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1. INTRODUCCIÓN 

La acumulación de fibras amiloides está relacionada con desórdenes neurológicos tales como el Parkinson 

(PD), Alzheimer (AD), demencias con cuerpos de Lewy (DLBs), esclerosis lateral amiloide y la enfermedad 

de Huntington (HD) (1). Estos desórdenes están asociados con un mal plegamiento proteico debido a 

situaciones de estrés celular, mutaciones o sobreexpresión proteica; procesos que alteran el equilibrio entre la 

síntesis y degradación proteica, y provocan la acumulación de agregados proteicos que pueden resultar 

tóxicos. La célula tiene mecanismos intrínsecos cuya misión es mantener la proteostasis y la viabilidad celular, 

uno de estos mecanismos son los sistemas de chaperonas moleculares que intentan favorecer el plegamiento 

nativo y en el caso de un mal plegamiento y posterior formación de agregados, las chaperonas lo detectan y 

colaboran en la solubilización o eliminación de los agregados (2).  

Uno de los desórdenes neurológicos más comunes y complejos es la enfermedad del Parkinson, caracterizada 

por la muerte temprana de neuronas dopaminérgicas localizadas en la “sustancia nigra pars compacta” del 

cerebro (3). Esto provoca una deficiencia de dopamina en los ganglios basales que deriva en desórdenes en el 

movimiento (4, 5). Esta enfermedad resulta de la combinación de factores genéticos y ambientales, y a nivel 

morfológico se caracteriza por la presencia de cuerpos de Lewy (6). El componente principal de estos cuerpos 

son los depósitos de fibras formados mayoritariamente por proteína alfa-sinucleína mal plegada que tiende a 

formar agregados tanto en el núcleo como en el citoplasma de las neuronas. 

Alfa-sinucleína (-syn) es una proteína con carga neta negativa que pertenece a una familia con tres 

miembros: alfa-, beta-, y gamma-syn. -syn se encuentra principalmente en los terminales presinápticos 

asociada a vesículas sinápticas. Aunque la función exacta de esta proteína no se ha determinado, se relaciona 

con el tráfico vesicular y la regulación de la exocitosis de vesículas. Además, -syn participa en el ensamblaje 

del complejo SNARE, asociado con la liberación de neurotransmisores (7). En el sistema nervioso central 

presenta dos isoformas, una forma predominante en el citosol intrínsecamente desordena y otra forma con un 

alto porcentaje de componente alfa helicoidal que se encuentra asociada a membranas (8, 9).  

La secuencia de -syn se compone de 140 aminoácidos y se puede dividir en tres regiones con distintas 

propiedades estructurales y dinámicas (10, 11): un segmento amino-terminal (residuos 1-60) con carga neta 

positiva, un componente no amiloide (NAC; residuos 61-95), y la región carboxilo-terminal (residuos 96-140) 

con carga negativa. La región N-terminal y NAC contienen repeticiones de una secuencia consenso 

(KTKEGV) y son considerados segmentos que pueden plegarse en α-hélices. Además, estos dos segmentos 

son los encargados de interaccionar con las membranas lipídicas mediante un cambio de estructura 

desordenada a α-hélice, mientras que la región C-terminal se mantiene desestructurada y expuesta al medio 

(12). 

-syn responde a las características de las bicapas lipídicas a las que se une, tales como su curvatura, presencia 

de rafts lipídicos o separaciones de fases; adoptando distintas conformaciones. De esta manera, se ha 

observado que -syn muestra una mayor afinidad por aquellas membranas lipídicas cargadas negativamente 

o que contienen los denominados “defectos de empaquetamiento”. Estos últimos son dominios de baja 
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densidad y alta exposición de lípidos al medio acuoso debido al desajuste entre la estructura del lípido y la 

curvatura de la membrana (13, 14). Por otro lado, se ha observado que -syn se une mejor a vesículas 

unilamelares (SUV o LUV) que a vesículas multilamelares (MLV) dado que la concentración de lípidos 

expuestos al medio acuoso en estas últimas es mayor (12).  

Ambas isoformas, tanto el monómero nativo desordenado como la forma unida a membranas rica en -hélices, 

son capaces de sufrir los cambios conformacionales que resultan en la formación de estructuras ricas en hojas 

beta. -syn se encuentra en un equilibrio dinámico, en el que el monómero puede agregar primero en 

oligómeros de distinto tamaño que se estabilizan por medio de interacciones entre las hojas beta. Éstos pueden 

formar protofibrillas insolubles de mayor peso molecular que pueden polimerizar dando lugar a las fibras 

amiloides identificadas en los cuerpos de Lewy, que contienen un alto porcentaje de hojas  cruzadas (15). 

Este proceso tiene una fase inicial muy lenta, denominada fase de latencia o fase lag en la cual se forman 

núcleos de agregación que forman en un primer lugar estructuras oligoméricas. Los oligómeros, por un lado, 

si tienen una estructura en hojas  antiparalelas pueden acumularse en la célula llegando a ser tóxicos, mientras 

que aquellos que no tienen una estructura secundaria definida continúan el proceso de agregación de forma 

exponencial hasta fibras (16,17,18). Una de las cuestiones que está todavía sin resolver es cuál es el 

mecanismo que inicia la transición de -syn desplegada a fibras ricas en hojas . 

En células sometidas a estrés, las chaperonas moleculares constituyen una primera línea de defensa 

reconociendo las proteínas mal plegadas, dirigiéndolas a su degradación o estabilizando sus intermediarios 

conformacionales para favorecer su replegamiento, previniendo así, la formación de fibras. Una chaperona 

molecular se define como cualquier proteína que interacciona y ayuda en el proceso de plegamiento o 

ensamblaje de otra proteína sin ser parte de su estructura final (19). En el Parkinson, las primeras evidencias 

sobre la implicación de las chaperonas moleculares se observaron en estudios in vivo donde se detectó la 

sobreexpresión de las chaperonas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 y Hsp27 asociadas a la presencia de cuerpos 

de Lewis (20). En concreto, se ha co-localizado Hsp 70 en agregados de-syn en cerebros con PD (21). 

