La union del azul de metileno a una hendidura
superficial inhibe la oligomerizacion y la fibrilacion

de la proteina pridnica.
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Resumen

Las enfermedades de plegamiento incorrecto de proteinas neurodegenerativas,
incluidas las prionopatias, comparten la caracteristica comiin de acumular
proteinas mal plegadas especificas, con un mecanismo molecular estrechamente
relacionado. La proteina pridnica mal plegada (PrP) genera oligbmeros solubles
que, a su vez, se agregan en fibras amiloides. La prevencion de la formacién de
estas entidades, crucialmente asociadas con las propiedades neurotoxicas y/o
infecciosas de la PrP anormal resultante, representa una estrategia terapéutica
atractiva para mejorar las prionopatias. Centramos nuestra atencién en el azul
de metileno (MB), un farmaco bien caracterizado, que esta en estudio contra la
enfermedad de Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos. Aqui, hemos
realizado un estudio in vitro sobre los efectos de MB en la oligomerizacion y
fibrilacién de PrP humana, ovina y murina. Demostramos que MB afecta la
cinética de oligomerizacion de PrP y reduce la cantidad de oligbmero en
aproximadamente un 30%, de manera dependiente del pH, mediante el uso de
metodologias SLS y DSC. Ademés, las imagenes TEM mostraron que MB
suprime por completo la formacion de fibras en una relacion molar PrP:MB de
1:2. Finalmente, la RMN revel6 una interaccion directa entre PrP y MB, que se
mapeo6 en una hendidura superficial que incluia una regién fibrilogénica de la
proteina. Nuestros resultados permitieron suponer un mecanismo de acciéon en
el que la unién de MB a la superficie de PrP interfiere notablemente con la via
hacia los oligbmeros y las fibras. Por lo tanto, el MB podria considerarse como
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un compuesto antiagregante general, que actiia contra las proteinopatias. Las
imagenes TEM mostraron que MB suprime por completo la formacion de fibras
en una relacion molar PrP:MB de 1:2. Finalmente, la RMN revel6 una
interaccion directa entre PrP y MB, que se mape6 en una hendidura superficial
que incluia una region fibrilogénica de la proteina. Nuestros resultados
permitieron suponer un mecanismo de acciéon en el que la union de MB a la
superficie de PrP interfiere notablemente con la via hacia los oligomeros y las
fibras. Por lo tanto, el MB podria considerarse como un compuesto
antiagregante general, que actia contra las proteinopatias. Las imagenes TEM
mostraron que MB suprime por completo la formacién de fibras en una relacion
molar PrP:MB de 1:2. Finalmente, la RMN revel6 una interaccion directa entre
PrP y MB, que se mape6 en una hendidura superficial que incluia una region
fibrilogénica de la proteina. Nuestros resultados permitieron suponer un
mecanismo de accion en el que la union de MB a la superficie de PrP interfiere
notablemente con la via hacia los oligbmeros y las fibras. Por lo tanto, el MB
podria considerarse como un compuesto antiagregante general, que actia
contra las proteinopatias. Nuestros resultados permitieron suponer un
mecanismo de accion en el que la union de MB a la superficie de PrP interfiere
notablemente con la via hacia los oligbmeros y las fibras. Por lo tanto, el MB
podria considerarse como un compuesto antiagregante general, que actaa
contra las proteinopatias. Nuestros resultados permitieron suponer un
mecanismo de accion en el que la union de MB a la superficie de PrP interfiere
notablemente con la via hacia los oligbmeros y las fibras. Por lo tanto, el MB
podria considerarse como un compuesto antiagregante general, que actia
contra las proteinopatias.
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Reflejos

» MB se encuentra actualmente en estudio para enfermedades
neurodegenerativas. » MB afecta significativamente la cinética de
oligomerizacion de PrP. » MB reduce la cantidad de oligomero de PrPy
suprime por completo la formacion de fibras. » RMN revel6 que PrP alberga
MB en una hendidura superficial. » MB puede considerarse un compuesto
antiagregante frente a proteinopatias.

o Anterior
e préximo
abreviaturas

PrP

proteina pridnica

MEGABYTE

azul de metileno

peso-OvPrP

PrP de longitud completa recombinante ovina de tipo salvaje (23—234)
AOvPrP

PrP truncada recombinante ovina (103—234)

MoPrP

PrP de longitud completa recombinante murina (23—231)
peso-HuPrP

PrP de longitud completa recombinante humana de tipo salvaje (23—
231)

ANUNCIO

enfermedad de alzheimer
Palabras clave

Proteina amiloidogénica

oligbmero de PrP
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fibra PrP
Agente anti-prion

Enfermedad neurodegenerativa

1. Introducciéon

Los trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer
(EA), las enfermedades de Parkinson y de Huntington, la demencia
frontotemporal y las enfermedades pridnicas se incluyen en la familia general de
patologias de plegamiento incorrecto de proteinas. Estas enfermedades
muestran una superposicion sustancial en sus mecanismos patologicos [1], [2],
siendo su principal caracteristica comun la formacion de oligbmeros seguida de
una disposicion fibrilar y el depdsito de proteinas mal plegadas en el

cerebro [3], [4].

