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Abreviaturas

AGL
C-ter
DM2
F23R
IAPP
LPA
N-ter
OA
PC
PA
PS
RE
ThT

UPR

Acidos grasos libres.

Segmento carboxilo terminal (°FGAILSSTNVGSNTY?) .
Diabetes mellitus tipo 2.

Modificacién del segmento carboxilo (*RGAILSSTNVGSNTY?) .
Polipéptido amiloide de los Islotes o amilina.

Acido lisofosfatidico.

Segmento amino terminal (‘*KCNTATCATQRLANFLVHSS®).
Acido oleico.

Fosfatidilcolina.

Acido palmitico.

Fosfatidilserina.

Reticulo endoplasmico.

Tioflavina T.

Via de respuesta a proteinas desplegadas.



Interacciones lipidicas sobre la amilina, implicaciones sobre la
citotoxicidad de las células beta.

Resumen

La amilina o polipéptido amiloide de los islotes (IAPP) es un péptido
desordenado en estado monomeérico sintetizado en el reticulo endoplasmico
(RE) de las células-B pancreaticas, siendo co-secretada junto a la insulina en
respuesta a los estimulos que desencadenan su liberacion. La amilina participa
en diversas funciones, como la regulacién del vaciado gastrico, la homeostasis
de la glucosa y en la supresion de la liberacién de glucagon, ademas de ser
descrito como un sensibilizador de la accién de la leptina. A pesar de que los
mecanismos asociados con la formacion de estructuras de tipo amiloide en la
IAPP no estan completamente dilucidados, la evidencia experimental sugiere
que los fendbmenos de agregacion y la formacion de fibras amiloides pueden
inducir la pérdida de la homeostasis en las células beta, condicion asociada
directamente con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Asi mismo,
niveles elevados de acidos grasos libres (AGL) pueden contribuir a disfuncién
de las células-B en la DM2 al causar la distension del RE, condicién que ha
demostrado inducir estrés de RE. Por lo tanto, el efecto deletéreo de los &cidos
grasos (lipotoxicidad) puede desempefiar un papel critico en los mecanismos
patolégicos dentro de las células-B. En este trabajo, mediante un estudio in-
sillico conformado por 240 secuencias de amilina de diferentes especies,
permitié caracterizar el comportamiento estructural de la amilina y disefar
analogos con menor propension a la agregacion. A su vez, para dilucidar las
interacciones entre lipidos y la amilina, se utilizaron técnicas
espectrofotométricas y bioquimicas, que permiten caracterizar los cambios
estructurales dependientes de lipidos. Por una parte, los resultados permitieron
caracterizar la modulacion por parte del &cido lisofosfatidico (LPA), al
interaccionar con el segmento carboxilo de la amilina, asimismo se demostrd
que el acido palmitico provoca una respuesta positiva al estimular la formacion
de estructuras de tipo amiloide. Por otra parte, al interaccionar el acido oleico
con el segmento carboxilo terminal no presenté el mismo comportamiento,
denotando la capacidad de los lipidos para modificar su estructura secundaria.

Ademas, para conocer las posibles implicaciones sobre la homeostasis de las



células-B, se realizaron ensayos de Vviabilidad celular, asi como la
caracterizacion de algunos factores de transcripcion como CHOP, ATF6-a y
XBP1s, asociados con el estrés de RE, ademas de proteinas asociadas con la
conservacion de la homeostasis metabdlica como el transportador ABCAL1 y
PMCA, las cuales participan en la regulacion del colesterol en la membrana y la
concentracion del calcio, respectivamente. Los datos indican una posible
regulacion de la expresion de PMCA, asi como un aumento en la expresion de
CHOP, al ser estimuladas principalmente con el segmento carboxilo terminal.
Sin embargo también se observl que al estar presente el estimulo de manera
conjunta, C-ter y la variante F23R obtenida de los estudios in silico, se puede
inhibir el proceso citotdxico inducido por la agregacion del C-ter. De manera
que en su conjunto, los resultados del presente trabajo permiten proponer
nuevas estrategias farmacologicas en el campo de la amilina, para modular los

procesos de agregacion anémala.

1 Antecedentes.

1.1 Metabolismo de la amilina

Existen diversas enfermedades cronico-degenerativas que estan
asociadas con el plegamiento andmalo de proteinas y la formacion de
agregados toxicos, como lo es la formacion de fibras amiloides en los islotes de
Langerhans ha sido descrita como una condicién patoldgica asociada con la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Por lo tanto, bajo esta condicion, se ve
disminuida la funcién de las células beta asi como la sensibilidad a la insulina
en tejidos periféricos. Los depositos de fibras amiloides estan compuestos
principalmente por la amilina, la cual es un péptido desordenado en estado
monomérico con una longitud de 37 residuos en su forma madura. La amilina
se produce en el reticulo endoplasmico (RE) por las células-B pancreédticas, y
posteriormente es procesada en el aparato de Golgi y en los granulos de
secrecion de la insulina, de tal manera que es co-secretada como respuesta a

los estimulos que desencadenan la liberacion de insulina. La amilina



plasmatica madura se origina a partir de la preproamilina, compuesta por 89
aminoacidos (1), y posteriormente es modificada en el RE a través de corte
proteolitico, entre el enlace de los residuos de arginina-lisina lo cual origina la
pérdida de 11 residuos en la seccion N-terminal, y de 19 en la region C-

terminal.

La amilina participa en el control del vaciado gastrico, la homeostasis de la
glucosa y en la supresion de la liberacion del glucagén, ademas ha sido
descrita como un sensibilizador de la leptina (2), por lo que esta involucrada en
el control de la saciedad (3-5), ejerciendo su efecto anorexigénico en el area
postrema del sistema nervioso central (3). En pacientes sanos, la
concentracion basal de amilina varia de 2-13 pmol/L y en el periodo
postprandial aumenta de 5-17 pmol/L (6, 7). En pacientes con diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), los niveles de amilina se ven disminuidos debido a la disfuncion
de las células beta (8). Sin embargo, con respecto a los pacientes con DM2, su
concentracion varia de 1.8-9.8 pmol/L (9), mientras que pacientes con
resistencia a la insulina presentan valores superiores a los 20 pmol/L (9).

1.2 Estructuray funcién de las estructuras amiloides.

La caracterizacion estructural ha permitido determinar que la amilina
tiene el potencial de formar estructuras a-hélices anfipaticas entre los residuos
5-20. Dichas transiciones entre la formacion de a-hélices y su agregacion,
desencadena una gran concentracion amiloidogénica en la region C-terminal
de la amilina que promueve la formacion de laminas-f (10), dando lugar a
estructuras fibrilares de tipo amiloide, de manera que este fendmeno de
formacion de estructura beta, se ha asociado con el desarrollo de la diabetes
DM2 (11). Sin embargo, las fibras amiloides maduras no son el principal
componente toxico de las proteinas, se han descrito que las especies
moleculares precursoras a su formacion, tal es el caso de los oligdmeros,
pueden ser mas toxicos (12), ademas de que han sido identificado previamente
en proteinas que participan en la unién a lipidos en nuestro grupo de trabajo
(12-14).



Asi mismo, niveles elevados de acidos grasos libres (AGL) pueden
contribuir a la disfuncion de las células- en la DM2, causando la distensién del
RE, el cual provoca estrés de RE, y potencialmente conducir al desarrollo de
apoptosis. Asi, que el efecto deletéreo de los acidos grasos (lipotoxicidad),
puede desempefiar un papel critico en los mecanismos patologicos sobre las
células-B (15). El correcto funcionamiento de las células-f3 es critico debido a la
gran carga en la biosintesis y, el plegamiento de secuencias de proteinas como
la insulina, siendo blancos celulares con mayor propension a presentar estrés
de RE (16). Este es un fenémeno que induce la disfuncion y pérdida de masa
celular en los islotes, debido a la sobrecarga en su funcion, que resulta en la
aparicion de un mecanismo de respuesta a proteinas desplegadas (UPR),

COMO mecanismo compensatorio.

Por otra parte, el RE es un organulo que presenta un papel importante
en la homeostasis celular, especificamente durante el plegamiento de
proteinas, la biosintesis de lipidos, y en el almacenamiento del calcio (17). De
tal manera que Unicamente las proteinas plegadas correctamente pasan al
aparato de Golgi, mientras que las parcialmente plegadas son retenidas en el
RE para su plegamiento; sin embargo, si éstas no adquieren su plegamiento
nativo son translocadas al citoplasma para su degradacion por medio del

sistema ubiquitina-proteosoma (18).

En diferentes condiciones de equilibrio, las proteinas desarrollan estados
parcialmente plegados, siendo éstos estados intermedios en el proceso, que
adoptan estructuras altamente similares a las proteinas correctamente
plegadas. Estos intermedios son conocidos como globulos fundidos, los cuales
tienen la facilidad de adoptar una gran variedad de conformaciones, debido a
cambios en las cadenas laterales de los aminoacidos (19), asi mismo se ha
demostrado que cambios conformacionales a nivel de estructura secundaria en
dominios criticos, pueden modular la funcién proteica (20). Esto se debe a que
la estructura de una proteina y su capacidad de llevar a cabo su funcion estan
estrechamente relacionadas, de tal forma que los cambios en la estructura
nativa podrian producir alteraciones funcionales (14), y eventualmente

modificar la homeostasis celular.



Se ha descrito que el estado amiloide de una proteina puede tener una
conformacion genérica, por lo tanto ser accesible a diferentes secuencias de
cadenas polipeptidicas (21), de tal manera que la estructura tridimensional no
estd codificada por la secuencia de aminoacidos, dando Ilugar a
conformaciones ordenadas, como son las estructuras amiloides. A diferencia
de los estados nativos, estas estructuras estan altamente empaquetadas y
ordenadas debido a que poseen una arquitectura genérica rica en estructuras-§
(22-25), proporcionandoles gran estabilidad. Por lo tanto se lleva a cabo un
arreglo continuo de puentes de hidrogeno (26), que da lugar a la formacion de
fiboras amiloides, las cuales consisten de estructuras filamentosas sin

ramificaciones de algunos nandémetros de diametro (27).

Sin embargo, se ha descrito que los oligdmeros solubles representan la
principal conformacion toxica de los amiloides, algunos de estos oligdbmeros se
pueden encontrar en el espacio extracelular o en compartimentos citosélicos,
mostrando mecanismos de patogenicidad inicialmente sobre las membranas
celulares (Fig. 1) (28). Una de las propuestas que se han sugerido acerca de la
citotoxicidad de los oligdmeros, es la formacion de estructuras similares a
canales, en los cuales los oligomeros se internalizan formando un poro en la
membrana. De tal manera que los oligdbmeros pueden permeabilizar la
membrana, ademas de generar una disrupcion en la misma por un aumento en

la tension negativa (Fig. 1) (10).