Hsp70 es una clase de proteína ampliamente distribuida, implicadas en un gran número de controles de calidad 

proteica, incluyendo proteínas plegadas de novo, replegamiento de proteínas desnaturalizadas por estrés, 

transporte proteico, translocación en membrana, y degradación proteica. Además, la Hsp 70 humana junto 

con DnaJB1 (componente Hsp40) y Hsp 110 (Apg2) que actúan como co-chaperonas, forman una máquina 

desagregasa que consigue despolimerizar eficientemente agregados estables de -syn y convertirlos en 

especies menos tóxicas (22). Estos datos relacionan los agregados de -syn con el sistema de Hsp70, capaz 

de actuar tanto para prevenir la agregación como para eliminar los agregados. 

Se ha estudiado tanto el proceso de plegamiento como el de agregación tanto en presencia de vesículas 

lipídicas (23) como en presencia de chaperonas moleculares (22), pero aun así el conocimiento asociado a los 

mecanismos de toxicidad mediados por -syn es limitado. Actualmente, los métodos in vitro más utilizados 

para la formación de fibras son la utilización de ultrasonidos, bicapas o monocapas lipídicas y agitación. En 

este trabajo, se intentará recrear la cinética de agregación de -syn en presencia de vesículas lipídicas ya que 
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consideramos que es el método más fisiológico. Además, se caracterizará en todo momento las fibras 

obtenidas en comparación con las obtenidas por agitación. Por otro lado, se va a estudiar la capacidad de las 

chaperonas moleculares del sistema Hsp70 de disolver los agregados amiloides. Ya que, aunque la unión de 

-syn a membranas está ampliamente caracterizada, la implicación de las mismas en la transformación de -

syn monomérica a fibras todavía no se entiende completamente, así como tampoco la acción del sistema de 

chaperonas moleculares.  

Sabemos que la formación de agregados amiloides de -syn por interacción por liposomas unilamelares y 

bicapas lipídicas en general depende de su composición lipídica, de la relación molar lípido/proteína de las 

mezclas e incluso, del grado de curvatura de la bicapa (23, 24). En nuestro ensayo vamos a usar liposomas 

unilamelares de 100 nm de DMPS (lípido con carga negativa) con los que -syn interacciona con alta afinidad. 

Para optimizar el procedimiento se utilizan LUVs ya que tienen mayor estabilidad que los SUVs (24). La 

interacción de la proteína con los liposomas aumenta la concentración local de -syn lo que va a favorecer el 

proceso de agregación que se seguirá por medio de cambios en la fluorescencia de Tioflavina T (ThT) lo que 

nos permitirá optimizar la relación molar lípido/proteína para obtener agregados y fibras. A continuación, se 

tratará de caracterizar las fibras obtenidas en presencia de liposomas y aquellas obtenidas únicamente con 

agitación comparando los resultados, para ello se utilizarán los patrones obtenidos tras la digestión de las 

fibras por proteinasa K, y se estudiarán las conformaciones y tamaños de dichas fibras por dicroísmo circular 

(DR) y dispersión dinámica de luz (DLS), respectivamente. Por último, una vez caracterizadas las fibras se 

procederá a estudiar el proceso de solubilización por chaperonas humanas.  

2. OBJETIVOS 

 Optimización y caracterización del proceso de agregación de -syn en presencia de vesículas lipídicas 

de DMPS. 

 Caracterización y ensayo de solubilización de fibras de -syn por chaperonas humanas. 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 MATERIALES 

Proteínas ― Proteinasa K (PK), seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma – Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados 

Unidos), Heat shock chaperone 70 (Hsc70), J-protein B (JB1), ATP and peptide-binding protein in germ cells 

2 (Apg-2) (purificadas en el propio laboratorio). Anticuerpos ― Anticuerpo monoclonal de conejo anti-alfa 

sinucleína humana (ab138501) (Addgene), Anticuerpo Anti-IgG de conejo unido a HRP #7074 (Cell 

Signaling Technology, Inc., Leiden, Holanda). Reactivos ― Tioflavina T (ThT), Isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG), Ampicilina (Amp), adenosin trifosfato (ATP), fosfoenolpiruvato (PEP), Dodecil 

sulfato (SDS), Tween 20 adquiridos en su mayoría de Sigma – Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados 

Unidos). Lípidos― 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DMPS) (Avanti Polar Lipids, Inc., 

Alabaster, Alabama, Estados Unidos). 
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3.2 PRUEBA DE SOBREEXPRESIÓN DE α-SINUCLEINA 

Transformación en BL21 (DE3) ― Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) electro-competentes 

mediante electroporación en Gene Pulser Xcell (BioRad). Las células transformadas con el plásmido pT7-7 

que contenía la secuencia de la proteína α-sinucleína A140C se seleccionaron en placas de medio LB agar con 

Ampicilina (100 μg/mL).  

Expresión — Para preparar un stock concentrado de células, se dejaron crecer cultivos celulares de E. coli 

BL21 (DE3) transformadas con el plásmido pT7-7- α-syn A140C a 37 ºC con agitación en medio LB (25 mL) 

con ampicilina (100 μg/mL) durante toda la noche. Al día siguiente se inocularon cuatro matraces con medio 

LB (45 mL) con Ampicilina (100 μg/mL) con 2 mL del medio saturado y se dejó crecer hasta alcanzar una 

O.D.600=0.6-0.8. A continuación, se indujo la expresión de la proteína añadiendo 1 mM IPTG manteniendo el 

cultivo a 37 ºC durante 4 horas.  

