2% al
71%(Alderson & Markley, 2013), estos porcentajes son comparables a las observaciones
reportadas en el presente estudio para los péptidos derivados del segmento N-terminal de
la alfa sinucleina. La unién a membranas de los mondmeros de alfa sinucleina parece
involucrar dos pasos: primero el anclaje por medio de los residuos 3-25 del segmento N-
terminal; seguido por un cambio de conformacién, de estructura aleatoria a una
helicoidal para los residuos 26-97, estos residuos actian como sensores de membrana
para determinar la afinidad de unién de la proteina; el dominio C-terminal exhibe una
débil interaccién con la superficie de las membranas (Bartels et al., 2010). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que los primeros 15 aminoacidos
de la alfa sinucleina son los principales responsables del anclaje a membrana,
perturbando en el proceso la regién hidrocarbonada de la misma, para el caso de los
residuos 16-30, la interaccion se da solo al nivel del grupo polar de los fosfolipidos,
sugiriendo que la interaccion lipido-péptido se basaria solo en los primeros 15
aminodcidos(Devi et al., 2008; Zigoneanu et al., 2012). Los resultados del presente
concuerdan con las observaciones anteriores, que revelan que la afinidad de unién del
segmento N-terminal no es uniforme(Robotta et al., 2012). Estos resultados no
solamente implican que la unién de la alfa sinucleina a la membrana mitocondrial
interna es un proceso iniciado por el segmento N-terminal, sino que sugieren también
que la afinidad de las regiones méas cercanas a la parte N-terminal de la proteina

interactian mds fuertemente que las mds distales a dicho segmento. La cardiolipina se
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asocié por muchos afios, de forma exclusiva, con la membrana mitocondrial interna,
donde conforma el 25% del total de fosfolipidos. Pero, de forma reciente, la cardiolipina
se ha encontrado en la membrana mitocondrial externa (~4%), especialmente en los
sitios de contacto que unen la membrana interna con la externa, debido a la estructura
hexagonal que es capaz de formar este lipido (Ghio et al., 2016b), de esta forma, es
posible que la asociacion de la alfa sinucleina en los sitios de contacto sea modulada por
los primeros quince residuos del segmento N-terminal de la proteina, respondiendo a
fuerzas elétricas e hidrofébicas mostradas por la habilidad del péptido P1 para
permanecer asociado a la interface a las altas presiones laterales causadas por la
cardiolipina, debidas a que este lipido incrementa las interacciones laterales entre los
lipidos de cada monocapa, asi mismo, y de forma simultinea, la cardiolipina disminuye
la cohesion de la membrana a concentraciones fisiologicas de la alfa sinucleina(Nichols-
Smith, Teh, & Kuhl, 2004). Reportes recientes demuestran la translocaciéon de la
cardiolipina a la membrana mitocondrial externa en respuesta a la presencia de alfa
sinucleina en la superficie de la membrana mitocondrial (Ryan et al., 2018), entonces, es
posible que los primeros 15 aminodcidos permitan el anclaje de la proteina a los sitios de
contacto, para que los siguientes residuos del segmento N-terminal participen en la
traslocacion de la cardiolipina. Sin embargo, se requieren experimentos futuros para

analizar la reorganizacion de los fosfolipidos mitocondriales.
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8. CONCLUSION

En conjunto con los datos reportados en la literatura, los resultados expuestos muestran
que la afinidad del segmento N-terminal hacia la mitocondria no es uniforme.
Aparentemente, los primeros 15 aminodcidos de la alfa sinucleina penetran mas
profundamente en los liposomas que simulan la membrana mitocondrial interna y
permanecen asociados a la misma, incluso a altas presiones interfaciales. EI
conocimiento actual sobre el papel desempefiado por la alfa sinucleina y la mitocondria,
asi como el rol desempefiado por la interaccion entre ellos, en el desarrollo de la
enfermedad de Parkinson es limitado, pero es posible que estos primeros 15 aminodcidos
de la proteina sean los primeros en interactuar y perturbar la funcién mitocondrial. Esta
interaccion se traduce luego en una serie de fallos celulares que podrian ser los causales

en la muerte neuronal y en el desarrollo posterior de la Enfermedad de Parkinson.
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