Conformaciones proteicas

Plegadas Desplegadas Oligomeros

L

Los oligomeros se incorporan-er-l las membranas La extencion de fibras amiloides lleva a una
celulares formando poros amiloides. invaginacion y perforacion de membranas
celulares.

Fig. 1 Interaccion de los oligémeros sobre la membrana celular. Se muestra como un
plegamiento anémalo puede dar origen a las estructuras oligoméricas, las cuales
pueden interaccionar sobre la superficie de la membrana y alterar la estructura.
Modificado (10).

De forma muy importante, se han descrito mutaciones que pueden
acelerar el proceso de formacion de amiloides in vitro (10), por ejemplo la
mutacion de Ser por Gly en la posicion 20 que se presenta en poblaciones
asiaticas (11), la cual ha sido asociada con casos prematuros de DM2 (6, 8).
Ademas, otro factor que aumenta la formacion de estructuras amiloides, es la
desaminacion de la Asn en la posicidon 14 de la IAPP. La amilina tiene el
potencial de formar hélices anfipaticas entre los residuos 5-20 durante la
formacion inicial de oligobmeros, lo que puede llevar a una asociacion entre a-
hélices, lo que promueve su agregacion. Por lo tanto, la region C-terminal de la
amilina posee una gran capacidad amiloidogénica, la cual promueve la
formacién de laminas-f (11), lo que da como resultado la formacion de

estructuras amiloides.

Sin embargo, algunas secuencias de amilina de otras especies, como la
de la rata, no producen estructuras amiloides in vivo; la diferencia entra la
amilina humana y la de la rata es de solo cinco aminoacidos, localizados entre
los residuos 23-29. En esta region, la secuencia de la rata contiene tres

prolinas en las posiciones 25, 28 y 29, condicion que interrumpe la formacion



de estructuras secundarias helicoidales y disminuye el proceso de nucleacion
(29). De manera que un enfoque biomimético de la amilina es importante para
entender el comportamiento y la estructura de las secuencias de diferentes
especies, debido al papel tan importante de la evolucion en el disefio de las
secuencias optimizadas de las proteinas. Considerando que aun no se ha
reportado un andlisis extenso de cientos de secuencias, la caracterizacion de
diversas secuencias de amilina puede favorecer un mejor entendimiento de los
fendbmenos de agregacion. Asi también, puede ser base para el mejoramiento
de secuencias capaces de disminuir la agregacion, considerando una
optimizacién fisicoquimica y estructural, lo que a su vez permitira el desarrollo
de nuevos tratamientos farmacol6gicos enfocados en la disminucion en, la
formacion de estructuras [, y complementar el conocimiento de los
mecanismos de respuesta celular hacia la amilina y los agregados de tipo

amiloide que se forman.
1.3 Interaccién lipidos-amiloides de amilina.

Otro factor que se ha descrito promueve la formacion de amiloides de
amilina bajo condiciones in vitro son las membranas aniénicas, debido a que
los sistemas altamente cargados tienen un mayor efecto sobre las
interacciones peéptido-lipido (30). En un modelo mas complejo de membranas
similar al de las células-B, que carecen de colesterol, se ha observado que esta
condicion promueve la formacion de estructuras amiloides de amilina (31-33);
sin embargo, los mecanismos de agregacién modulados por fosfolipidos de
membrana sobre la amilina no estan completamente dilucidados (30, 34, 35).
Ademas, se ha estudiado en diversos péptidos que tienden a formar
estructuras amiloides, el papel de los fosfolipidos y del colesterol, de los cuales
se ha descrito que en las membranas donde hay presencia de colesterol,
podrian acelerar el fenomeno de agregacion y la formacion de fibras amiloides,
tal es el caso del péptido B-amiloide al interaccionar con modelos de membrana

con altas concentraciones de colesterol (36).

Adicionalmente se ha reportado en otros péptidos que forman
estructuras amiloides, que el colesterol podria ser un factor que puede reducir

la formacion de este tipo de estructuras, asi como disminuir su citotoxicidad



(37). En el caso particular de la IAPP, cuando esta en contacto con liposomas
de fosfatidilcolina (PC) y colesterol, no muestra un aumento significativo en la
agregacion. Sin embargo, al introducir colesterol en liposomas anionicos, éste
atenua la agregacion de la amilina causada por la carga negativa del liposoma.
Sin embargo no se han realizado este tipo de ensayos en los dominios de

mayor agregacion de la IAPP.

Por otro lado los niveles elevados de acidos grasos libres (AGL) pueden
contribuir a la disfuncion de las células-B en la diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(15), causando la distension del RE, que se ha demostrado podrian provocar
estrées de RE, y a su vez podria inducir apoptosis en las células-B. Sin
embargo, se ha demostrado que la apoptosis depende del grado de saturacién
pero no de la longitud de la cadena de acidos grasos (38). De hecho, las
células-p podrian ser mas susceptibles a la apoptosis inducida por estearato y
palmitato, los cuales son &acidos grasos saturados. Debido a que se ha
observado que los acidos grasos insaturados tienen un efecto protector en
contra de la apoptosis, se ha propuesto que podrian proteger de la apoptosis
inducida por acidos grasos saturados. Se ha observado que los acidos grasos
insaturados cumplen con esta funcion a niveles bajos fisiologicamente,
sugiriendo que el efecto antiapoptético puede ser relevante en modelos in vivo
(38). Considerando esta condicion, y el hecho de que el aumento en los niveles
de AGL precede la hiperglicemia en personas obesas que progresan hacia el
desarrollo de DM2, se ha considerado que la lipotoxicidad puede ser mas

relevante que la glucotoxicidad en la patogénesis de las células-B (39).

El correcto funcionamiento de células secretoras es muy importante, tal
es el caso de las células-B pancreaticas, las cuales tienen una gran carga en la
biosintesis asi como el plegamiento de proteinas, por lo que es mas propensa
a sufrir estrés de reticulo endoplasmico (16), lo cual conduce a la aparicion de
un mecanismo denominado respuesta a proteinas desplegadas (UPR). La via
UPR estd compuesta de un sistema de sefializacion tripartito, que regula la
traduccién y la transcripcibn de genes para resolver el estrés o iniciar la
apoptosis. En dicha via, existen tres transductores de sefalizacion que son
IRE1l, PERK y ATF6, los cuales modulan distintos programas de sefalizacion

para aumentar la capacidad de plegamiento de las proteinas, a la vez que



disminuyen la tasa de traduccion, condicion que reduce la carga de la

biosintesis de proteinas (40).
2 Justificacion.

Cabe sefialar que los mecanismos asociados con la formacion de
estructuras amiloides por la IAPP o amilina, aun no estan completamente
dilucidados. La evidencia sugiere que fendmenos de agregacion y la formacion
de fibras amiloides, pueden inducir la pérdida de la homeostasis en las células
beta. Es por ello que es relevante evaluar las posibles interacciones entre la
amilina y fosfolipidos estructurales de la membrana y acidos grasos, como
posibles factores desencadenantes de la formacion de estructuras amiloides,
de manera que se pueden plantear nuevas estrategias para modular el
plegamiento de las estructuras amiloides. Por otro lado, la interaccion entre la
amilina y moléculas lipidicas pueden inducir estrés de RE, ya que la interaccion
entre ambos, podrian potencializar la disfuncion exacerbada de las células f3,
promoviendo la apoptosis. De manera que el analisis de las vias de respuesta
a proteinas desplegadas (IRE1, ATF6, PERK), es de gran interés para la
regulacion del estrés de RE y la homeostasis celular. Asi mismo, analizar la
posible interaccion de los agregados amiloides sobre las rutas metabdlicas
implicadas con el metabolismo del colesterol y &acidos grasos, como las
proteinas SREBP-2 y ABCAL. De manera particular SREBP-2, es un factor de
transcripcion asociado con la regulacion de genes que promueven la sintesis
de colesterol, en contraposicion de la sintesis de acidos grasos. Por otro lado,
ABCA1 al ser un transportador encargado de regular la homeostasis de
colesterol y fosfolipidos, es relevante su estudio en condiciones de
lipotoxicidad. Por lo tanto, el conocer el comportamiento estructural de la
amilina a estimulos lipidicos pueden ser de gran relevancia para comprender
como estos cambios estructurales afectan la homeostasis de las células B, y
asi generar nuevas estrategias para reducir el dafio celular y eventualmente

escalar nuestro modelo de estudio a un modelo in vivo.



3 Planteamiento del Problema.

La amilina es un péptido con la capacidad de formar fibras de tipo
amiloide, que en conjunto con un aumento en los AGL favorece condiciones de
estrés de reticulo endoplasmico, lo cual induce a la disfuncion celular. La
presencia de fibras amiloides es una caracteristica en el desarrollo de la DM2,
lo cual cobra una amplia relevancia debido a que la diabetes es la causa
namero uno de muertes en México, segun la encuesta nacional de salud y
nutricion 2016, donde se reporta que hay alrededor de 6.4 millones de adultos
con diagnostico de DM2 en nuestro pais. De manera que el desarrollo de este
trabajo permitird ampliar el conocimiento sobre los factores que pueden
desencadenar sus cambios conformacionales sobre los dominios especificos
N- y C-terminal de la amilina, lo que a su vez podria ayudar a comprender
como interaccionan a nivel celular. De manera que, el uso de nuevas variantes
para inhibir la formacion de fibras amiloides y mantener la homeostasis celular,
podrian mejorar tanto la viabilidad como la funcion de las células-B,
aumentando la secrecion de insulina o regulando efectivamente la sintesis de
acidos grasos. Por lo tanto, la generacion de conocimiento para entender el
comportamiento de los dominios de amilina asi como sus tendencias
agregativas, es una condicion que debe sentar las bases promover el
desarrollo de nuevas estrategias farmacolégicas. De manera que se busca
conocer las como las interacciones lipidicas pueden modular la estructura

secundaria de la amilina y como esto puede alterar su fisiologia.
4 Hipotesis

Las interacciones lipidicas sobre la amilina favoreceran cambios en la
estructura secundaria, la cual promovera la formacion de estructuras de tipo
originando conformaciones mas complejas como los oligbmeros que pueden

alterar la fisiologia de las células B.
5 Hipo6tesis Nula

La interaccion entre amilina y lipidos no causara efectos en la

conformacion estructural de la amilina.



6 Objetivo General

Caracterizar como la interaccion de un ambiente lipidico podria modular
cambios conformacionales a nivel de estructura secundaria de tipo B en la
amilina y en variantes disefiadas de novo, asi como las posibles implicaciones

en la homeostasis de las células-B.