Las células se recolectaron por centrifugación durante 10 min a 4 ºC en una centrífuga Beckman Avanti J25 

con un rotor JA-20 a 5000 x g (Beckman Coulter, Fullerton, CA) y se resuspendió el sedimento en 5 mL de 

tampón de lavado (30 mM Tris-HCl pH 7.2, 40% sacarosa, 2 mM EDTA). Se incubó 10 min a temperatura 

ambiente y se centrifugó durante 20 min a 4 ºC a 22000 x g en una centrífuga Beckman Avanti J25 con un 

rotor JA 14 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se resuspendió el sedimento en 2 mL de tampón de choque 

osmótico (25 mM Tris-HCl pH 8, 2.5 mM MgCl2) para romper la membrana del periplasma. Para separar la 

fracción celular de los componentes del periplasma, se centrifugó durante 20 min a 4 ºC a 22000 x g 

recogiendo en el sobrenadante la proteína de interés (25).  

Electroforesis en SDS-PAGE ― Las muestras recogidas durante la prueba de sobreexpresión de la proteína 

fueron analizadas mediante una electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida. Las muestras se prepararon en 

tampón de carga (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 4 % (p/v) glicerol, 4 % (p/v) SDS, 0.02 % (p/v) azul de bromofenol, 

100 mM β – mercaptoetanol) y no se hirvieron para evitar posibles alteraciones de la estructura de la proteína. 

El gel se corrió en tampón 200 mM glicina, 25 mM Tris – HCl pH 8.3, 1 % (p/v) SDS y en sistemas de 

electroforesis mini – PROTEAN 3 (Bio – Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) a un voltaje 

constante de 180 V. Finalmente, los geles se tiñeron con una solución de azul de Coomassie (Coomassie 

Brilliant Blue R – 250 0.1 % (p/v), metanol 40 % (v/v) y ácido acético 10 % (v/v)) durante 30 minutos en 

agitación a temperatura ambiente, y se destiñeron en esta misma solución sin azul de Coomassie (Figura 1A). 

3.3 PURIFICACIÓN DE α-SINUCLEINA 

Se inocularon cuatro matraces que contenían medio LB (35mL) y Ampicilina (100 μg/mL), con E. coli BL21 

(DE3) transformadas con pT7-7 α-syn A140C y se dejó crecer durante toda la noche a 37 ºC. Se realizó un 

salto de escala a medio LB (750 mL) con Ampicilina (100 μg/mL) y se dejó crecer hasta alcanzar una 

O.D.600=0.6-0.8, momento en el que se indujo la expresión con 1 mM IPTG durante 4 horas a 37 ºC.  
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Las células se recolectaron por centrifugación durante 10 min a 4 ºC en una centrífuga Beckman Avanti J25 

con un rotor JLA-9.1000 a 5000 x g (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se obtuvo la proteína de interés como 

se ha descrito anteriormente y se sometió a ultrasonidos en 5 ciclos de 20s.  

La muestra se filtró con filtros de 0.2 μm y se cargó en una columna de intercambio aniónico HiLoad Q-

Shepharosa 26/60 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido).-syn se eluyó en 25 mM Tris-HCl pH 8 

con un gradiente de sal de 0 mM a 600 mM NaCl.  

Las fracciones obtenidas se analizaron por electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida (Figura 1B y C). 

Aquellas fracciones que contenían la proteína-syn pura se dializaron durante toda la noche en 25 mM Tris-

HCl pH 7.5. La proteína total se concentró en filtros Amicon de 3 kDa y su concentración final se midió 

mediante el método descrito en (26). Por último, se analizó la proteína purificada mediante otra electroforesis 

SDS-PAGE 15% acrilamida (Figura 1D). Esta proteína se utilizará en estudios futuros. En este trabajo se 

utiliza -syn nativa obtenida de la misma manera que se ha descrito para el mutante.  

Figura 1. Sobreexpresión y purificación de α-sinucleína. Electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida en tampón 200 mM glicina, 

25 mM Tris – HCl pH 8,3, 1 % (p/v) SDS  a 180V. Tinción con azul de Coomassie. A) Prueba de sobreexpresión. Calles: patrón de 

peso molecular, (1) proteínas iniciales, (2) proteínas tras la inducción de la expresión de α-syn por IPTG, (3) proteínas presentes en el 

medio debido a rotura celular tras la precipitación de las células, (4) proteínas presentes en el periplasma, (5) proteínas descartadas. B 

y C) Calles: Patrón de peso molecular y fracciones obtenidas tras la purificación de α-syn (1-14). D) Calles: patrón de peso molecular 

y α-syn purificada.  

3.4 PREPARACIÓN DE LUVs 

1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DMPS) se disolvió en una mezcla cloroformo:metanol (2:1 

v/v) y a continuación, se evaporó el disolvente orgánico aplicando un flujo de nitrógeno. Para retirar cualquier 

resto de disolvente se mantuvo la muestra durante 2 horas en vacío.  

La muestra se hidrató en 20mM tampón fosfato (NaH2PO4/NaH2PO4) pH 6.5 realizando tres ciclos de 

agitación e incubación a 45ºC durante un minuto, manteniendo la muestra siempre a una temperatura superior 

a la temperatura de transición del lípido. La solución se congeló y descongeló 10 veces usando nitrógeno 

líquido y baño de agua a 45ºC, respectivamente. La preparación de vesículas unilamelares grandes (LUVs) se 

realizó mediante el método de extrusión a 45°C utilizando filtros de policarbonato Whatman de 0.1 µm de 

diámetro de poro (27).  