En particular, las enfermedades pridnicas son una familia de patologias raras
pero mortales que afectan a los seres humanos, por ejemplo, la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob y varias especies animales, por ejemplo, la tembladera en
ovejas y cabras, y las encefalopatias espongiformes bovinas en el ganado. Se
acepta cominmente que estas enfermedades son causadas por un cambio
conformacional de la proteina prionica celular (PrP ¢ ), que es rica en hélice a, a
su conféormero insoluble rico en hojas 3, llamado scrapie PrP (PrP s¢) [5]. Cémo
se produce esta transicion conformacional atin no esta claramente aclarado, a
pesar de la plétora de estudios [5], [6], [7] . Todos los mecanismos propuestos
para describir la conversion de PrP ¢ en PrPsc sugiere un proceso de varios pasos
que incluye un paso de oligomerizaciéon/polimerizacion [7] , [8] . Basado en la
suposicion de que uno o mas de los diferentes estados conformacionales de PrP
involucrados (es decir, oligbmeros, protofibrillas, fibrillas de amiloide)
corresponden a la entidad infecciosa y/o téxica, actualmente se exploran varios
enfoques dirigidos a dichas especies anormales para intervenciones
terapéuticas. .

El tratamiento de las enfermedades pridnicas sigue siendo un desafio para la
comunidad cientifica y médica. Aunque se ha identificado una gran cantidad de
agentes antiprionicos, ninguno representa una cura eficaz. Por razones
pragmaticas, y dado que los mecanismos moleculares basicos en los trastornos
del plegamiento de proteinas estan estrechamente relacionados, parece
razonable suponer que algunos compuestos, con potencia antiagregacion en
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varios sistemas modelo de enfermedad y plegamiento de proteinas, también
podrian ser efectivos para las enfermedades prionicas. En consecuencia,
dirigimos nuestra busqueda de nuevos agentes antipridonicos a compuestos que
estan bien caracterizados con respecto a sus cualidades similares a las de las
drogas. Nos enfocamos en el azul de metileno (MB), que se ha utilizado
comunmente para el tratamiento de varias afecciones médicas durante al menos
120 afios [9]y actualmente se estad probando en ensayos clinicos de fase II en
AD [10].

MB es un colorante soluble en agua, perteneciente a la clase de fenotiazina. Este
compuesto esti aprobado por la Administraciéon de Drogas y Alimentos para
administracion oral o intravenosa para varias patologias. Desde un punto de
vista toxicologico, se sabe que el MB es poco téxico [10] y, lo que es més
importante, el MB puede atravesar la barrera hematoencefalica [11] , [12] ; por
lo tanto, es adecuado para alcanzar objetivos neuronales.

MB ha atraido recientemente una atencién cada vez mayor, porque se ha
demostrado que ralentiza la progresion de los pacientes con EA con una mejora
neta de la funcién cognitiva [10] . Sin embargo, su mecanismo de accion sigue
sin estar claro. A nivel molecular, se encontr6 que MB interfiere, in vitro, con la
agregacion de los péptidos AP ,.[13] , AP . y proteinas tau [14] . Ademéas, MB
puede antagonizar otras proteinas amiloidogénicas; de hecho, MB puede
modular la degradacion de poliglutamina, de una manera dependiente de la
maquinaria de chaperonas hsp70/hsp9o [15] , y perjudica la deposicion de la
proteina de union al ADN TAR (TDP-43) en un modelo de cultivo celular que
sobreexpresa un TDP- 43 variante [16] .

Aunque estos hallazgos respaldan la idea de que MB muestra propiedades
antiagregantes, aun no se ha explorado la posibilidad de una interaccién entre
PrP y MB. Un estudio importante centrado en las relaciones estructura-
actividad de la fenotiazina y realizado en células infectadas con priones ScN2a
de neuroblastoma mostré que MB era citotéxico para las células ScN2a y no
podia inhibir la formacion de PrP s¢[17] . Sin embargo, su accién no pudo ser
examinada de forma fiable debido a su toxicidad hacia estas células. Por otro
lado, en un estudio reciente, los globulos rojos suspendidos en plasma tratado
con MB se prepararon para transfusion de intercambio neonatal [18] .

En este escenario, el escaso conocimiento de la accion del MB sobre la proteina
pridnica, con respecto a otras proteinas amiloidogénicas, nos impuls6 a estudiar
los efectos de este compuesto en el proceso de agregaciéon de la PrP, mediante el
uso de un conjunto de metodologias biofisicas. Reportamos una interaccion
directa entre MB y PrP, que involucra principalmente el extremo C-terminal de
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la hélice H2 y una pequeia region alrededor de la hélice H1, que demostraron
poseer una alta propension a la agregacion [19]. Al diseccionar la accién de MB
a lo largo de la reaccion de polimerizacion de mondémeros a fibrillas,
demostramos la efectividad de este compuesto para antagonizar tanto la
oligomerizacion como la fibrilacién de PrP, al ralentizar la formacion de
oligbmeros de PrP, reducir su cantidad y suprimir por completo la formacion de
fibras. En conjunto, estos resultados nos permiten suponer un mecanismo de

accion de MB que bloquea el proceso de conversion de PrP.
2 . materiales y métodos
2.1 . Materiales

MB y tioflavina T (ThT), con una pureza > 95 %, se adquirieron de Sigma
Aldrich. MB se disolvié en el mismo tamp6n utilizado para la proteina, segtn los
experimentos (ver mas abajo). Las soluciones madre se filtraron con un filtro de
0,2 mm, se mantuvieron a 4 °Cy se prepararon frescas para cada experimento

independiente.
2.2 . Produccion de proteinas monomeéricas y oligoméricas.

La PrP de longitud completa de oveja OvPrP (variante A =¢ R 154 Q 7 ), la forma
truncada AOvPrP (103-234), la PrP de raton de longitud completa (MoPrP) y la
PrP humana de longitud completa (HuPrP) se expresaron en Escherichia coli y
se purifica como se ha descrito previamente [20] . Todos los mutantes de oveja,
OvPrP_H190A, OvPrP_H190KI208M se obtuvieron introduciendo las
respectivas mutaciones en el gen ARQ clonado en un vector pET22bC utilizando
el kit de mutagénesis QuickChange (Stratagene, La Jolla, CA).