7 Objetivos Especificos

Estudiar, a través de diversas técnicas bioquimicas y espectroscopicas,
el mecanismo por el cual los lipidos podrian generar cambios conformacionales
a nivel de estructura secundaria, y promover la agregacion en segmentos de la

amilina.

Emplear células-B de Langerhans como modelo para evaluar los
mecanismos fisiopatolégicos que induce la amilina en diferentes estados
conformacionales, mediante la caracterizacion de la respuesta celular al estrés

de RE, y proteinas que participan en la regulacion del calcio y colesterol.

Caracterizar al menos una variante resultante del estudio in-sillico,
utilizando el ambiente lipidico como modulador de estructuras secundarias, y

evaluar el impacto sobre el modelo de células-B.
8 Variables.

Variable independiente: Segmento amino terminal
(*KCNTATCATQRLANFLVHSS?) y carboxilo terminal
(*®*FGAILSSTNVGSNTY?) de la IAPP humana.

Variable dependiente: Concentraciones de lipidos en vesiculas de
fosfatidilcolina, micelas de acido lisofosfatidico, vesiculas de fosfatidilcolina y

acido palmitico, vesiculas de fosfatidilcolina y acido oleico.



9 Materiales y métodos.

En el presente trabajo se utilizaron diferentes técnicas que comprenden
la preparacion de lipidos y péptidos. Particularmente se estandarizaron
técnicas espectrofotométricas las cuales permitieron caracterizar los cambios
conformacionales sobre los segmentos de la amilina, como la densidad Optica a
218 nm, a través de la resonancia del enlace péptido que permite determinar si
hay cambios a nivel de estructura secundaria. Del mismo modo, con la ayuda
de moléculas como el rojo Congo los cuales son afines a estructuras fibrilares
se pueden observar los cambios en la birrefringencia mediante la medicion a
494 nm. Ademas con ayuda de la fluorometria y la tioflavina T (ThT), la cual es
excitada a una longitud de onda de Agx 450 nm para posteriormente observar la
presencia de estructuras de tipo B al aumentar la emisién en un rango de Agm
460 a 610 nm. Para complementar el estudio se realizaron ensayos celulares,
los cuales permiten conocer la viabilidad celular a través de un ensayo de MTT,
asi como la expresion de diferentes proteinas relacionadas con la via UPR, y la
sintesis y manejo de colesterol y acidos grasos, por medio de la técnica de

western blot.

9.1 Preparacion de Lipidos.
9.1.1 Acido Lisofosfatidico (LPA).

El &cido lisofosfatidico se obtuvo de Avanti Polar Lipids, a una
concentracion de 25 mg/mL, de la cual se preparé una solucion de trabajo de
7.5 mM. Para un volumen de 1.2 mL se tomé la cantidad de 160 pyL de LPA
stock para ser secada bajo un flujo de nitrégeno y en obscuridad por 1 h.
Después se coloco en la vacofuga speedvac (eppendorf, Alemania) a 30°C por
5 h, y a continuacién se agrego 1.2 mL de solucion amortiguadora a pH 7.4.
Posteriormente se resuspendi6 el pellet con ayuda del vortex, y se realizaron 4
ciclos de congelacion, los cuales consistieron en sumergir el vial en nitrogeno
liquido, y después se atemperd a 37°C. A continuacion se dejo en incubacion
por 1 h a temperatura ambiente, y finalmente se centrifugé a 13,000 rpm por 10
min, recuperando solamente el sobrenadante y manteniendo la preparacion

lipidica a 4°C hasta su uso.



9.1.2 Fosfatidilcolina (PC).

La fosfatidilcolina liofilizada fue obtenida por Avanti Polar Lipids, se
disolvié en cloroformo a una concentracién de 20 mg/mL, a partir de la cual se
preparo la solucion de trabajo con una concentraciéon de 1.2 mg/mL, de la cual
se tomaron las cantidades requeridas y posteriormente se sec6 bajo un flujo de
nitrogeno por 1 h protegido de la luz. Una vez pasado el tiempo se coloco en la
vacofuga speedvac (eppendorf, Alemania) por 5 h a 30°C. Después se
procedi6 a colocar la cantidad correspondiente de buffer pH 7.4 y se
resuspendio el pellet con ayuda de agitacion, para posteriormente hacer ciclos
de sonicacion, los cuales consistieron de 15 s continuos de sonicacion
seguidos por 30 s de descanso en un lapso de 10 min, todo sobre una cama de
hielo para evitar el sobrecalentamiento. Para la sonicacion se utiliz6 un
dispositivo cole-parmer ultrasonic homogenizer 36260. Posteriormente se
realizaron 2 ciclos de 10 min con un maximo de 4 ciclos, hasta lograr una
solucion transparente y homogénea. Posteriormente se incubo por 1 h a
temperatura ambiente para su estabilizacion, y finalmente se centrifuga a
13,000 rpm por 10 min, recuperando solo el sobrenadante y manteniendo al

lipido a 4°C hasta su uso.
9.1.3 Vesiculas de fosfatidilcolina con acido oleico.

La preparacion de las micelas se realiz6 en una relacion molar 2 a 1,
siendo dos partes las que corresponden a PC y una a acido oleico (OA). Las
concentraciones stock para PC fueron de 20 mg/mL y para OA de 10 mg/mL,
posteriormente se tomaron las cantidades requeridas para una concentracion
final de lipidos de 1.2 mg/mL, y se mezclaron con una agitacion moderada en
cloroformo. Posteriormente la solucién se puso bajo un flujo de nitrégeno por 1
h 20 min protegido de la luz, pasado este tiempo se colocaron en la vacofuga
speedvac (eppendorf, Alemania) por 5 h 30 min a 30°C. Después se agregé la
cantidad requerida de buffer pH 7.4. Posteriormente se realizaron dos ciclos de
sonicacion, bajo el mismo protocolo utilizado en la metodologia de la PC, hasta
que la solucion se tornd transparente. Finalmente se incubd por 1 h a

temperatura ambiente para su estabilizacion, y se centrifugd a 13,000 rpm por



10 min, recuperando solamente el sobrenadante y manteniendo al lipido a 4°C

hasta su uso.
9.1.4 Micelas de fosfatidilcolina con acido palmitico.

La preparacion de las micelas se realiz6 en una relacién 2 a 1, dos
partes de fosfatidilcolina y una de acido palmitico (PA). La concentracion stock
para PC fue de 20 mg/mL y de 10 mg/mL para el PA, posteriormente se
tomaron las cantidades requeridas para una concentracion final de lipidos de
1.2 mg/mL, y se mezclaron con agitacion moderada. Posteriormente la solucion
se puso bajo un flujo de nitrégeno por 1 h 30 min protegido de la luz, pasado
este tiempo se colocaron en la vacofuga speedvac por 7 h 30 min a 30°C.
Después se agregd la cantidad correspondiente de buffer pH 7.4
Posteriormente se realizé un ciclo de sonicacion, bajo el mismo protocolo
utiizado en la metodologia de la PC, hasta que la solucibn se torné
transparente. Finalmente se incubd por 1 h 30 min a temperatura ambiente
para su estabilizacion, y se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min, recuperando

solo el sobrenadante y manteniendo al lipido a 4°C hasta su uso.

9.2 Preparacion de Péptidos.

La secuencia de la amilina madura se dividié en 2 segmentos (Fig. 2), un
segmento amino (‘*KCNTATCATQRLANFLVHSS®) y un segmento carboxilo
(*®*FGAILSSTNVGSNTY?) los cuales fueron sintetizados por GenScript. Para
estandarizar la mejor condicién de solubilizacion de los péptidos, se prepararon
distintos amortiguadores a diferentes pH’'s, 4.7, 7.4 y 9.5, utilizandose agua

ultra pura Milli-Q.

1 20 23 37
KCNTATCATQRLANFLVHSS NN FGAILSSTNVGSNTY hIAPP
N-terminal C-terminal

23 37
RGAILSSTNVGSNTY Variante

Fig. 2 Secuencia madura de la Amilina humana (hIAPP). Se muestra la representacion
del fragmento N-terminal de color azul, y el fragmento C-terminal de color rojo, asi
como la respectiva variante generada por medio del analisis in sillico, mostrando en
color verde el residuo modificado.
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La concentracion de trabajo de la solucion peptidica fue de 0.6 mg/mL, a
partir de la cual se realizaron pruebas en las diferentes soluciones antes
mencionadas. El proceso de homogenizacién se llevd a cabo con ayuda de
agitacion por medio de vortex, asi como de un spin de 10 s en una
microcentrifuga, con el fin de observar si la disolucion del péptido se llevo a
cabo completamente. Se encontré que tanto, en agua ultrapura como en el
amortiguador pH 4 se logré una mejor disolucion para el segmento carboxilo,
mientras que para el segmento amino la mejor disolucién se obtuvo en agua
ultrapura asi como en el amortiguador pH 7.4. Considerando los resultados
obtenidos, se optd por el agua ultrapura para disolver ambos péptidos, puesto
gue es necesario que ambos péptidos se encuentren en las mismas
condiciones para realizar los experimentos. Cabe destacar que el tiempo que
tardan en disolverse ambos péptidos es diferente, siendo mas rapido la
disolucién del segmento amino con respecto al segmento carboxilo. Los
péptidos se utilizaron de manera inmediata una vez preparados, o bien se

congelaron a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

9.3 Mediciones espectrofotométricas.

9.3.1 Preparacion de las muestras con rojo Congo.

Las muestras utilizadas fueron de un volumen de 300 pL con una
concentracion de 60 ug/mL de péptido amino o carboxilo segun sea el caso, y a
su vez una cantidad variable de lipido en relacion al peso del péptido. En el
caso de las muestras con rojo Congo, se prepararon muestras de 200 pL, las
cuales constan de 80 uL de la muestra previamente mencionada, 40 uL de rojo
Congo 20 mM, y 80 uL de buffer de fosfatos 20 mM y pH 7.4. Cabe destacar
que los buffers y colorantes asi como el agua utilizada para estos experimentos
fue filtrada por membranas PES, con un poro de 0.22 ym, para mantener la
calidad e igualdad en las muestras.

9.3.2 Caracterizacion del enlace peptidico.

Los valores de absorbancia obtenidos en mediciones a 218 nm indican
cambios en el enlace peptidico de acuerdo con varios trabajos previos de

nuestro grupo (12, 13), lo que permite evaluar la estructura secundaria de los



péptidos, siendo un parametro indicativo de la presencia de cambios
conformacionales a nivel de estructura secundaria. Las mediciones se
realizaron utilizando un Smart spectrophotometer de BioRad, utilizando una
cubeta de cuarzo, con un volumen de muestra de 200 pyL. Todas las muestras
se midieron por triplicado, los datos fueron capturados en un sistema de
computo utilizando el programa hyperterminal, para después ser exportados al
programa Excel y graphPad Prism para el procesamiento de los datos.