Tras la extrusión, se midió la concentración de los LUVs con el método descrito en (28), y se comprobó el 

tamaño de los mismos mediante un sistema de dispersión dinámica de luz (DLS) Zetasizer Nano ZSP (Malvern 

A B C D 
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Instruments, Malvern, UK). El tamaño medio de la población mayoritaria de LUVs es de 100 nm, si bien se 

aprecia la aparición de otra población en torno a los 2.000 nm (Figura 2A). Esta población es debida a la 

agregación de las vesículas y la población se incrementa con el tiempo, al igual que el rango de su diámetro 

(3000 nm) (Figura 2B), motivo por el cual, se decidió realizar los ensayos inmediatamente después de obtener 

los LUVs tras la extrusión.  

 

Figura 2. Distribución del tamaño de la población de LUVs. Diámetro de los LUVs medido mediante DLS 2 horas después de la 

preparación (A) y tras 5 horas (B). Se muestra la media y la desviación estándar de cada uno de los valores representados (n=17). 

Tras observar este fenómeno de agregación de las vesículas se decidió preparar las muestras inmediatamente 

después de obtener los LUVs tras la extrusión. 

3.5 AGREGACIÓN EN PRESENCIA DE LUVs 

Preparación de muestras― α-syn (50 μM) se incubó en tampón 20 mM fosfato sódico pH 6.5 en presencia 

de 50 μM de ThT y concentraciones crecientes de LUVs de DMPS (450-1800 μM) en un volumen final de 

125 μl. Para la obtención de fibras, se realizó este experimento a una concentración de 200 M α-syn y 

concentraciones de 200 y 600 M de LUVs sin ThT. 

Obtención de datos― El cambio en la señal de fluorescencia de ThT se monitorizó usando un lector de placas 

Synergy™ HTX Multi-Mode (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, Estados Unidos) en condiciones 

estáticas, λex= 400/30 nm, λem= 485/20 nm y T=  30 ºC. Para el experimento se utilizaron placas de 96 pocillos 

Corning (3881, poliestireno, negras con fondo transparente) y superficie antiadherente, midiendo la 

fluorescencia en la parte superior de los pocillos. A T=30 ºC los lípidos de los liposomas que interaccionan 

con la proteína se mantienen en fase fluida. Los datos de fluorescencia se han corregido restando la 

contribución del tampón y de los liposomas.  

Modelo y análisis de la cinética de agregación ― Las cinéticas de formación de fibras se pueden describir 

como curvas sigmoideas con una fase de latencia o fase lag caracterizada por un cambio pequeño en la señal 

de fluorescencia, un incremento exponencial de la intensidad de fluorescencia y un plateau con valores de 

intensidad de fluorescencia constantes que indican el final de la formación de fibras. Los valores de 

fluorescencia obtenidos se representan en función del tiempo y se ajustan a una curva sigmoidea utilizando la 

siguiente ecuación en SigmaPlot:  

𝑌 = 𝑌0 + 𝑎𝑚𝑎𝑥/(1 + 𝑒𝑥𝑝 − ((𝑋 − 𝑋0)/𝑏) 

B A 

(1) 
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Donde Y es la intensidad de fluorescencia, Y0 es la fluorescencia en la fase lag, amax es la fluorescencia 

máxima, X es el tiempo, X0 es el tiempo en el cual la fluorescencia es la mitad del máximo y b es 1/kapp siendo 

kapp la constante aparente de velocidad de agregación. La duración de la fase lag se calcula como X0-2b (29). 

3.6 AGREGACIÓN POR AGITACIÓN 

Se incubó 100 μM α-syn en tampón 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl y 0.05% azida en un volumen 

total de 400 μl durante 8 días a 37 ºC y 1000 rpm en un sistema Thermomixer R (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania).  

3.7 PURIFICACIÓN DE LAS FIBRAS 

Purificación de las fibras formadas en presencia de LUVs― Cuando las muestras que contenían ThT 

alcanzaron el plateau durante la cinética de agregación, las muestras sin ThT (200 M α-syn y 200 y 600 M 

de LUVs) se centrifugaron para recolectar las fibras. Para ello, se centrifugaron 30 min a 90.000 x g y 20 ºC 

en una ultracentrífuga Optima Max con rotor TLA-100 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) realizando 3 

lavados seguidos de centrifugación con tampón de replegamiento (40 mM Hepes-KOH pH 7.6, 50 mM KCl, 

5 mM MgCl2, 2 mM DTT). El sedimento de la última centrifugación se resuspendió en el mismo tampón. 

Purificación de las fibras formadas en agitación― Se centrifugaron las muestras 15 min a 16.000 x g y 4 ºC 

en una microcentrífuga Sorvall™ Legend™ Micro 17 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

Estados Unidos) realizando 3 lavados con centrifugación y tampón de replegamiento y, en la última 

centrifugación, resuspendiendo el sedimento en el mismo tampón. 

Cuantificación de las fibras― La concentración de fibras se estimó diluyendo en cloruro de guanidinio 8 M 

las fibras resuspendidas en tampón de replegamiento, y midiendo la absorbancia a 275 nm, usando un  

coeficiente de extinción molar 5606 M-1cm-1. 

3.8 DISPERSIÓN DINÁMICA DE LUZ  

Se utilizó dispersión dinámica de luz (DLS) para determinar la distribución de tamaños de las fibras formadas 

en ambos casos, en agitación y en presencia de LUVs. Las fibras resuspendidas en tampón de replegamiento 

se diluyeron hasta una concentración de 5 μM en agua miliQ y se analizaron en un sistema de DLS Zetasizer 

Nano ZSP (Malvern Instruments, Malvern, UK). Como muestra control se utilizó 100 μM de monómero.  