Se usaron diferentes tampones para desalar la proteina en una columna de
desalinizacion HiPrep usando un equipo de cromatografia AKTA FPLC (GE
Healthcare): citrato de sodio 20 mM, pH 3,4; acetato de sodio 20 mM, pH

4,6; MOPS 20 mM, pH 7,0. La concentracion de proteina final se midi6 por
densidad 6ptica a 280 nm usando un coeficiente de extincion de

58718 M -1 cm = para wt-OvPrP, wt-MoPrP y wt-HuPrP y todos los mutantes y
un coeficiente de extinciéon de 18005 M -t c¢m 2 para AOvPrP, deducida de la

secuencia de aminoacidos.
2.3 . Cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC)

La ruta de oligomerizacion del mutante OvPrP_ H190KI208M se analiz6 por
SEC utilizando una columna de filtraciéon en gel TSK 4000SW (60 x 0,78 cm),
en citrato de sodio 20 mM, pH 3,4, a 20 °C. Varias soluciones de PrP, ala
misma concentracion, 40 uM, se calentaron a 50 °C durante tiempos de
incubacion que oscilaron entre 0 y 90 min, en un termociclador Perkin Elmer
GenAmp2400.
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La formacion de los oligobmeros O1y O3 se obtuvo calentando una solucién de
wt-OvPrP y wt-MoPrP (100 uM), en citrato de sodio 20 mM pH 3.4, a 60 °C
por 12 hy 50 °Cpor 8 min, respectivamente. Se recogieron fracciones

homogéneas de cada oligomero.
2.4 . Dispersion de luz estatica (SLS)

Los experimentos de cinética SLS se realizaron en un dispositivo casero con
cuatro laseres (407, 473, 533 y 633 nm) usando una cubeta de 2 mm. La
oligomerizacion de wt-OvPrP, wt-MoPrP y los mutantes OvPrP_H190Ay
OvPrP_H190KI208M se control6 en ausencia y presencia de MB a 50 °Cy en
citrato de sodio 20 mM, pH 3,4 o MOPS 20 mM, pH 7,0. La concentracion de
las muestras de proteinas estuvo en el rango de 30 a 50 puM y se analizaron
varias proporciones molares de PrP:MB. Para estimar el porcentaje de
disminucion de la intensidad de SLS en presencia de MB con respecto a aquella
sin MB, se consideraron los valores de SLS, después de 60 min, para cada
curva.

Para los experimentos de despolimerizacion, los oligbmeros O1y O3 se
incubaron en el dispositivo SLS en ausencia y presencia de MB a 75y 55 °C,
respectivamente. La concentracion de oligomeros utilizada fue de 8 uM y la
despolimerizacion se realizo utilizando una relacién molar oligobmero:MB de
1:4. El procesamiento de la senal se logré mediante un programa MatLab

casero.
2.5 . Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los termogramas de DSC se obtuvieron mediante un instrumento MicroCal
DSC con volimenes de celda de 0,5 ml, a una velocidad de exploracién de 60 y
90 °C/h. Todos los experimentos se realizaron con wt-OvPrP de longitud
completa a 50 uM, utilizando tres condiciones de pH diferentes: citrato de
sodio 20 mM, pH 3,4; acetato de sodio 15 mM, pH 4,6 y MOPS 20 mM, pH
7,0. Para cada condicion, se registraron al menos dos termogramas con y sin
MB, en una relacion molar PrP:MB de 1:4. Los termogramas DSC se analizaron
con el software ORIGINLab. La desconvolucion de las curvas DSC obtenidas a
pH 7,0 se logr6 mediante un programa MatLab casero aplicando el modelo
Lumry-Eyring para procesos irreversibles [21]. Para estimar el porcentaje de
oligbmeros formados en ausencia y presencia de MB, calculamos el area de los

picos desconvolucionados correspondientes a la segunda transicion.
2.6 . Resonancia magnética nuclear (RMN)

Las titulaciones de MB fueron seguidas por el registro de espectros de RMN
de: H -5 N HSQC de muestras de 0,2 mM de AOvPrP marcada con s N en
acetato de sodio 20 mM, pH 4,6 y MOPS 5 mM, pH 7,0, a 25 °C en un Varian
de 600 MHz . espectrometro. La sefial de agua fue suprimida por la secuencia
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de pulsos WATERGATE. Se realizaron adiciones de MB a partir de una solucion
madre para alcanzar las proporciones molares finales de PrP:MB de 1:1, 1:2, 1:5

y 1:10.
2.7 . Fibrilacion de PrP y microscopia electronica de transmision
(TEM)

La cinética de formacion de fibrillas se control6 utilizando un ensayo de union a
ThT. Los disolventes y las soluciones se filtraron utilizando filtros de 0,02 ym
antes de su uso. Se disolvieron wt-HuPrP y wt-OvPrP liofilizados en MES

50 mM, pH 6,0. MB se disolvi6 en agua hasta una concentracion final de 22—
220 uM. La reaccion de fibrilacion se inicié diluyendo la solucion madre de PrP
a una concentracion final de 22 uM en GdnHCl 2,0 M y MES 0,5 mM, pH

6,0. Se prepar6 una muestra de control sin MB y varias muestras, en diferentes
relaciones molares PrP:MB, y se incubaron inmediatamente a 37 °C. Durante la
incubacién, se recogieron alicuotas de las soluciones a intervalos de tiempo
regulares y se diluyeron en acetato de sodio 10 mM, pH 5,0 hasta una
concentracion final de PrP de 0,3 uM. Luego, se afadié ThT a una
concentracion final de 10 uM. Para cada muestra, los espectros de emision se
registraron utilizando un espectrofluorimetro Jasco 6200 con una cubeta de
paso opticode 2 mm x 10 mm y una longitud de onda de excitacion de

445 nm. Tanto las rendijas de excitacion como las de emision fueron de

5 nm. Se promediaron los espectros y se determiné la intensidad de
fluorescencia en el maximo de emision (482 nm). Para evaluar si MB podria
interferir con la emision de ThT, se registraron los espectros de fluorescencia de
las soluciones que contenian alternativamente solo ThT y tanto ThT como MB, a
la concentracion maxima utilizada para las muestras PrP-MB. La emision de
ThT fue la misma con y sin MB.