9.3.3 Mediciones con rojo Congo a 494 nm

Las mediciones utilizando el ensayo con rojo Congo se realizaron bajo
una longitud de onda de 494 nm, técnica que permite caracterizar cambios
conformacionales sobre la amilina, particularmente la formacion de estructuras
de tipo B, debido al cambio de birrefringencia. Se utiliz6 un Smart
spectrophotometer de BioRad, con una cubeta de cuarzo, el volumen de
muestra fue de 200 L, todas las muestras se llevaron a cabo por triplicado, y
se capturaron los datos utilizando el programa hyperterminal, para después ser
exportados al programa Excel y GraphPad Prism para el procesamiento de los

datos.
9.3.4 Caracterizacion por fluorescencia.

Para el ensayo de fluorometria las muestras fueron acopladas al ensayo
con Tioflavina T (ThT) para caracterizar estructuras de tipo B. Las mediciones
de fluorescencia se realizaron en un fluorometro Cary Eclipse, utilizando una
longitud de onda (A) de excitacion a 450 nm, y un rango de emisién de 460 a
610 nm. Las muestras se prepararon igual que las muestras para mediciones
espectrofotométricas pero con una reduccién en el volumen, quedando un
volumen final de 220 pL. Las muestras se incubaron por 12 h a 37°C, antes de
realizar la medicion se agrego 1 yL de ThT 1 mM por cada 50 yL de muestra, y
se homogeneiz6 con ayuda de agitacion, posteriormente se realizo la medicion.
Todas las muestras se midieron por triplicado; para el procesamiento de los
resultados obtenidos se exportaron a la plataforma de Excel y GraphPad Prism.



9.4 Ensayos celulares.

Para los ensayos celulares se realizé la misma preparacion de muestras
utilizada para las mediciones espectrofotométricas, quedando con una cantidad
de 60 uyg/mL de péptido N-ter o C-ter segun el caso. Ademas se agrego la
cantidad creciente de lipido correspondiente en una relacion masa/masa con
respecto al péptido, las muestras fueron incubadas por 12 h, antes de ser

incorporadas a los cultivos celulares.

Se utilizé la linea celular RIN-m5F proveniente de insulinoma de rata por
ATCC (American Type Culture Collection), puesto que son un modelo de
células-B las cuales secretan insulina. Estas células fueron cultivadas a 37°C,
en 5% CO; y en medio RPMI. Para los ensayos de reduccion de MTT se
utilizaron cajas de 96 pozos y para la realizar los western blot se usaron cajas
de 6 pozos, en ambos casos se sembraron 260,000 células/mL. Las células se
dejaron proliferar por al menos 72 h previas al experimento, donde se alcanzé
una confluencia del 90%; una vez alcanzada esta confluencia, se colocaron
200 pL de la muestra con péptido en 800 uL de medio de cultivo, para los
ensayos utilizados en la prueba de western blot. Por otro lado, se utiliz6 una
relacion de 720 yL de medio con 180 uL de muestra, para las pruebas
utilizadoa en los ensayos de reduccion de MTT,; el estimulo se mantuvo de 12-

16 h para su posterior procesamiento en ambos casos.
9.4.1 Ensayo de reduccién de MTT.

Para evaluar la citotoxicidad en las células-B se utilizd el ensayo de
reduccion de MTT, los cuales se realizaron en cajas de 96 pozos. Cuando se
alcanzé la densidad celular requerida, se pusieron en ayuno utilizando el medio
Opti-MEM, el cual no contiene suero fetal bovino ni rojo de fenol. Después de
una hora en incubacion se retiraron y se les agrego el estimulo con una parte
de medio Opti-MEM, el cual se incubé de 12-18 h, posteriormente se agregoé
amortiguador de lisis, y se dejé por 18 h, para después realizar la medicién en
un lector de placas de ELISA.



9.4.2 Caracterizacion de proteinas por Western blot.

Una vez que las células completaron su etapa con los estimulos, se llevo
a cabo el procesamiento para la obtencién del lisado celular. El cultivo se lavo 2
veces con PBS a 4°C, posteriormente se agregaron 170 pL de buffer de lisis de
proteinas, sobre una cama de hielo. A continuacion se incubaron con agitacion
a 4°C por 35 min. Una vez concluida la incubacion, la solucion se transfirio a
una jeringa de insulina con una aguja de 27G, en la cual se homogeniz6 6
veces, después de este paso la solucién se centrifugé a 8000 rpm por 10 min a
4°C y finalmente se recupero el sobrenadante, para posteriormente realizar la

cuantificacion proteica, por el método del acido bicinconinico.

Para realizar la identificacion por Western blot se realiz6 una
electroforesis en la que se utilizaron 20 pg de proteina total, que fueron
separadas por medio de SDS-PAGE al 10% vy transferidas a membranas de
PVDF. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios: anti-
PMCA ATPase, anti-CHOP, anti-rLDL, anti-SREBP2, anti-ABCAL, anti-apoAl.
La incubacion se realizo toda la noche a 4°C, posteriormente se lavaron con
una soluciéon TBST/ 0.1% tween, después se incubaron durante 1 h a 37°C con
los anticuerpos secundarios respectivos (IgG anti-ratén, IgG anti-conejo, 1gG
anti-cabra acopladas a peroxidasa de rabano), adicionalmente se realizaron
varios pasos de lavado. El proceso de revelado se llevd a cabo mediante la

deteccién de quimioluminiscencia.

9.5 Andlisis in sillico.

9.5.1 Analisis de secuencias.

A través de la busqueda en la base de datos de proteinas del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), utilizando el término
polipéptido amiloide de los islotes (IAPP) (41) se encontraron 314 secuencias,
que corresponden a 284 eucariotas, y otras 30 a secuencias asociadas. Para
nuestro analisis, consideramos solo 240 de las 284 que integran las secuencias
caracterizadas, predichas y parciales.



9.5.2 Parametros fisicoquimicos.

El analisis fisicoquimico de las secuencias de péptidos incluyo el
momento hidrofobico (uH), la carga neta electrostatica, la hidrofobicidad media,
el punto isoeléctrico (pl), la velocidad media tedrica de agregacion y patrones
incluyendo residuos que promueven interacciones de membrana como el auto-
ensamblaje y la agregacion (13, 42). Adicionalmente, la evaluacion de
secciones especificas de la IAPP se llevd a cabo en el dominio N-terminal
'KCNTATCATQRLANFLVY y el C-terminal FGAILSSTNVGSNTY?’.

9.5.3 Caracterizacion de la propension a la agregacion.

Se emplearon varios algoritmos para predecir la propension a la
agregacion de las estructuras secundarias tipo beta. Las secuencias de amilina
se caracterizaron a través de multiples alineamientos mediante el uso de

plataformas especializadas como Aggrescan, PASTA 2.0 y Zyaggregator.

En el caso de Aggrescan, utiliza un parametro el cual es calculado
basado en los valores de propensién a la agregacion de cada aminoacido a
partir de datos experimentales, entonces se calcula el valor promedio de cada
residuo a partir de un parametro denominado “sliding window” el cual asigna el
valor al residuo central. Aggrescan tiene un base de datos de 57 proteinas
amiloidogénica, en las cuales se conoce la localizacion de los “hot spots” de

manera experimental (43, 44).

Ahora bien, PASTA 2.0 usa la energia potencial del centro de la
secuencia proteica, para predecir la region de formacién de fibras amiloides.
Esta energia se relaciona con un umbral estricto para la deteccion de puentes
de hidrégeno. Asi también para las estructuras secundarias e intrinsecamente
desordenadas, los predictores fueron entrenados para tomar la secuencia de
aminoacidos usando BRNNs (Bi-directional Recursive Neural Networks).
PASTA tiene una base de datos que consta de 424 péptidos, de los cuales 149
se agregan y 275 no lo hacen, ademas tiene una base de datos para detectar
regiones de proteinas, en la cual se encuentran 33 proteinas con 1260
regiones agregativas y 6472 residuos regulares, provenientes de la literatura
(43).



Por dltimo, el Ziggaagregator es un meétodo para predecir las
propensiones a la agregacion de proteinas amiloides, que toman diferentes
factores intrinsecos como referencia, como hidrofobicidad, carga, pH, fuerza
i0nica, concentracion. Todos estos parametros estan incluidos en un algoritmo
que calcula la propensién intrinseca de agregacion de una secuencia, y estos
factores son determinados de manera simultdnea usando técnicas de
regresion. Ziggagragator usa una base de datos de 203 secuencias, lo que
genera una escala de propension a formar estructuras en hojas- y a-hélices
(45, 46).

9.5.4 Secuencias disefiadas de novo.

Con base en las diferencias entre las secuencias de IAPP, se evaluaron,
una, dos y tres sustituciones de residuos correspondientes a las diferencias
entre las 239 secuencias IAPP y la IAPP humana (hIAPP), adicional a la
caracterizacion de los parametros fisicoquimicos y de agregacion. Para definir
los indices de propension a la agregacion se consideré el valor de agregacion
basado en Aggrescan para la generacion de nuevas variantes, tomando como

referencia a la hlAPP.

10 Resultados.

10.1 Andlisis in sillico.

A través de la busqueda en la base de datos del NCBI, se gener6é una
compilacibn de secuencias de amilina correspondientes a 240 especies
diferentes, dentro de las cuales se encontraron de la Clase Mammalia con 97
especies y 103 de la Clase Aves, las cuales se muestran en la Tabla 1
(Anexos). Asi mismo, se obtuvieron los siguientes parametros fisicoquimicos:
hidropatia, punto isoeléctrico, momento hidrofobico, hidrofobicidad promedio;
ademas se evaluo la tendencia a la agregacion de cada una de las secuencias,
utilizando programas especificos para predecir dichos cambios estructurales.
Los algoritmos utilizados fueron: Aggrescan, ziggagregator y PASTA 2.0,

siendo el programa Aggrescan el mas adecuado para el estudio. De tal manera



gue se elabord una tabla en donde se compararon las secuencias de las
diferentes especies, en la cual se muestran los valores obtenidos en
Aggrescan, PASTA, hidropatia, pl, uH e hidrofobicidad (Tabla 2).