3.9 DICROÍSMO CIRCULAR  

Se utilizó dicroísmo circular (DC) para determinar la estructura secundaria de las fibras purificadas. En esta 

técnica se utiliza luz polarizada circularmente que será absorbida de distinta manera por la muestra en función 

de su estructura. Midiendo la diferencia de luz polarizada circularmente transmitida a la izquierda y a la 

derecha, se calcula el valor de la elipticidad que corresponde con:  

𝜃 =
2.303 ∙ (𝐴𝐿 − 𝐴𝑅) ∙ 180

4𝜋
 (𝑔𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠) (2) 
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Donde AL es luz transmitida a la izquierda y AR a la derecha. Para poder comparar los resultados de las 

distintas muestras, se expresa la actividad óptica en elipticidad molar por residuo:  

[𝜃]𝑀𝑅𝐸 =
𝜃 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑔𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠

𝑐𝑀 ∙ 𝑙𝑚𝑚 ∙ 𝑛𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎
(𝑑𝑒𝑔 ∙ 𝑐𝑚2 ∙ 𝑑𝑚𝑜𝑙−1) 

Donde cM es la concentración de la muestra, lmm el paso óptico y nmolécula el número de residuos de la molécula. 

Las fibras resuspendidas en tampón de replegamiento se diluyeron en agua miliQ a una concentración de 5 y 

20 μM las fibras formadas por agitación y a 5 μM las formadas en presencia de LUVs. A continuación, se 

midió su estructura secundaria mediante dicroísmo circular en un espectropolarímetro Jasco J-810 en el 

intervalo de longitudes de onda 210-250 nm. El espectro final se obtiene de la media de 15 medidas 

individuales. El espectro final se corrigió mediante un algoritmo de desplazamiento de media en el programa 

de análisis del sistema Jasco.  

3.10 DIGESTIÓN POR PROTEINASA K 

Las fibras resuspendidas en tampón de replegamiento se diluyeron a una concentración de 40 μM en 25 mM 

Tris-HCl pH 7.4 y 100 mM NaCl y fueron tratadas con concentraciones crecientes de proteinasa K (PK) (0, 

0.1 y 0.4 ug/ml) a 37 ºC durante 20 minutos. La reacción se paró añadiendo 5 mM fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) seguido de 3 M tiocianato de guanidinio para disolver la muestra, que se incubó 

durante una hora a temperatura ambiente. Por último, se diluyeron las muestras en tampón de carga y agua 

hasta una concentración de 2 M de tiocianato de guanidinio, y se hirvieron a 95 ºC durante 5 minutos. Como 

control se utilizó 40 μM de α-syn monomérica tratada igual pero sin añadir el agente caotrópico. 

El gel se corrió en tampón 200 mM glicina, 25 mM Tris – HCl pH 8.3, 1 % (p/v) SDS utilizando sistemas de 

electroforesis mini – PROTEAN 3 (Bio – Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) a un voltaje 

inicial de 60 V para permitir la entrada de la muestra y, a continuación, a un voltaje constante de 180 V. 

Finalmente, los geles se tiñeron con una solución de azul de Coomassie y se destiñeron en esta misma solución 

sin azul de Coomassie. Los geles fueron cuantificados con el programa informático ImageJ. 

3.11  ENSAYO CON DESAGREGASAS 

Solubilización de fibras― Las fibras resuspendidas en tampón de replegamiento se incubaron a una 

concentración de 2 μM en disoluciones que contenían 10 μM Hsc70, 5 μM JB1, distintas concentraciones de 

Apg2 (0-10 μM) y sistema regenerador (2 mM ATP, 3 mM PEP, 20 ng/µL PK) durante 5 horas a 30 ºC sin 

agitación. Por último, se centrifugaron 30 min a 16.000 x g y 4 ºC, añadiendo al sobrenadante tampón de carga 

y resuspendiendo el sedimento en el mismo tampón. 

Western blot― Las muestras obtenidas tras la resolubilización de las fibras se separaron mediante una 

electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida. El gel se corrió en tampón 200 mM glicina, 25 mM Tris – HCl pH 

8.3, 1 % (p/v) SDS y en sistemas de electroforesis mini–PROTEAN 3 (Bio – Rad Laboratories, Hercules, 

California, Estados Unidos) a un voltaje constante de 180 V. Una vez las bandas están completamente 

separadas se procede a realizar la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 µm de poro (GE 

(3) 



9 
 

Healthcare LifeSciences, Chicago, Illinois, Estados Unidos) en tampón de transferencia (50 mM Tris, 386 

mM Glicina, 0.10 % (p/v) SDS) con un amperaje constante de 0,5 A durante dos horas a 4ºC en un sistema 

Mini Trans-Blot® Cell (Bio–Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos). A continuación, se 

bloquearon las uniones inespecíficas con leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0.05% Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo cual, se incubó con el anticuerpo primario a 

una concentración 1:5000 en leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T durante toda la noche a 4 ºC en agitación. 

Tras tres lavados de 10 min con TBS-T, se incubó con el anticuerpo secundario a una concentración 1:2000 

con leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T y se volvieron a realizar otros tres lavados de 10 min con TBS-T.  

Las membranas se revelaron mezclando los reactivos de SuperSignal® West Pico Chemiluminescent 

Substrate en una relación 1:1 y cubriendo las membranas con la mezcla durante 5 min. Las membranas se 

cubrieron con un plástico protector y se capturaron mediante Thermo ScientificTM MYECLTM Imager. Las 

bandas de las membranas fueron cuantificadas con el programa informático Quantity One (Bio–Rad 

Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos). 