La morfologia de las fibrillas se analiz6 mediante TEM utilizando un
microscopio Zeiss EM9o02 (80 kV). Brevemente, se adsorbieron 10 uL de las
muestras de proteinas en rejillas Formvar recubiertas de carbono (Agar
Scientific). Luego, cada rejilla se lavo tres veces con agua, se tiiid con acetato de

uranilo al 2% y finalmente se seco al aire.
3 . Resultados
3.1 . MB interactua directamente con el estado fundamental de PrP

Para explorar la interacciéon de MB con la PrP plegada monomérica nativa,
llevamos a cabo experimentos de RMN a pH 4,6 y 7,0. La titulacién de AOvPrP
marcada con 15N (variante ARQ) con MB a pH 4,6 seguida de espectros de 15 N-HSQC no produjo variaciones
ni en los desplazamientos quimicos ni en la intensidad maxima hasta una
relacion molar PrP:MB de 1:10 (datos no mostrados). Este resultado fue
confirmado por experimentos de DSC (Fig. S1 complementaria) realizados en



wt-OvPrP a pH 4.6, que no mostraron variacion de la temperatura de fusion en
presencia de MB, lo que sugiere que MB no tiene ningtn efecto estabilizador o
desestabilizador en el nativo. estructura PrP.

Por el contrario, las titulaciones de RMN a pH 7,0 mostraron pequeias pero
claras perturbaciones de desplazamiento quimico de hasta nueve resonancias, a
saber, N146, N156, Y158, Y160, K188, T191, dos del tramo multitreonina T193-
196, presumiblemente T194 y T195 y Q215. ( Figura 1A ) . La identificacion de
estos picos nos permitié mapear la interaccion en una hendidura bastante
extendida en la superficie de la proteina (1024 A :), que podria albergar MB. La
hendidura esta revestida por alrededor de 20 residuos provenientes de la region
alrededor de la hélice H1 y principalmente de la hélice H2 y la region N-terminal
de la hélice H3 ( Fig. 1B y C). De los nueve residuos con cambios quimicos
perturbados por la adicion de MB, seis (N146, K188, T191, T194, T195 y Q215)
caen en la cavidad, y la mayoria de ellos estan ubicados en la punta C-terminal
de H2. Los residuos restantes fuera de la cavidad, Y158 e Y160, se encuentran en
el bucle que conecta la hélice H1 con la hebra S2, mientras que N156 es el altimo
residuo H1. La presencia dentro de la cavidad de un alto nimero de residuos
ionizables (1 Arg, 2 Lys, 1 His y 5 Glu), que pueden afectar la distribucion de
carga, explica bien la dependencia del pH de la interacciéon de la hendidura con
la molécula MB positiva ( Figura 1B y C). La carga efectiva de His180 y de cinco
Glu (pKa aproximado de 6 y 4, respectivamente) puede desempefiar un papel
clave en la atraccion de la molécula MB positiva, dentro del intervalo de pH
explorado de 4,6 a 7,0, siendo su pKa marcadamente influenciado por el
entorno proteico.
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Figura 1. Mapeo de la superficie de interaccion con MB en el estado
plegado nativo de PrP. (A) Superposicion del espectro de s N-HSQC de
AOVPTP (negro) con el espectro de AOvPrP titulado con MB (magenta) en
una proporcion molar de PrP:MB de 1:5. Se indica asignacion de las
resonancias que se desplazan méas de 0,03 ppm. (B) Representacion de
cinta de la estructura AOvPrP (pdbcode 1y2s). La hendidura de la
superficie de union estad sombreada. La cavidad esta revestida por
cadenas laterales de aproximadamente 20 residuos provenientes del
bucle S1H1 en azul (F144, N146), hélice H1 en azul ( E149 ), hélice H2 en
verde ( H180 , V183, N184, V187, K188 , T191, V192, T194, T195), bucle
H2H3 en naranja ( E199 ) y hélice H3 en rojo ( E203 , 1206,K207, E210,
R211, E214 , Q215). Los nueve residuos subrayados son ionizables. Los
nueve residuos con resonancias perturbadas por la adicion de MB se
dibujan como barras en magenta; los restantes se dibujan como lineas del
mismo color del elemento de estructura secundaria al que

pertenecen. (C) La misma representacion que en (B), girada unos

90°. (Para la interpretacion de las referencias al color en la leyenda de

esta figura, se remite al lector a la version web de este articulo).
3.2 . El azul de metileno afecta la cinética de la oligomerizaciéon de
PrP pero no la despolimerizacion