Por otra parte, al comparar las secuencias de las distintas especies, se
realiz6 un procedimiento de alineacion mdultiple de las secuencias, donde se
lograron observar los sitios mas conservados, asi como las zonas de mayor
variabilidad en las secuencias de amilina (Fig. 3A). Ademas se obtuvo la
tendencia a la agregacién de cada una de las secuencias, encontrandose que
la amilina humana se localiza en un punto intermedio de todas las secuencias

estudiadas (Fig. 3B), teniendo un valor de Aggrescan de -5.6.

Secuencias de amilina

46422108 5 4 2 0 2 4 & B 10124 1618 2022
Valores de Aggresacan

o

Menar propencion a la agregacion

Fig. 3 Analisis comparativo entre las 240 secuencias de IAPP. A) Alineamiento mudltiple de
secuencias de las 240 secuencias analizadas, el color mas oscuro indica mayor conservacion entre
los residuos. B) Comparacién entre el indice de agregacion de las 240 secuencias obtenidas con el
programa Aggrescan, en color negro se encuentra la amilina humana.
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Al realizar el comparativo entre las secuencias de diferentes especies y
al analizar su propension a la agregaciéon, se encontraron algunas secuencias
que tenian valores con mayor propension a la agregacion (valores positivos),
asi como con menor propension a la agregacion (valores negativos), siendo los
mas relevantes los que se muestran en la Tabla 2, en donde estdan marcados
de color rojo los sitios con mayor tendencia a la agregacion, denominados “hot
spots”, los cuales son secciones de 5 o0 mas residuos principalmente
hidrofobicos, dentro de los aminoacidos mas importantes se encuentran la
leucina, isoleucina, valina y fenilalanina, los cuales promueven las
interacciones hidrofébicas y por ende los fendmenos de agregacion proteica
(47).

Una vez identificado estos sitios (“hot spots”), y al realizar el comparativo
de secuencias, se tom6 como base la secuencia de hlIAPP, donde se sustituy6
aminoacido por aminoacido, con cada uno de los diferentes residuos de las
secuencias, dando como resultado nuevas variantes. De tal manera que las
nuevas variantes mostraron propiedades diferentes con un so6lo cambio de
residuo sobre la hlIAPP. En la Tabla 3 se muestran las nuevas variantes
generadas, asi como los valores de Aggrescan, hidropatia, y el organismo del
que se originan las variantes, mostrandose al menos 15 secuencias con menor
propensién a la agregaciéon en comparacion a la hIAPP. Ademas, se realizaron
dobles sustituciones, con el fin de optimizar la secuencia de amilina humana,
obteniendo 95 nuevas secuencias con un menor indice de agregacion; asi
también se realizo una triple sustitucion, debido a que el analogo comercial de
la hIAPP, la pramlintida, presenta 3 cambios de residuos. En nuestro estudio se
obtuvieron 644 nuevas variantes con 3 sustituciones con un menor indice de

agregacion que la pramlintida.

Dentro de los cambios de residuos mas relevantes se encuentran la
sustituciones V17D y F3R, ya que estas eliminan los “hot spots”, ademas
mostraron valores mas negativos en el algoritmo de Aggrescan, sin embargo la

variante F»3R, fue la que caus6 mas interés, debido a que se encuentra en la



region C-terminal, la cual se ha descrito como nucleo amilodogénico de la
amilina, en este sentido la variante F,3R se eligié para ser evaluada de manera

experimental.

Sin embargo, la secuencia no es lo Unico que podria determinar la
tendencia a la agregacion de la amilina, si no el microambiente circundante. De
tal manera que es de gran relevancia el estudiar el ambiente lipidico y su
interaccion con la amilina, puesto que una de las interacciones mas
importantes que tiene ésta es en un ambiente lipidico en la membrana celular,
la cual podria actuar como una condicion moduladora de los fenébmenos de

agregacion.



Tabla 2. Secuencias de amilina de las especies con mayor y menor propensién a la agregacion. Valores de Aggrescan, PASTA, hidropatia, pl, uH e
hidrofobicidad promedio, comparado con la secuencias de amilina humana. Las regiones de mayor agregacion (hot spots) se identifican en color rojo.

Organism Sequence Aggrescan PASTA Hydropatia pl uH Hidrofobicidad
Pteropus Alecto KCDTAITYAITQWLANFLVHSSNNFSVILSLTNVGSNTY 20.9 -12.882 0.36 7.2 0.16 0.25
Oryzias latipes KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYVPTNVGSATY 7 -6.288 0.1 9.0 0.21 0.07
Cyprinodon variegatus KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGAVYVPTNVGSSTY 6.6 -5.707 0.1 9.0 0.20 0.07
Fundulus heteroclitusisoform x1 KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYVPTNVGSSTY 6.3 -6.288 0.03 9.0 0.22 0.05
Xiphophorus maculatus KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYVPTNVGSSTY 6.3 -6.288 0.03 9.0 0.22 0.05
Austrofundulus limnaeus KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYVPTNVGSSTY 6.3 -6.288 0.03 9.0 0.22 0.05
Ochotona princeps KCNT ITCATQRLANFLVHSSNNFGA I FSPVNLGSKSY 5.2 -4.341 0.04 9.7 0.26 0.10
Jaculus jaculus KCNTATCATQRLANFLVRSSSSLGV ILPATNVGSNTY 3.3 -4.155 0.15 9.8 0.19 0.08
Danio KCNTATCVTQRLADFLIRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 3.2 -4.252 0.04 9.0 0.22 0.07
Pterocles KCNTATCVTQRLADFLVRSSNNIGATYSPTNVGSYTY 3 -3.568 -0.12 8.9 0.23 0.03
Maylandia zebra KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 2.6 -4.284 0.03 9.0 0.22 0.06
Haplochromis burtoni KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 2.6 -4.284 0.03 9.0 0.22 0.06
Pundamilia nyererei KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 2.6 -4.284 0.03 9.0 0.22 0.06
Oreochromis niloticus KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 2.6 -4.284 0.03 9.0 0.22 0.06
Larimichthys crocea KCNTATCVTQRLADFLVRSSNTIGTVYAPTNVGSATY 2.6 -4.284 0.03 9.0 0.22 0.06
Homo sapiens KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -5.6 -4.939 -0.1 9.1 0.20 0.06
Peromyscus maniculatus bairdii KCNTATCATQRLTNFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY -9.1 -4.465 -0.32 9.8 0.24 -0.02
Bos_taurus KCGTATCETQRLANFLAPSSNKLGAIFSPTKMGSNTY -9.7 -1.880 -0.28 9.6 0.15 0.02
Erinaceus europaeus RCNTATCATQRLVNFLSRSSNNLGAILSPTDVGSNTY -9.9 -4.384 -0.21 9.1 0.24 -0.04
Capra hircus KCGTATCATQRLANFLAPSGNKLGAVFSSTKMGSNTH -10.7 -1.880 -0.17 10.3 0.17 0.04
Cricetulus KCNTATCATQRLANFLVHSNNNLGPVLSPTNVGSNTY -10.8 -3.884 -0.27 9.1 0.20 0.03
Macaca fascicularis KCNTATCATQRLANFLVRSSNNFGTILSSTNVGSNTY -10.8 -4.354 -0.2 9.8 0.27 -0.01
Octodon KCNTATCATQRLTNFLVRSSHNLGAALPPTKVGSNTY -11 -4.465 -0.29 10.2 0.21 -0.03
Saimiri boliviensis boliviensis KCNTATCSMHRLADFLGRSGNNFGAILSPTNVGSNTY -11.3 -1.880 -0.26 9.1 0.27 0.02
Balearica regulorum gibbericeps KCNTATCSMHRLADFLGRSGNNFGAITLSPTNVGSNTY -11.3 -1.845 -0.26 9.1 0.27 0.02
Sus scrofa KCNMATCATQHLANFLDRSRNNLGT IFSPTKVGSNTY -13.4 -2.364 -0.44 9.7 0.25 -0.07
Ovis aries musimon KCGTATCATQRLANFLAPSGNKLGAVFSPRKMGSNTH -13.7 -1.880 -0.29 10.8 0.12 -0.02
Odobenus rosmarus KCNTATRATQRLANFLVRSSNNLGAILSHTNVGSNTY -14.1 -4.224 -0.36 11.3 0.33 -0.08
Bos mutus KCGTATCETQRLANFLAPSSNKLGAISSPTKMGSNTY -15.2 -1.880 -0.38 9.6 0.12 -0.02
Bison bison bison KCGTATCETQRLANFLAPSSNKLGAISSPTKMGSNTY -15.2 -1.880 -0.38 9.6 0.12 -0.02
Sorex araneus KCNTATCATQRLTNFLTRSSNNIGAIPPSTNVGSNTY -15.7 -2.542 -0.45 9.8 0.23 -0.06
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Tabla 3. Efecto de la sustitucién de una sola variante sobre la amilina humana. Se ordenaron las 15 secuencias con menor agregacion seguido de 15
secuencias con mayor agregacion en comparacion con la amilina humana, en color rojo se marcaron los hot spots, también se muestra a los organismo en
los cuales se presenta de manera natural la variante realizada.

Variante Secuencia Na4VsSS Hidropatia PASTA Organismos

V,;;D KCNTATCATQRLANFLDHSSNNFGAITLSSTNVGSNTY -14.8 -0.31 -3.46 S. crofa

F»R KCNTATCATQRLANFLVHSSNNRGAILSSTNVGSNTY -13.6 -0.30 -3.88 C. auratus

L,/ H KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATHSSTNVGSNTY -12.1 -0.29 -4.10 L. chalumnae,

F23G KCNTATCATQRLANFLVHSSNNGGAILSSTNVGSNTY -11.7 -0.18 -3.88 P. cristatus

V3G KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNGGSNTY -11.3 -0.22 -421 P. cristatus

Vy,G KCNTATCATQRLANFLGHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -11.3 -0.22 -3.46 A. nancymaae, B. regulorum, S. boliviensis

l26A KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAALSSTNVGSNTY -10.6 -0.17 -3.88 C. cristata , C. porcellus, F. damarensis

AysD KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGD ILSSTNVGSNTY -10.4 -0.24 -3.95 C. cristata

FasA KCNTATCATQRLANFLVHSSNNAGATLSSTNVGSNTY -10.4 -0.12 -3.88 G. fortis, Z. albicollis,

Vy, T KCNTATCATQRLANFLTHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -10.3 -0.23 -3.46 C. harengus, E. lucius, S. araneus

L,;S KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATVSSTNVGSNTY -10.1 -0.22 -6.19 B. bison, B. mutus, C. cristata, P.
cristatus

VA KCNTATCATQRLANFLAHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -10.0 -0.16 -3.46 B. bison, B. mutus, B. taurus , B. bubalis