4. RESULTADOS  

4.1 AGREGACIÓN EN PRESENCIA DE LUVs 

Una vez se tienen los liposomas, se lleva a cabo la medida de la cinética de agregación de α-syn en presencia 

de DMPS. Para ello, se han seguido los cambios en la intensidad de fluorescencia de ThT de muestras con 

una concentración de 50 μM de α-syn y concentraciones crecientes de LUVs (100-1800 μM), utilizando como 

control α-syn sin liposomas (Figura 3A). 

En esta cinética, se observa una fase lag que varía desde las 12 horas a concentraciones de lípido de 1800 μM, 

hasta las 13 horas cuando las concentraciones de lípido son inferiores a 900 μM. Es decir, aumentando la 

concentración de lípidos la fase lag disminuye. El máximo de fluorescencia se observa a las 30 horas, a partir 

del cual permanece constante. Por tanto, cuanto mayor es la relación molar lípido/proteína mayor es el cambio 

en la intensidad de fluorescencia (Figura 3A). En ausencia de LUVs, no se observa un aumento significativo 

de la señal de fluorescencia de ThT durante las 40 horas que dura el ensayo.  

La cinética sigmoidea que se observa en las gráficas se puede explicar asumiendo un modelo, basado en datos 

ya publicados, en el que el monómero libre se une a la membrana lipídica donde forma, en primer lugar, 

núcleos de agregación, que darán lugar a oligómeros y por último, a fibras (29). El ajuste de los datos a la 

ecuación (1) nos permite caracterizar las cinéticas con los parámetros descritos en las Figuras 3C y D, y 

comparar el efecto sobre la cinética de agregación de las distintas concentraciones de lípido. El tiempo al que 

la fluorescencia es el 50% del máximo (t1/2) disminuye conforme aumenta la relación molar lípido/proteína 

(Figura 3C), al igual que la fase lag o tiempo de latencia (Figura 3D), mientras que en los valores de kapp no 

se ha observado una variación significativa. Estos resultados indican que al aumentar la relación molar 

lípido/proteína la cinética de agregación es más rápida, fundamentalmente por la disminución de la fase lag. 
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Las relaciones molares lípido/proteína necesarias para producir un aumento máximo de la intensidad de 

fluorescencia con respecto al control sin liposomas en nuestro ensayo, son mayores (una relación de 36) que 

en ensayos de cinética de agregación de α-syn en presencia de vesículas lipídicas de DMPS con tamaños 

comprendidos entre 20 y 60 nm (relación de 15)  (23, 24). Por otra parte, en nuestros ensayos no observamos 

el efecto de solubilización de las fibras por los liposomas que esos mismos autores han descrito a partir de 

relaciones DMPS/proteína superiores a 20 (23, 24). Esto puede deberse a que, como ya ha sido descrito por 

varios autores (14,17), la afinidad de α-syn por vesículas unilamelares entorno a los 100 nm (LUVs) es menor 

que su afinidad por SUVs (20-60 nm). Lo cual implica que para ver el mismo efecto necesitamos mayor 

relación molar lípido/proteína. 

La cantidad de fibra obtenida en presencia de liposomas depende tanto de la concentración inicial de α-syn 

como de la relación lípido/proteína (23, 24). Dado que la cantidad de fibra que se ha obtenido a partir de 50 

μM de α-syn es muy baja, se realiza otro ensayo a dos relaciones molares de lípido/proteína con una 

concentración de 200 μM de α-syn. En la relación 3:1 la concentración de fibra formada es aproximadamente 

del 40% casi el doble que en la relación 1:1 en la que se obtiene un 22%. Estos valores son bastante inferiores 

a los conseguidos en agitación donde partiendo de una concentración inicial de 100 μM el porcentaje de α-

syn en fibras se aproxima al 90% (Figura 3E).  

Figura 3. Modulación de la cinética de agregación de α-syn por vesículas lipídicas. A) Medidas de fluorescencia de ThT a lo largo 

del tiempo (43 horas) de α-syn (50 μM) incubada en ausencia (0 ( )) y en presencia de concentraciones crecientes de DMPS (450 (

), 700 ( ), 900 ( ), 1350 ( ), 1800 ( ) μM). B) Cinética de agregación a concentración 1800 μM de LUVs con el ajuste a una curva 

sigmoidea según la ecuación (1). C) Tiempo al cual la fluorescencia es la mitad del máximo (t1/2) de las cinéticas de agregación 

obtenidas en presencia de LUVS calculado mediante la ecuación (1). D) Fase lag en horas obtenidas a partir del análisis mediante la 

ecuación (1). E) Porcentaje de fibras obtenidas a distintas relaciones molares lípido/proteína (1:1 y 3:1) y en agitación (*).  

4.2 CARACTERIZACIÓN DE LAS FIBRAS 

Para caracterizar las fibras, se comparó el patrón de digestión por proteinasa K de las fibras frente al patrón 

obtenido con el monómero. Los patrones de digestión de monómero, oligómero y fibras son distintos, ya que, 

E 

A B 

D C 
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a igual concentración de las distintas especies, se necesita una mayor concentración de proteinasa K para 

digerir las fibras.  

Al comparar los resultados obtenidos, se observa que a una concentración de proteinasa K de 0.1 μg/μl el 

monómero está digerido prácticamente al completo, mientras que en la muestra con fibras todavía se aprecia 

una banda correspondiente a muestra no digerida (Figura 4A y B). La cuantificación de las bandas (Figura 

4C) muestra que el monómero a una concentración de proteinasa K de 0.1 μg/μl se ha digerido un 80% 

mientras que las fibras un 50% (Figura 4C). En ambos casos a una concentración de proteasa de 0.4 μg/μl la 

digestión es completa (100%). 

 

Figura 4. Caracterización de las fibras. Electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida donde se observa el patrón de digestión del 

monómero (A) y de las fibras formadas en presencia de LUVs (B), por proteinasa K a distintas concentraciones (0, 0.1 y 0.4 μg/μl). 