En trabajos previos se demostro6 que la PrP sufre un proceso de polimerizacion
tras el tratamiento térmico, acompafiado de la formacion de diferentes
poblaciones de oligbmeros, dependiendo de las especies de PrP, mutantes y
condiciones experimentales utilizadas [22] ,[23], [24] . En particular, a pH 3,4,

se demostro que la wt-OvPrP se oligomeriza en tres oligbmeros diferentes,
denominados O1, O2 y O3, mientras que la wt-MoPrP y la variante
OvPrP_H190A dan lugar principalmente a los oligobmeros O3 y O1,
respectivamente (consulte el esquema de reaccion en la Fig. 2 A—C ). Ademas,
hemos disefiado y producido un nuevo mutante, OvPrP_H190KI208M, para el
cual el perfil SEC correspondiente revel6 la formacién de O3 y ensamblajes
similares a fibrillas, denominados Po (Figura complementaria S2).
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figura 2 Cinética de polimerizacion de las diversas formas de PrP
ensayadas, en ausencia y presencia de MB. Curvas SLS de evolucion
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temporal, registradas monitoreando la senal de intensidad a 407 nmy a
pH 3,4 de (A) wt-OvPrP, (B) wt-MoPrP, (C) OvPrP_H190A, (D)
OvPrP_H190KI208M, y a pH 7,0 de (E) wt-OvPrP. Las curvas cinéticas
registradas en ausencia de MB se representan en negro, las curvas
cinéticas registradas con una relacion molar PrP:MB de 1:1 en rojo y con
una relacion molar PrP:MB de 1:3 en azul. El esquema de la reaccion de
oligomerizacion también se muestra en cada panel.

Para evaluar si MB interfiere especificamente en una ruta de oligomerizaciéon de
PrP en particular, monitoreamos la cinética de polimerizaciéon de wt-OvPrP, wt-
MoPrP y las variantes OvPrP_H190A y OvPrP_H190KI208M por SLS, en
presencia y ausencia de MB, a pH 3.4.

Las curvas cinéticas SLS de todas las formas de PrP probadas se muestran en

la Fig. 2 A-D. En todos los casos, los perfiles cinéticos obtenidos en presencia de
MB diferian de los obtenidos en ausencia de MB, y cuanto mayor era la
concentracion de MB, mas disminuia la intensidad de la senal de SLS.

Para obtener una estimacion cuantitativa del efecto de MB, evaluamos la
disminucion de la intensidad de SLS, que es indicativa de la tasa de
oligomerizacion o de la disminucion en el tamafio de los oligobmeros. Los
resultados mostraron que, a pH 3,4, MB disminuy¢ la intensidad de la sefial de
wt-OvPrP, wt-MoPrP y OvPrP_H190A en aproximadamente un 10 % con una
relacion molar PrP:MB de 1:1, y en aproximadamente un 15 % con una relacién
molar de 1 :3. Para la variante OvPrP_H190KI208M, la disminucién de la sefial
de intensidad de SLS fue de aproximadamente un 15 % y un 30 % en
comparacion con la proteina sola, en proporciones molares de PrP:MB de 1:1y
1:3, respectivamente.

Teniendo en cuenta que se observé una interaccion directa por RMN a pH 7,0,
también se realizaron experimentos cinéticos SLS a este pH en wt-OvPrP. Bajo
esta condicion, el tratamiento térmico de la proteina da lugar a la formacion de
ensamblajes de fibrillas principalmente O1y Po (ver esquema de reaccion en

la Fig. 2 E), como se describi6 previamente [24] . Curiosamente, la intensidad
de SLS disminuy06 en aproximadamente un 40 %, ya con una relacion molar
PrP:MB de 1:1, lo que indica un efecto significativamente mayor que con un pH
de 3,4 ( Fig. 2A). Este comportamiento general muestra claramente que MB es
capaz de ralentizar la tasa de oligomerizacion de PrP, tanto a pH 3,4 como a 7,0,
aunque el efecto es mucho mayor en condiciones neutras. En conjunto, estos
experimentos sugieren que MB afecta de manera mas eficiente la ruta de los
ensamblajes O1y Po que se ven favorecidos a pH neutro. Para determinar si la
disminucion de ensamblajes de oligbmeros se debe a su desestabilizacion en
presencia de MB, llevamos a cabo experimentos de despolimerizacion SLS en
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los dos oligbmeros mas representativos O1y O3, en ausencia y presencia de
MB. Las curvas de despolimerizacion isocinética SLS, que se muestran en la Fig.
3, indicaron que MB no afecta a la estabilidad de los conjuntos de oligbmeros.
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Figura 3 . Cinética de despolimerizacion de oligomeros de PrP. Curvas
SLS de evolucién temporal, registradas monitorizando la intensidad de la
senal en 407 nm, en ausencia y presencia de MB, a pH 3,4 de (A) O3y
(B) O1 oligbmero. Las curvas cinéticas registradas en ausencia de MB se
representan en azul, y las curvas cinéticas registradas en una relacion
molar PrP:MB de 1:4 estan en rojo.
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3.3 . MB limita la cantidad de oligbmeros de PrP

Para evaluar los efectos de MB en el proceso de despliegue/oligomerizacion de
PrP, se registraron termogramas DSC de wt-OvPrP, a pH 3,4 y 7,0, en ausencia
y presencia de MB. Los termogramas DSC, a ambos pH, mostraron dos picos
endotérmicos correspondientes a dos transiciones, en concordancia con
experimentos previos [25] , [26] . Estas dos transiciones se explicaron como un
proceso de oligomerizacion/desdoblamiento de PrP, seguido de un proceso de
despolimerizacion [25] .