AgE KCNTATCETQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNVGSNTY -9.3 -0.24 -494 B. bison, B. mutus, B. taurus

Y3/ H KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTH 9.1 -0.15 -4.94 C. hircus, O. aries

T3S KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNSY 9.1 -0.10 -4.94 O. princeps , O. cuniculus

H. sapiens KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -5.6 -0.10 -4.94

Kil ICNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -1.1 0.13 -4.94 P. hamadryas,

Sal KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSLTNVGSNTY -1.0 0.03 -6.36 P. alecto Iq

Sasl KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLLSTNVGSNTY -1.0 0.03 -636 C. porcellus, F. damarensis, H. glaber

TaV KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLSSVNVGSNTY -0.8 0.04 -6.86 0. princeps

SaV KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLVSTNVGSNTY -0.5 0.04 -761 A. limnaeus , C. variegatus, F. heteroclitus

Agsl KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGI ILSSTNVGSNTY -0.5 -0.02 -7.41 P. cristatus

Asl KCNTITCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNVGSNTY -0.5 -0.02 -4.94 0. princeps

Tol KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -0.2 0.04 -494 C. cristata, F. damarensis, H. glaber

Tel KCNTAICATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNVGSNTY -0.2 0.04 -4.94 A. nancymaae

SioF KCNTATCATQRLANFLVHESNNFGAITLSSTNVGSNTY 0.0 0.00 -6.50 C. cristata

R, W KCNTATCATQWLANFLVHSSNNFGATLSSTNVGSNTY 0.6 0.00 -5.84 P. alecto Iq

T4l KCNIATCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNVGSNTY 0.9 0.04 -494 A. nancymaae

N3sY KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTNVGSYTY 1.1 -0.04 -494 L. chalumnae, P. gutturalis

N3,V KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAITLSSTVVGSNTY 2.3 0.11 -6.97 P. cristatus

Nool KCNTATCATQRLANFLVHSSNIFGAILSSTNVGSNTY 2.9 0.12 -3.46 P. cristatus 25




10.2 Modulacién de la amilina mediada por el acido lisofosfatidico.

El LPA es un lipido de 18 C en la cadena acilo y una instauracion, el cual
se ha descrito que puede promover la formacion de fibras de tipo amiloide en la
B2-microglobulina, asi como en otros péptidos (17). De manera que se
realizaron experimentos para caracterizar su capacidad de modular y generar
cambios conformacionales sobre la estructura de los diferentes
segmentosegmentos de la amilina. Por lo que se evalu6 el segmento amino
(*KCNTATCATQRLANFLVHSS?) y el segmento carboxilo
(*®*FGAILSSTNVGSNTY?). Para ello, se realiz6 un ensayo en donde se
incubaron de manera independiente el segmento amino y el segmento
carboxilo con concentraciones crecientes de LPA, las cuales fueron de
0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.35, 0.5, 1, 2.5 y 5 mM. Posteriormente se

realiz6 un analisis espectrofotométrico y de fluorescencia.

Dentro de los resultados obtenidos en los ensayos de
espectrofotometria, se observd un aumento en la absorbancia a 218 nm,
cuando el segmento C-terminal interacciona con las siguientes concentraciones
de LPA: 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.35 mM, lo cual indica un cambio
conformacional sobre el enlace peptidico, basado en estudios previos de
nuestro grupo (12, 13). Sin embargo, el aumento fue menor en las
concentraciones de 0.5, 1, 2.5, y 5 mM. Ahora bien, al usar la molécula rojo
Congo y medir el cambio de birrefringencia a 494 nm, se observé que de la
concentracion 0.00625 mM hasta la concentracion 0.1 mM, hubo un aumento
en los valores de absorbancia debido al cambio de birrefringencia, dependiente
de la concentracién de LPA (Fig. 4). Por otra parte, el segmento amino, no
mostré ningun efecto, considerando que las absorbancias obtenidas a 218 nm
y 494 nm no generaron un resultado significativo. De manera que el segmento

carboxilo es el mas propenso a ser modulado por la interaccion con LPA.
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Ahora bien, en el ensayo de fluorescencia, el cual tiene una mayor

sensibilidad para la deteccién de estructuras de tipo B en comparacién con el

ensayo de rojo Congo, se observé un comportamiento gaussiano (Fig.5), el

cual se pudo originar por las diferentes concentraciones de LPA al interaccionar

con el segmento carboxilo solamente. Cabe destacar que este comportamiento

se ha observado en estados

intermediarios durante el

proceso de

desplegamiento de proteinas. Se encontré el punto maximo de fluorescencia

entre las concentraciones de 0.05 y 0.1 mM, lo cual podria estar asociado con

la concentracién micelar critica (CMC) del LPA (0.09 mM), de manera que al

aumentar la concentracion mas alla de 0.1 mM, la sefial empieza a decaer,

debido a una sobresaturacién de LPA y la formacién de micelas.
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Ademas, en modelos con el beta amiloide se ha observado que niveles
justo por debajo del CMC promueven una agregacion mas rapida, debido a que
presenta una mayor solubilidad (48), esto implica que la CMC es un factor
relevante al llevarse a cabo interacciones en soluciones acuosas, como las que
se realizaron experimentalmente. Por lo anterior, un aumento en la
concentracion origina la inhibiciébn en la formacion de estructuras de tipo J3,
indicando una posible modulacion mediada por LPA (Fig. 5). Por otra parte, los
resultados indican que el segmento amino no mostro interaccion significativa,
puesto que no se logré observar algun cambio al momento de ser expuesto a
las diferentes concentraciones de LPA, sugiriendo que los dos segmentos
tienen comportamientos diferentes, lo cuales son dependientes de su
secuencia. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de los
segmentos de IAPP, siendo el segmento carboxilo mas hidrofébico y con un
menor pl que el segmento amino, lo que nos indica una mayor afinidad hacia
los lipidos, lo cual explica los cambios estructurales en la formacion de fibras

de tipo amiloide.
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Fig. 5 Modulacion del segmento Carboxilo mediado por concentraciones crecientes
de LPA. Caracterizacion de la presencia de estructuras de tipo B por medio de
fluorescencia acoplada a la sonda tioflavina T (ThT). Se logra apreciar a la
concentraciéon de 0.1 mM la mayor emision de fluorescencia. En el inserto muestra los
espectros de emision de fluorescencia con las concentraciones mas representativas.
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los segmentos carboxilo y amino, comparado con la
secuencia completa de amilina humana.

Secuencia de aminoéacidos Hidropatia| pl pH | Hidrofobicidad
ﬁumr::naa KCNTATCATOQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY | -0.097 |9.049 |0.198 0.061
iiﬂ:‘:mo KCNTATCATORLANFLVHSS -0.040 |9.147|0.276 -0.026
Segmento FGAILSSTNVGSNTY| 0.280 |5.928/0.185 0.290
Carboxilo

10.3 Interaccion de la fosfatidilcolina con los segmentos de la amilina.

Una parte del modelo experimental esta centrado en la fosfatidilcolina
(PC), el fosfolipido mas abundante en las membranas celulares y de los
organelos, por lo tanto podria ser el que presente una mayor interaccion con la
amilina de forma nativa. Para la preparacion de PC se utiliz6 un modelo de
vesiculas unilamelares pequefias (SUV) en diferentes concentraciones: 60,
120, 240, 360, 480, 720, 960 ug/mL, con una cantidad utilizada de péptido de
120 pg/mL.

En el anadlisis espectrofotométrico a 218 nm, el segmento carboxilo
mostré un aumento significativo al ser expuesto a diferentes concentraciones
de PC, lo cual se muestra en el panel A de la Figura 6, lograndose observar un
comportamiento de tipo sigmoidal, similar al que se representa en los estados
intermediarios durante los proceso de desplegamiento de proteinas. Por otra
parte, el segmento amino no muestra cambios significativos en lo que respecta
a la caracterizacion del enlace peptidico (Fig. 6B). A su vez, en el ensayo con
rojo Congo en el cual se utilizaron las mismas concentraciones de PC, se logra
apreciar un fenébmeno similar, siendo el segmento carboxilo el que presentd un
aumento significativo, asociado con la formacion de estructuras de tipo B (Fig.
6C). Sin embargo, el segmento amino no mostrd ningin cambio significativo
(Fig. 6D).
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Fig. 6 Mediciones del enlace peptidico y rojo Congo en los segmentos de la IAPP. A)
Medicién del enlace peptidico del segmento carboxilo bajo la interaccién con la
fosfatidilcolina a diferentes concentraciones. B) Medicion del enlace peptidico del
segmento amino interactuando con la fosfatidilcolina a diferentes concentraciones. C)
Cambio de birrefringencia con rojo Congo del segmento carboxilo interactuando con
la fosfatidilcolina a diferentes concentraciones. D) Cambio de birrefringencia con rojo
Congo del segmento amino interactuando con la fosfatidilcolina a diferentes
concentraciones (Programa estadistico Prism).

Por otra parte, con el fin de ampliar la caracterizacion del cambio
conformacional sobre el segmento carboxilo al interaccionar con la PC, se
realizd una cinética a 218 nm por 30 min (Fig 7 A), la cual pone de manifiesto
qgue dicha interaccién es un suceso rapido, que ocurre a los pocos minutos de
estar en contacto el péptido con el lipido, para después estabilizarse. Sin
embargo al realizar la cinética del N-terminal con la fosfatidilcolina (Fig. 7 B), no
mostr0 una interaccion que promueva la agregacion del N-terminal,
considerando que la suma de los valores de absorbancia del péptido y del
lipido ascienden al valor obtenido de cuando ambos estan en la misma
muestra, sugiriendo que no existe una interaccion que genere un cambio en el

enlace peptidico del N-terminal.
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Fig. 7 Cinética del enlace peptidico. A) Medicidon del segmento carboxilo con una
concentracién de 120 ug/ml mediado por fosfatidilcolina una concentracion de 480
pg/ml. B) Medicién del segmento amino con una concentracion de 120 pg/ml mediado
por fosfatidilcolina a una concentracion de 480 ug/ml.

10.4 Interacciones de la amilina con vesiculas de acido palmitico y oleico.

Ahora bien, se utilizaron vesiculas compuestas por PC y un acido graso
libre (AGL), en primera instancia se evalué al acido palmitico (PA) de 16
carbonos saturado, y al acido oleico (OA) de 18 C insaturado. Se eligieron para
el estudio estos dos AGL por su mayor proporcion a nivel fisiologico. Estos
lipidos ya han sido utilizados en diversos estudios a nivel celular, en los que se
muestran un posible efecto citotéxico del acido palmitico (49, 50), mientras que
el acido oleico podria proteger a las células (49, 50). De manera que las
relaciones utilizadas para las microvesiculas fueron una relacion masa/masa
2:1, es decir 2 partes de fosfatidilcolina, y 1 parte de AGL a evaluar. Esto es

considerando las condiciones técnicas durante la preparacion de las muestras.