Patrón de pesos moleculares (calle 1) y tinción con azul de Coomassie. C) Porcentaje de digestión calculado tras la densitometría de 

los geles A y B mediante el programa ImageJ. D) Distribución de tamaños medida mediante DLS de muestras de monómero (100 μM) 

y 5 μM de fibras formadas tanto por agitación (FA) como en presencia de LUVs (FL). E) Análisis de la estructura secundaria del 

monómero y las fibras a las concentraciones indicadas, mediante dicroísmo circular en el intervalo de longitudes de onda de 200 a 260 

nm, los valores de elipticidad se han normalizado a elipticidad molar según la ecuación (3).  

A continuación, se ha medido el tamaño de las fibras mediante DLS (Figura 4D) y se ha observado que 

aquellas obtenidas en presencia de LUVs presentan dos poblaciones. Una de ellas se encuentra en torno a 100 

nm, que puede deberse a que no se ha conseguido retirar completamente los LUVs ya que las especies 

oligoméricas se ha descrito que tienen un tamaño entre 160 y 500 nm (16). La otra población se encuentra 

centrada a más de 1000 nm que correspondería con las fibras. La señal obtenida con las fibras preparadas por 

agitación indica la presencia de una población homogénea centrada a los 900 nm. Estos valores se han 

comparado con el tamaño observado en una muestra de monómero cuya población está en torno a 5 nm (Figura 

4D). Los tamaños de las fibras se corresponden con lo descrito previamente en la bibliografía (16).  

A C B 

D E 
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Por otro lado, se ha medido la estructura secundaria de las fibras y la α-syn monomérica mediante dicroísmo 

circular. En un primer lugar, se ha medido la elipticidad de las fibras formadas por ambos métodos a una 

concentración de 5 μM pero el ruido que se obtenía era elevado, aunque se puede apreciar un mínimo hacia 

218 nm (Figura 4E). La medida se volvió a realizar a concentraciones más altas, en concreto, a 20 μM, pero 

debido a la poca cantidad de fibra formada en presencia de LUVs, solo se pudo repetir con las fibras formadas 

en agitación. En este caso, se obtuvo un mínimo de elipticidad en torno a 218 nm (Figura 4E). El mínimo 

hacia 200 nm que aparece en fibras obtenidas por agitación, (tanto a 5 μM como a 20 μM) podría indicar que 

las fibras se están deshaciendo y que son más inestables que las formadas en presencia de LUVs. La señal 

obtenida del monómero tiene el mínimo de elipticidad por debajo de 200 nm, perfil característico de una 

estructura intrínsecamente desordenada. Tanto los patrones de elipticidad de las fibras como el del  monómero 

coinciden con los descritos en la bibliografía (16). 

4.3 SOLUBILIZACIÓN DE LAS FIBRAS POR LA DESAGREGASA HUMANA 

 

Figura 5. Patrón de solubilización de fibras amiloides. Detección de α-syn mediante inmunoblotting tras la solubilización de fibras 

formadas en presencia de LUVs (A) y en agitación (B). Cuantificación por densitometría de fibras solubilizadas mediante el programa 

informático Quantity One de las fibras formadas en presencia de LUVs (C) y en agitación (D), y obtención de porcentajes de 

solubilización frente a un control con 2 μM de α-syn (100 %).  El ensayo se ha realizado en presencia de Hsc70 (10 μM), JB1 (5 μM) 

y concentraciones crecientes de chaperona Apg2 (0-10μM).  

Por último, se realiza un ensayo de solubilización de las fibras en presencia del sistema de desagregasas Hsc70 

(10 μM), JB1 (5 μM) y Apg2 (0-10 μM). Este ensayo va a permitir distinguir diferencias en la compactación 

de las fibras, ya que su grado de compactación condiciona su solubilización. Además, en muchas ocasiones 

el efecto de la concentración de Apg2 en la solubilización es distinto en oligómeros y fibras. Las relaciones 

fibra/sistema de desagregasas y la relación molar entre las chaperonas había sido optimizado, previamente, en 

estudios llevados a cabo por Aitor Franco en nuestro grupo de investigación. Los sobrenadantes obtenidos en 

estos ensayos se analizan por Western Blot donde además del monómero (banda a 14 kDa) se observan dos 

especies más con mayor peso molecular a 25 y 75 kDa aproximadamente, una de ellas que se observa en uno 

de los controles (25 kDa) se corresponde con el dímero de la proteína (Figura 5A y B). La banda de 75 kDa 

corresponde a especies oligoméricas que resultan de la solubilización por chaperonas y son etapas intermedias 

A 

C 

B 
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entre el estado monomérico y las fibras. Las bandas obtenidas se han cuantificado y se han calculado los 

porcentajes de solubilización cuyo valor máximo se encuentra en torno al 20%, utilizando como control la 

cantidad de monómero libre que se tendría que obtener si se diera el 100% de solubilización (Figura 5C y D). 

Los porcentajes de solubilización obtenidos a cada concentración de chaperona dan lugar a un patrón que 

coincide en las muestras de ambos tipos de fibras. Este patrón se caracteriza por un aumento y luego una 

disminución del porcentaje de solubilización conforme aumenta la concentración de Apg 2, obteniéndose, por 

tanto, los valores más altos de solubilización a concentraciones intermedias de chaperonas. Aunque en el caso 

de las fibras obtenidas por agitación los porcentajes obtenidos son ligeramente mayores, puede deberse a que 

este tipo de fibras son más inestables, como se ha comentado con anterioridad, ya que el control negativo de 

las fibras sin chaperonas presenta valores más elevados.  