En condiciones 4cidas, los termogramas con y sin MB son muy similares ( Fig.
4A) . El area de ambos picos, asi como las temperaturas de transiciéon en los dos
termogramas, son aproximadamente comparables, detectindose una pequena
reduccion del area solo para el segundo pico, en presencia de MB. Este hallazgo
indica que, a pH 3,4, el MB apenas influye en el proceso de
desplegamiento/oligomerizacion o despolimerizacion de la PrP.
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Figura 4 . Termogramas DSC de wt-OvPrP, en ausencia (en rojo) y
presencia (en azul) de MB, a (A) pH 3,4 y (B) pH 7,0. (C) Desconvoluciéon
de las curvas DSC experimentales obtenidas a pH 7,0. Las lineas
continuas corresponden a los datos C , experimentales . Los simbolos
representan las curvas C, predichas (en cian sin MB, en verde con MB)
de cada pico de transicion en el que las curvas globales se pueden
desconvolucionar. La relacion molar PrP:MB fue 1:4.

Por el contrario, en condiciones neutras, el termograma de wt-OvPrP con MB es
marcadamente diferente al de ausencia de MB. En particular, el area del
segundo pico se reduce considerablemente ( C, la deconvolucion de los primeros
picos, obtenidos con y sin MB, no muestra diferencias significativas. A
diferencia de la deconvolucion de los segundos picos, relativa a la
despolimerizacion de los oligbmeros formados en el primero transicion, revela
diferencias significativas tanto en el area superficial como en la temperatura de
transicion. De hecho, en presencia de MB, el area del pico se reduce en
aproximadamente un 28 %, lo que indica una disminucion significativa de la
formacion de oligbmeros, y la temperatura de transiciéon disminuy6 en
aproximadamente 4 _Fig. 4 B). Dado que esta area es proporcional a la cantidad
relativa de oligbmeros formados durante la primera transicion, los termogramas
se han desconvolucionado para obtener una estimacién cuantitativa de la
reduccion de oligomeros observada en presencia de MB. Como se muestra en la
Fig. 4 °C, de acuerdo con el modelo de Lumry-Eyring, en el que la concentracion
de oligbmeros es directamente proporcional a la segunda temperatura de
transicion [21], [26] .

Estos hallazgos confirman completamente que MB interfiere significativamente
con la formacion de oligobmeros de PrP a pH fisioldgico, al reducir tanto la tasa
de oligomerizacion, como se observa por SLS, y la cantidad de oligbmeros

formados a lo largo de la ruta de oligomerizacion.
3.4 .MB suprime por completo la formacion de fibrillas de PrP

Finalmente, también se estudio6 la accion del MB sobre la formacion de

fibrillas. Las fibrillas wt-HuPrP y wt-OvPrP se generaron a pH 6,0 en ausencia,
como control, y en presencia de MB. La formacion de fibrillas de PrP se controlo
mediante un ensayo de unién a ThT. En la Fig. 5 A y B se muestran las curvas
cinéticas de la formacion de fibrillas wt-HuPrP y wt-OvPrP, a diferentes
relaciones molares PrP:MB. Para ambas especies de PrP, en ausencia de MB, la
intensidad de la sefial de ThT aumenta gradualmente con una forma sigmoidea,
lo que indica la formacion de fibrillas de PrP. Diferentemente, en presencia de
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MB, dentro del rango 1:0 < PrP:MB < 1:2, se observa una fase de latencia mas
prolongada, que aumenta de manera dependiente de la dosis (consulte las
figuras complementarias S3A y B) y, con proporciones molares de PrP:MB
iguales o inferiores a 1:2, la formacion de fibrillas fue completamente inhibido
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Figura 5 . Inhibicion de la fibrilacion de wt-HuPrP y wt-OvPrP mediada
por MB. Mediciones de fluorescencia ThT de fibrilogénesis de (A) wt-
HuPrP y (B) wt-OvPrP en ausencia y presencia de varias concentraciones
de MB. Los resultados representan medias + DE (n = 3). Imagenes
TEM de fibrillas wt-HuPrP formadas (C) en ausencia de MB (como
control) y (D) en presencia de MB en una relacion molar HuPrP:MB de
1:5. Imagenes TEM de fibrillas wt-OvPrP formadas (E) en ausencia de
MB (como control) y (F) en presencia de MB en una relacién molar
OvPrP:MB de 1:5. Barra de escala: 0,5 pum.
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Las imagenes TEM ( Fig. 5 C-F) obtuvieron una valiosa confirmacién de que la

MB suprime la formacion de fibrillas . Tanto para wt-HuPrP como para wt-
OvPrP, se observaron estructuras fibrilares tipicas en ausencia de MB ( Fig. 5 C
y E). Por otro lado, al inspeccionar toda la cuadricula de EM, se observé muy
poco o ningin material fibrilar para las muestras incubadas con MB en
proporciones molares de PrP:MB inferiores a 1:2 ( Fig. 5 D y F). Las imagenes
TEM de las soluciones en relaciones molares PrP:MB superiores a 1:2 confirman
los resultados obtenidos por los ensayos de fluorescencia ThT, que muestran la
formacién de fibrillas, incluso si se detect6 una pequefia disminucién en la
cantidad de fibrillas (Fig. S3C-F complementaria). ).

4 . Discusion

Un campo ampliamente explorado en las enfermedades prionicas es la
evaluacion, principalmente in vitro, de compuestos que pueden interferir en la
conversion de PrP ¢ — PrP sy ser potencialmente utilizados como farmacos
contra estas enfermedades. Se han informado diferentes estrategias de
descubrimiento de farmacos [27], [28], [29] , pero para muchos de estos

compuestos, la potencialidad clinica no esta clara debido a obstaculos
farmacologicos. Por estas razones, buscamos una molécula conocida que
pudiera cumplir con las caracteristicas de seguridad requeridas para la
administracion de farmacos a humanos y animales, y que en realidad podria
considerarse para futuras investigaciones in vivo .aplicaciones Las propiedades
farmacocinéticas y toxicologicas del MB son bien conocidas. Mas importante
aun, se ha demostrado que MB traspasa la barrera hematoencefalica [11] , [12] v,
por lo tanto, es adecuado para atacar a la PrP en el cerebro. Los datos previos
sobre los efectos beneficiosos del MB para el tratamiento de la
neurodegeneracion debida al mal plegamiento y la agregacion de