De tal manera que al evaluar el enlace peptidico del segmento C-
terminal, encontramos que la combinacion fosfatidilcolina (PC) en conjunto con
el acido palmitico (PA) resulta en una aumento gradual en los valores
obtenidos de absorbancia, al aumentar la concentracion. Sin embargo, al
compararlo con las vesiculas de acido oleico (OA), los valores obtenidos son
menores y no muestran cambios al aumentar su concentracion (Fig.8). Por otra
parte el segmento amino no muestra ningin cambio aparente al interaccionar

con las dos preparaciones de vesiculas evaluadas.
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Fig. 8 Caracterizacion del enlace peptidico en preparaciones de vesiculas con
acidos grasos. A) Segmento C-terminal interaccionando con las vesiculas de PC,
PC+OA, PC+PA en concentraciones crecientes. B) Segmento N-terminal
interaccionando con las vesiculas de PC, PC+OA, PC+PA en concentraciones
crecientes.

Para definir la formacion de estructuras de tipo [, precursoras de las
fibras amiloides, se realizaron mediciones espectrofotométricas con el ensayo
de rojo Congo. En este experimento se obtuvieron resultados comparables en
tendencia a los obtenidos con las mediciones a 218 nm, en donde los cambios
mas importantes fueron con la PC, mientras tanto cuando interacciona con el
acido palmitico el aumento no fue tan significativo, por otra parte la interaccion
con el acido oleico no mostré cambios relevantes en los valores de absorbancia
(Fig. 9).
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Fig. 9 Caracterizacion de estructuras B utilizando Rojo Congo. A) Segmento C-
terminal interaccionando con las vesiculas de PC, PC+0OA, PC+PA en
concentraciones crecientes. B) Segmento N-terminal interaccionando con las
vesiculas de PC, PC+OA, PC+PA en concentraciones crecientes.
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Asimismo, con ayuda de geles de gradiente de 0.8-25%, se pudo
observar que la combinacion tanto con fosfatidilcolina y la combinacién con
acido palmitico provocaba una formacion de asociaciones lipido-péptido con
mayor peso molecular, caso que no ocurri6 con el acido oleico, puesto que

logré tener una migracion mas amplia, por lo tanto sugiere la formacion de



estructuras oligoméricas que son de un peso molecular menor comparado con
las fibras amiloides (Fig. 10). En este caso, el gel fue procesado mediante una

tincion con negro de Sudan.
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PM - ST I T OA

Fig. 10 Gel de gradiente nativo de 0.8-25% tefiido con Negro de sudan. Interaccion
entre el segmento C-terminal y las vesiculas de PC, PC+OA, PC+PA.

Como parte de otro modelo experimental se utilizo la linea celular RIN-
m5F, la cual es un modelo de células-p de Langerhans que producen insulina
de forma nativa, en la cual se realiz6 un ensayo de MTT para evaluar la
viabilidad celular. Los resultados sugieren que el lipido que caus6é mayor dafio
de forma individual fue la preparacién con acido palmitico, mientras que la
fosfatidilcolina result6é inocua, por otra parte cuando hay una interaccién con el
segmento amino disminuye la viabilidad de forma similar a los 3 lipidos
evaluados, posiblemente asociado con la formacion de estructuras
oligoméricas. Al evaluar la interaccidon con el segmento carboxilo se encontro,
qgue el menor dafio fue cuando interaccion6 con la fosfatidilcolina, mientras que
el mayor dafio se presentd al interactuar con las vesiculas de &cido oleico (Fig.
11), esto debido a un aumento en la formacion de estructuras oligoméricas, las
cuales pueden estar causando la formaciéon de poros o disrrumpiendo la

integridad de la membrana (Ver Fig. 1).
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Fig. 11 Ensayo de viabilidad celular. Diferentes tratamientos péptido lipido a los que
sometieron las células RIN.

Por otra parte, se realiz0 una extraccion proteica total para caracterizar
la activacion de la via UPR en las células RIN, siendo expuestas a estimulos
con PC, PA y OA, en una relacion 1:2 con los segmentos peptidicos de amilina,
en donde se encontraron cambios minimos en la expresion de ATF6a y CHOP,
sin embargo actualmente continuamos trabajando en esta caracterizacion

experimental.

Asi mismo, se caracterizo el comportamiento de la regién en la que se
encuentra el ndcleo de agregacion de la amilina, es decir el segmento C-
terminal, el cual ha demostrado ser el que presenta una mayor formaciéon de
estructuras de tipo beta, ademas del dafio citotéxico ocasionado. Por lo anterior
se utilizo la variante F,3R en busca de una posible disminucion en su tendencia

a la agregacion y de dafo.

10.5 Interaccion de la variante F,3R y C-terminal.

Como resultado del estudio in sillico anteriormente descrito, la
sustitucion F,3R en la hIAPP es una nueva variante, la cual esta presente en la
secuencia de amilina del pez dorado (Carassius auratus). Esta variante se
eligio entre las demas puesto que elimina el “hot spot” presente en la region C-
terminal, la cual se ha descrito como nucleo amilodogénico de la amilina.

Ademas, la variante F,3R presento los valores mas negativos en el algoritmo de
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Aggrescan, por lo tanto un buen candidato para disminuir la tendencia a la

agregacion gque presenta el segmento carboxilo.

Es importante considerar que la idea de introducir modificaciones en la
secuencia de amilina no es algo nuevo, y como ejemplo de esto se puede
mencionar a la pramlintida, una molécula la cual esta basada en la secuencia
de amilina de rata, y que se obtuvo al sustituir por prolinas los aminoacidos en
las posiciones 25, 26 y 29 de la amilina humana, con lo que inhibe el proceso
de agregacion de la pramlintida. Sin embargo hay reportes en los cuales la
pramlintida promueve la agregacion, debido a que funciona como una
estructura de andamiaje para iniciar el proceso de formaciéon de fibras de tipo
amiloide en la secuencia nativa (51). Por lo tanto, se evalu6 el comportamiento
de la variante F23R en conjunto con el segmento carboxilo terminal nativo, bajo
condiciones equimolares, utilizando un modelo de células RIN para

complementar el estudio in vitro.

Dentro de lo mas relevante de los resultados obtenidos, se encontré que
la variante F,3R puede inhibir el proceso de agregaciéon generada por el C-
terminal, lo cual se observd por el cambio en la birrefringencia en el ensayo de
rojo Congo (Fig. 12 A) y también por la disminucién en la fluorescencia al ser
acoplada con la sonda de ThT (dato no mostrado). Ademas, al evaluar la
viabilidad celular, la variante F,3R no produjo efectos citotdxicos, aunado a este
fendmeno, mostré la capacidad de disminuir la citotoxicidad generada por el C-
terminal (Fig. 12 B). Ahora bien, con la finalidad de caracterizar la funcion
fisiologica de las células-B, se realizé la cuantificacion de insulina del medio
extracelular, en donde el segmento C-terminal, a pesar de disminuir la
viabilidad celular cerca de un 20%, no mostré alteracion alguna en la secrecion
de insulina. De manera importante, el segmento F,3R mostrd un incremento del

28% en la secrecion de insulina (Fig.12 C).

Por otro lado, los niveles de calcio intracelular forman parte de los
mecanismos que controlan la liberacion de insulina; dentro de las células-f3
estan presentes 2 sistemas principales de extrusiéon de Ca*, la bomba de
calcio de la membrana plasmatica (PMCA) y el transportador Na*/Ca®*. En este
sentido se encontré que tanto el C-terminal y la variante F,3R, estan asociados



con una regulacion a la baja en la expresion de PMCA (Fig. 12 E), lo cual
podria estar relacionado con el mantenimiento basal de los niveles de
secrecion de insulina. De tal manera que cuando las células al encontraron
bajo el tratamiento del segmento C-terminal junto con la variante Fx3R, se

incremento la liberacion de insulina.
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Fig. 12 Comportamiento de la variante F,3R y C-terminal. A) Cambio de birrefringencia
asociado a la formacién de estructuras de tipo B. B) Ensayo de viabilidad celular. C)
Secrecidn de insulina asociada con los diferentes tratamientos. D) Expresion de
CHOP y ATF-6a en respuesta a los tratamientos con los péptidos. E) Expresion de
PMCA y ABCAL en respuesta a los tratamientos con los péptidos.

Por otra parte, el tratamiento con el C-terminal y la variante F»3R, mostrd
cambios en la expresion del transportador ABCAL, lo cual sugiere que podria
estarse modulando el metabolismo del colesterol sobre la membrana
plasmatica (Fig. 12 E),siendo esta modulacidn un mecanismo compensatorio
que podria disminuir los niveles de colesterol en la membrana plasmatica, para
reducir asi el dafio causado por los amiloides, puesto que se ha descrito al
colesterol como un promotor de la formacion de fibras amiloides en la amilina
humana (37). Por otra parte, alteraciones en el funcionamiento del

transportador ABCAL puede generar una acumulacion de colesterol, lo cual se
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ha relacionado con una exocitosis alterada de los granulos de insulina. Asi
también, un incremento en ABCA1 puede tener una estrecha relacion al regular
la expresion de PMCA, debido a que forma parte del mecanismo de excrecién
de insulina. Es muy importante considerar que los niveles elevados de
colesterol en la membrana plasmatica inducen a la formacién de cambios
estructurales en la amilina (33), de manera que se podria considerar que el
aumento en la expresion de ABCA1 es un mecanismo compensatorio, en el

cual las células-f3 estan tratando de disminuir el colesterol de la membrana.

Ahora bien, al caracterizar los transductores de la via UPR se encontro
que hubo un incremento en la expresion de CHOP, el cual fue mayor cuando
interacciond con el C-terminal, sin embargo esta condicion disminuyé al
tratarse con la variante F»3R, e incluso al llevar a cabo el tratamiento con los
dos péptidos (Fig. 12 D), fendmeno que podria estar asociado a la presencia de

la variante F,3R, la cual inhibe el proceso de amiloidogénesis.