5. DISCUSIÓN 

Enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad del Parkinson (PD) o las demencias con cuerpos de 

Lewy (DLBs) están relacionadas con la acumulación de agregados de α-syn. La unión de α-syn a membranas 

lipídicas promueve cambios conformacionales que pueden favorecer el mal plegamiento de la proteína y, por 

tanto, su agregación. Para evitar su acumulación y mantener la proteostasis existen mecanismos intrínsecos 

de control como son las desagregasas que se encargan de deshacer los agregados. Esto justifica nuestro interés 

por estudiar in vitro el efecto de un sistema de desagregasas humanas en el proceso de formación de fibras α-

syn inducido por liposomas. 

La unión de α-sinucleína a membranas lipídicas se ve favorecida, entre otros factores, por su carga neta 

negativa y por su curvatura. Se ha sugerido que la unión de α-syn a membranas cargadas negativamente 

implica la adsorción de la proteína a la superficie de la membrana mediante interacciones electrostáticas entre 

los aminoácidos cargados positivamente, abundantes en la región N-terminal, y los grupos polares de los 

lípidos cargados negativamente (12).  

La cinética de agregación de α-syn en presencia de LUVs sigue una curva sigmoidea donde la fase lag 

disminuye conforme aumenta la concentración de lípidos, al igual que el tiempo al cual la fluorescencia es la 

mitad del máximo (t1/2). Hechos que se corresponden con un proceso de agregación más rápido. Esto se ha 

explicado sugiriendo que una mayor relación lípido/proteína aumenta la concentración local de α-syn y, por 

tanto, aumenta el número de centros de nucleación provocando que la formación de fibras sea más rápida (12). 

Por el contrario, no se observa el efecto de disminución de la fluorescencia y agregación de la proteína a 

relaciones lípido/proteína mayores de las mencionadas en el apartado anterior, descrito por otros autores 

(23,24). Estos resultados podrían explicarse teniendo en cuenta la menor afinidad de α-syn por las vesículas 

de 100 nm (LUVs) que por las de 20-60 nm (SUVs), ya que para obtener el mismo efecto se necesitaría una 

mayor relación molar lípido/proteína. 

Se han descrito un gran número de especies oligoméricas de α-syn con características generales, pero con 

diferencias estructurales, en el proceso de formación de fibras y en el mecanismo de toxicidad (16). Por ello, 

se procede a caracterizar las fibras obtenidas en presencia de LUVs, es decir, en condiciones más fisiológicas, 
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y comparar sus características con las que se obtienen por agitación, que son aquellas que más se utilizan en 

la bibliografía. En un primer lugar, en la cinética de agregación se da un cambio conformacional durante la 

fase lag, desde la estructura intrínsecamente desordenada del monómero libre, a una estructura α-hélice unida 

a la membrana y finalmente, a una estructura en hoja beta cruzada característica de las fibras amiloides como 

se ha comprobado en lo datos de dicroísmo circular, analizando el monómero y las fibras. Por otro lado, 

conforme aumenta la relación molar lípido:α-syn el plateau se alcanza a valores más altos de fluorescencia de 

ThT lo que, en principio, se corresponde con una mayor cantidad de fibras. Aunque los valores siguen siendo 

inferiores a los porcentajes de fibras obtenidos por agitación. Esto sugiere que el proceso de formación de 

centros de nucleación en la superficie de las membranas puede suponer en cierta medida una limitación en el 

proceso de formación de fibras en comparación con el proceso por agitación. La caracterización se ha 

completado con un patrón de digestión de proteinasa K y un análisis de la distribución de tamaños por DLS, 

cuyos resultados en ambos casos, y en comparación con la bibliografía (16), corroboran la existencia de fibras 

formadas en presencia de LUVs.  

Por último, se realiza un ensayo de solubilización de las fibras que además, va a permitir comparar su estado 

de empaquetamiento. Los valores que se obtienen son bajos, esto puede deberse a que las fibras amiloides son 

especies compactas y muy estables, por lo que su solubilización es muy difícil. Además, tras este proceso se 

observan dos especies distintas: monómeros, que es la especie mayoritaria, y oligómeros, que pueden ser tanto 

los dímeros que se forman espontáneamente a partir de las especies monoméricas o especies oligoméricas 

intermedias producto de la solubilización. Estas especies deberán ser caracterizadas.  

Comparando los resultados obtenidos en los ensayos de DLS, DC, patrón de proteinasa K y medida de 

fluorescencia de ThT con los que hay en la bibliografía se puede concluir que en presencia de LUVs a partir 

de α-syn monomérica se forman fibras. Aunque se debería seguir caracterizando mediante transmisión de 

infrarrojo mediante transformada de Fourier (FTIR), microscopía de fuerza atómica (AFM) y microscopía 

electrónica (ME), además de caracterizar las especies intermedias y determinar su toxicidad en el organismo. 

Estos experimentos se han realizado sólo con una especie lipídica, en un futuro se pueden realizar de nuevo 

en mezclas lipídicas y tamaños más fisiológicas, pudiendo de esta manera caracterizar mejor las condiciones 

y concentraciones de los lípidos que favorecen la agregación proteica.  

6. CONCLUSIONES 

 La formación de fibras inducida por liposomas depende tanto de la concentración inicial de α-syn como 

de la relación molar lípido/proteína. Obteniéndose que a mayor relación molar lípido/proteína la cinética 

de producción de fibras es más rápida. 

 Los datos obtenidos por DLS, DC, patrón de proteinasa K y medida de fluorescencia de ThT indican que 

las fibras obtenidas tanto en presencia de LUVs como en agitación tienen características estructurales 

similares. 

 La actividad del sistema desagregasa formado por Apg2, Hsc70 y JB1 permite la solubilización de las 

fibras, obtenidas tanto en presencia de liposomas como por agitación, a monómeros y oligómeros. 
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