proteinas [9], [10] sugieren una accion general del MB como compuesto
antiagregacion. En cuanto al prion, el MB ya fue investigado hace una

década [17] . En células infectadas con priones ScN2a de neuroblastoma, se
demostré que MB es citotoxico para estas células y no afecta la PrP s
formacion. De todos modos, cabe sefialar que su alta toxicidad para las células
ScN2a podria no haber permitido examinar su eficacia contra la formacién de
PrP sc[17] . Mas recientemente, se obtuvieron datos positivos sobre glébulos
rojos filtrados con priones tratados con MB utilizados para transfusiones
neonatales para reducir el riesgo de transmision de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob variante [18] . Por lo tanto, valdria la pena realizar mas
estudios. En este trabajo, proporcionamos la primera evidencia clara de un
efecto de MB en las vias de formacién de fibras y oligbmeros de PrP, in vitro, y
un mecanismo por el cual esto ocurre.
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Al diseccionar la accion de MB a lo largo de cada paso de la ruta de agregacion
de PrP, demostramos que MB (i) se une directamente a una hendidura
superficial de PrP nativa, (ii) afecta significativamente la tasa cinética de
oligomerizacion de todas las formas de PrP utilizadas, (iii) ) limita la cantidad
de oligbmeros formados durante el proceso de oligomerizacion/despliegue
inducido por calor, y (iv) suprime completamente la formacién de fibrillas.
Curiosamente, se observo sistematicamente una dependencia del pH de la
accion de MB, impulsada por la distribucion de carga variable de la hendidura
en la superficie de PrP, en todos los experimentos de RMN, SLS y DSC, aunque
estas técnicas midieron entidades distintas, en condiciones muy diferentes. A
pH 3,4 y 50 °C, el anélisis SLS mostr6 un menor efecto de MB en el proceso de
oligomerizacion de PrP con respecto al pH neutro. Por otro lado, solo a pH 7,0,
los experimentos de DSC y NMR mostraron una clara influencia de MB. De
hecho, DSC revel6 un marcado efecto de MB en los procesos inducidos por
calor. La titulacion por RMN revel6 una clara variacion del desplazamiento
quimico de 9 residuos de la PrP monomérica a temperatura ambiente. Los
principales efectos se observaron consistentemente a pH fisiologico, lo que
indica que MB es adecuado para actuar de manera eficiente in vivo. Vale la pena
sefialar que se observo un mayor efecto de inhibicion para la reaccion de
oligomerizacion que genera especies similares a fibras, como para el doble
mutante. Esto sugiere que MB puede tener una accion inhibidora dirigida hacia
la fibrilacién, lo que fue confirmado por experimentos TEM que indicaron
claramente la inhibicion completa de la formacion de fibrillas, por debajo de
una relacion molar PrP:MB de 1:2.

Nuestros resultados concuerdan con los datos de la literatura sobre otras
proteinas amiloidogénicas de las que se desprende que la oligomerizacion y/o la
fibrilacion son los pasos afectados por la MB, aunque su forma de accion parece
muy variable [13], [14], [15], [ 16] . De hecho, MB puede tener diferentes

objetivos y, por lo tanto, diferentes modos de accion antiagregacion. Para el
péptido AP .., Necula et al. [13] informaron que MB inhibe la oligomerizacion a
través de una estabilizacion del ensamblaje prenuclear AP ,. . En su
investigacion de los efectos sobre los oligbmeros solubles de AP ,. de MB y otras
moléculas aromaticas pequeinias, Ladiwala et al. [30]destacaron su acciéon de
remodelacion de agregados de proteinas maduras mediante la conversion de
oligbmeros solubles en agregados no toxicos fuera de ruta. Ademas, se ha
demostrado que MB bloquea la interacciéon de unién tau-tau, lo que inhibe la
formacion de filamentos de tau in vitro, aunque articulos recientes argumentan
la falta de efecto de MB sobre la agregacion de tau in vivo [14] , [31] . MB
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también es capaz de inhibir la formacion de fibrillas de TDP-43 mediante la
union de dimeros y oligbmeros [16] .

En cuanto a la PrP, cabe destacar que nuestros resultados in vitro no
contradicen los obtenidos por Korth et al. [17] , que se obtuvieron en
condiciones muy diferentes, especificamente en células de neuroblastoma
ScN2a infectadas por una cepa prionica dada. El presente estudio se realiz6 in
vitro usando una variedad de técnicas biofisicas. Creemos que nuestros
resultados pueden contribuir a comprender la accién de MB en los distintos
pasos en la ruta hacia la formacién de fibra.

Los potenciales agentes antipriénicos hasta ahora evaluados actian a través de
diferentes mecanismos. Se demostré que estos compuestos antagonizan la
conversion de PrP mediante una interaccion directa con la PrP

nativa [32],[33], [34] o actuando sobre las especies de PrP formadas a lo largo
de la ruta de oligomerizacion/fibrilacion [29] o secuestrando la autoinfecciosa. -
plantilla de propagacion PrP s<[35] . Nuestros resultados indican claramente
una interaccion directa entre MB y la PrP plegada monomérica nativa, a pH
fisiologico, y descartan una interaccion directa con las formas oligoméricas de
PrP. Especificamente, los experimentos de RMN mostraron que MB se une a
una hendidura externa que contiene residuos pertenecientes a la punta C-
terminal de la hélice H2 (Fig. 1 B). Esta parte, junto con la region alrededor de la
hélice H1, son regiones desprotegidas, que tienen una gran cantidad de enlaces
H de la columna vertebral expuestos al solvente [19]. De hecho, estos enlaces H
no estan protegidos contra la interacciéon del agua. Como resultado, las regiones
que incorporan dichos enlaces H son estructuralmente méas labiles y podrian
actuar como lugares de agregacion , lo que lleva a la polimerizacion

fibrilar [19].. En este escenario, la union de MB a la hendidura de la proteina
puede dificultar la formacion de oligbmeros y, por lo tanto, bloquear el camino
hacia la formacion de fibras. Sin embargo, cabe senalar que, aunque nuestros
resultados no muestran ninguna interaccion directa con las formas oligoméricas
de PrP, no descartan la hip6tesis de una inferencia de MB en intermediarios
tempranos que preceden a la formacion de oligbmeros.

En resumen, nuestro trabajo es el primero que muestra la gran potencialidad
del MB como compuesto antiagregante para la conversion de priones. La
hendidura expuesta al solvente ( Fig. 1 B y C) que encontramos alojando MB
encarna la punta C-terminal de la hélice H2, una region PrP estructuralmente
inestable conocida que puede favorecer estructuras parcialmente desplegadas
con un potencial resultante de agregacion [19]. Un farmaco como MB, que
encaja bien en la cavidad, puede comportarse entonces como un obstaculo
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eficaz para la agregacion. En particular, se avala la eficacia del MB en
condiciones fisiologicas, antagonizando tanto los procesos de oligomerizacion
como los de fibrilacion. Esta es una caracteristica muy valiosa de MB porque
interfiere con ambas formas de PrP que transmiten la toxicidad y la infectividad
en las enfermedades prionicas. De hecho, se informo6 que los oligbmeros
solubles o las fibrillas insolubles son neuroto6xicos in vitro e in vivo [36], [37],
mientras que las fibrillas de PrP también demostraron ser infecciosas. in

vivo [38] . En conclusion, estos resultados allanan el camino para la evaluacion

de MB en estudios in vivo y pruebas preclinicas para enfermedades priénicas.
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Exploracion de la influencia del azul brillante G en la
formacion de fibrillas de amiloide de lisozima

2019, Revista Internacional de Macromoléculas Bioldgicas

Extracto de la cita:

Estas pequefias moléculas inhibitorias incluyen los polifenoles que contienen
anillos fenolicos aromaticos naturales o sintéticos [32,49,50], el colorante
sulfonado rojo Congo y compuestos a base de benzofurano [51,52], compuestos a
base de acridina [53,54] y flavona derivados [55—57]. También se observaron
capacidades de supresion y/o modulacion de fibrillas en algunos compuestos
biocompatibles de bajo peso molecular, incluidos el azul de metileno [58,59], el
azul brillante FCF [12,60] y la eritrosina B [22]. El azul brillante G (BBG) no es
toxico, es biocompatible y es muy permeable a través de la barrera
hematoencefalica [61].

Mostrar resumen

Tauopatias de cuatro repeticiones
2019, Avances en Neurobiologia

Extracto de la cita:

No en vano, varios inhibidores de este tipo de agregacion proteica son efectivos
sobre diversos agregados proteicos asociados a enfermedades, lo que permite
clasificarlos como inhibidores de agregacion de amplio espectro
(antiagregantes). Varios antiagregantes de amplio espectro se sometieron a
evaluacion clinica, por ejemplo, leucometiltioninio (LMTM, azul de
leucometileno), que inhibe la formacion de agregados de amiloide beta (Irwin et
al., 2013), proteina pridnica (Cavaliere et al., 2013), tau (Hochgrafe et al., 2015) y
TDP-43 (Arai et al., 2010). E LMTM y sus derivados (p. €j., azul de metileno) no
mostraron beneficios clinicos en la EA y la FTD de leves a moderadas (Gauthier
et al.,, 2016).
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Mostrar resumen

Explorando los efectos del azul de metileno en la fibrilogénesis
amiloide de la lisozima

2018, Revista Internacional de Macromoléculas Bioldgicas

Extracto de la cita:

Es importante destacar que el azul de metileno se identifico6 previamente para
inhibir la agregacion de la proteina tau y evitar que los péptidos AB(1—40) formen
fibrillas de amiloide in vitro [62]. Ademas, la adicion de azul de metileno condujo
a la supresion tanto de la oligomerizacion como de la fibrilogénesis de la proteina
pridnica [63]. Por el contrario, se inform6 que el azul de metileno ralentiza la
oligomerizacion pero mejora la formacion de fibrillas de los péptidos AB(1—42)
[45].
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Investigacion de los efectos de la eritrosina B en la formacion
de fibrillas de amiloide derivadas de la lisozima

2017, Revista Internacional de Macromoléculas Biolégicas

Extracto de la cita:

Se sugiri6 que la diacetilcurcumina (un derivado sintético de la curcumina) es
capaz de inhibir la generacion de fibrillas amiloides derivadas de la lisozima de
gallina a través de la interaccion de sus grupos acetilo con el residuo Trp 63 de la
lisozima [47]. Ademas, se ha demostrado que varios colorantes biocompatibles
de bajo peso molecular, como el azul de metileno [48], el azul brillante FCF [49]
y el verde rapido FCF [50], tienen la capacidad de modular las fibrillas de
amiloide y/o anular la formacion de especies fibrilares derivadas. de lisozima de
gallina. La eritrosina B, también conocida como FD&C Red No. 3, es un tinte de
tetrayodofluoresceina, se utiliza ampliamente como colorante bioldgico y aditivo
de color en alimentos y medicamentos.
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