Adicionalmente, se consideré la posibilidad de evaluar los efectos
protectores de la variante F,3R en otros modelos celulares expuestos de
manera natural a las fibras amiloides, con la finalidad de evaluar si el efecto
protector de la variante es un mecanismo general. Se utiliz6 un modelo con
células de microglia, que de forma natural se encuentran expuesta a las fibras
amiloides, similares a las que se producen con la amilina, pero que en este
caso estan compuestas por el péptido-f amiloide (AB). Como resultado de la
interaccion con el péptido AB, se encontré una disminucion drastica en la
viabilidad celular, fenbmeno que también se presentd cuando se expusieron al
C-terminal (Fig. 13 A); por otra parte, el tratamiento con F,3R no afecto en gran
magnitud la viabilidad celular. Sin embargo, los tratamientos en donde estuvo
presente la variante F,3R disminuyeron la sintesis de IL-6 (Fig. 13 B), ademas
de mostrar una activacion de CHOP, lo que podria asociarse con un fenémeno

protector de la variante F»3R (Fig 13 B).
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Fig. 13 Efecto de la amilina en un modelo celular de microglia. A) Ensayo de
viabilidad celular. B) Expresion de IL-6 y CHOP en respuesta a los tratamientos con
los péptidos.

11 Discusion

En primera instancia, los segmentos de las secuencias de amilina
presentaron diferentes valores en los parametros fisicoquimicos, lo cual es un
indicativo sobre las posibles interacciones al incubarse con las soluciones
lipidicas. Por consiguiente, los resultados obtenidos sugieren la presencia de
cambios conformacionales sobre la regidon C-terminal, al momento que
interactda con las soluciones lipidicas evaluadas, como las de PC, PA, OA 'y
LPA. En este sentido se ha descrito que el plegamiento peptidico puede ser
desencadenado por interacciones hidrofdbicas, asi como las propiedades
electrostaticas entre la interface polar y no polar de las vesiculas
lipido/proteina, lo que puede jugar un papel clave en la transicion y
estabilizacion de los segmentos de la amilina (52). Por otra parte, en un modelo
mas complejo de membranas similar al de las células-B, el cual contiene
fosfolipidos pero sin colesterol, se ha descrito que esta condicidbn puede
favorecer la formacion de estructuras amiloides en la amilina (38, 39), lo que

refuerza los resultados obtenidos en nuestro trabajo.

Ademas, el dominio C-terminal presenta una mayor tendencia a formar
fiboras de tipo amiloide, puesto que es ahi donde se localiza el nucleo
amiloidogénico. Sin embargo, se logré disminuir la formacién de estructuras

amiloides en esta region, al realizar una modificacion sobre su secuencia, al



cambiar un residuo de fenilalanina en la posicion 23 por arginina. De esta
manera, al incubar en conjunto al segmento C-terminal nativo con la variante
F23R se logré modular los cambios conformacionales del C-terminal, al inhibirse
el proceso de nucleacién y formacion de fibras amiloides. La generacion de
nuevas variantes es un punto estratégico en el disefio amiloidomimético con el

objetivo de disminuir sus propiedades amiloidogénicas.

De manera mas puntual, la variante F,3R fue capaz de mejorar el
metabolismo celular, debido a que en los tratamientos donde se encontraba
presente generd un incremento en la viabilidad celular de las células-.
Ademas, de manera individual la variante F,3R indujo un aumenté en la
secrecion de insulina (Fig. 11 C), sin provocar un dafio celular significativo,
fendmeno que podria explicarse a través de la modulacion en la expresion de
PMCA, puesto que este transportador regula al calcio citoplasmatico, y por
consiguiente la liberacion de insulina. Por otra parte, también se ha descrito
gue una sobreexpresion de PMCA esta asociada con el aumento de Ca en el
reticulo endoplasmico, lo que puede conducir a estrés de reticulo en las células
beta (53).

Asimismo, uno de los factores de transcripcion asociados al estrés de
reticulo endoplasmico es CHOP, el cual regula la expresion de chaperonas y
enzimas redox. Sin embargo, una activacion cronica de CHOP causada por
estrés de reticulo endoplasmico puede desencadenar la apoptosis, debido a la
activacion de ERO-1q, lo que genera un incremento de hiperoxidacion en el
lumen del RE y del receptor IP3, y con esto una liberacién continua de calcio
(54). Ademas de activar enzimas como la calpaina, que tiene como funcién la
escision proteolitica de Bcl2 y PMCA. Sin embargo, en los experimentos
realizados no se encontraron productos de la degradacién de PMCA, lo que
sugiere que la regulacion de esta proteina se lleva a través de mecanismos
transcripcionales. En este sentido, PMCA podria ser mediada por mecanismos

asociados con la via calcineurina/NFAT.

Por otra parte, se observaron resultados que no habian sido reportados
previamente dentro de las funciones convencionales de la amilina, como lo es

un incremento en la expresion de ABCAl (Fig. 11 E), el cual es un



transportador de colesterol en las células-B. Este evento podria estar actuando
como mecanismo compensatorio, para disminuir la cantidad de colesterol en la
membrana plasmética, y aumentar su fluidez, con el fin de evitar el posible
dafio causado por la interaccion péptido/lipido, ya que si la amilina se
encuentra en forma de oligobmeros o de fibras amiloides, podria llegar a
disminuir la integridad de la membrana. Ademas, en un modelo similar a la
membrana plasmética, en donde se utilizaron membranas de PC:PS:COL, se
observd una regulaciéon mediada por el colesterol sin importar la carga de la

membrana (37).

De igual manera, en otros polipéptidos que tienden a formar fibras
amiloides, como el B-amiloide, se ha descrito que las propiedades
fisicoquimicas de las membranas que interaccionan con estos péptidos pueden
acelerar el proceso de agregacion, asi como de la formacion de fibras (55). Sin
embargo, no siempre esta interaccion va promover la agregacion, ya que
también se ha visto que pueden reducir la formacion de las fibras de tipo
amiloide y por consiguiente disminuir su citotoxicidad. Por lo tanto, cobra gran
relevancia el estudio con diferentes combinaciones lipidicas para conocer mejor

como y con cual lipido se llevan a cabo las interacciones lipido-péptido.

12 Conclusiones.

En el presente trabajo se estudié el mecanismo de agregacion basado
en la secuencia de amilina, ademéas mediante el concepto de biomimética, se
generaron nuevas variantes de la amilina capaces de reducir la propension a la
agregacion. Siendo muestra de ello la variante Fy3R, la cual fue capaz de
disminuir la formacion de estructuras de tipo B, asi mismo se demostré que
podria disminuir los efectos citotoxicos causados por el C-terminal, ademas de

favorecer un aumento en la sintesis de insulina.

También se caracterizaron los mecanismos mediante los cuales los
lipidos pueden ser factores promotores de la agregacion, y llevar a cabo la
modulacion lipido-péptido sobre los segmentos de amilina. Dentro de los lipidos
evaluados encontramos que de manera dependiente de la concentracion, el
LPA puede llegar a modular la estructura secundaria del C-terminal, ademas en

el caso de las interacciones con las vesiculas de PC con OA o PA también se



observaron cambios dependientes de la concentracion, pero de manera mas
importante logramos observar que cada uno de los segmentos de amilina
utilizados (N-terminal, C-terminal y F»3R) mostré un comportamiento diferente al
estar en presencia de un ambiente lipidico, aportandonos un mejor
entendimiento de las condiciones que promueven los cambios

conformacionales sobre la amilina.

Los resultados obtenidos marcan una base para seguir avanzado en el
campo de estudio de los amiloides, por lo cual se sugiere complementar este
estudio mediante un panel mas amplio de lipidos, y su modulacion sobre los
segmentos de amilina. Asi también, determinar el comportamiento de nuevas
variantes sobre un modelo experimental similar al ya efectuado con la variante

F23R, y ademas utilizar experimentacion in vivo sobre modelos de murino.
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Anexo 1. Clasificacion de las 240 secuencias de amilina. Se muestra el nimero de secuencias correspondientes a cada orden
filogenético.

Clase Mammalia Chordata Actinopterygii Aves Sauropsida Sarcopterygii
Orden Afrosoricida 2 Beloniformes 1 Characiformes 3 Accipitriformes 4 Crocodilia 3 Coelacanthiformes 2
Artiodactyla 11 Clupeiformes 1 Anseriformes 9 Squamata 4
Carnivora 12 Cypriniformes 3 Apodiformes 2 Testudines 5
Chiroptera 1 Cyprinodontiformes 5 Bucerotiformes 2
Cingulata 1 Esociformes 1 Caprimulgiformes 2
Dasyuromorphia 1 Lepisosteiformes 1 Cariamiformes 2
Dermoptera 1 Perciformes 6 Cathartidae 1
Didelphimorphia 2 Pleuronectiformes 1 Charadriiformes 1
Lagomorpha 2 Salmoniformes 2 Coliiformes 2
Perissodactyla 6 Tetraodontiformes 2 Columbiformes 1
Primates 29 Coraciiformes 2
Rodentia 23 Cuculiformes 5
Scandentia 3 Euripygyformes 2
Soricomorpha 2 Falconiformes 2
Tubulidentata 1 Galliformes 3
Gaviiformes 2
Gruiformes 2
Leptosomiformes 2
Mesitornithiformes 2
Otidiformes 2
Passeriformes 14

Pelecaniformes
Phaethontiformes
Phoenicopteriformes
Piciformes
Podicipediformes
Procellariiformes
Psittaciformes
Pterocliformes
Sphenisciformes
Strigiformes
Struthioniformes
Suliformes
Tinamiformes
Trochiliformes
Trogoniformes
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Abstract

The islet amyloid polypeptide hormone (IAPP) or amylin maintains a key role in
metabolism, however this 37-residues peptide could form pancreatic amyloids, which
is a characteristic feature of type 2 diabetes mellitus (DM2); however, some species do
not form amyloid fibril structures. Employing a biomimetic approach, an extensive
panel of optimized sequences was generated, which would drastically reduce
aggregation propensity. In this sense, structural and cellular characterization
performed on the C-terminal domain with the highest aggregation propensity allowed
describing an aggregative phenomenon dependent on the lipid environment.
Moreover, evaluation of the F23R variant demonstrated inhibition of amyloid
formation on the native C-terminal, associated with functional optimization in calcium
and cholesterol management coupled to insulin secretion by beta cells, and decreasing
cytotoxic conditions in microglia cells, a model of amyloidosis. Additionally, it was
found that C-terminal sequences could modulate cholesterol metabolism in
hepatocytes by regulating SREBP-2, apoA-1, ABCA1, and LDL-R, mechanism that may
represent a new function on the management of cholesterol. While optimized
sequences could diminish beta-sheet formation with only one residue modification
and represent a novel strategy adaptable to other pharmacological targets, data
suggest a new IAPP function associated with metabolic rearrangements of cholesterol
in liver.

1. Introduction



Exacerbated perturbation of protein homeostasis (proteostasis) could lead to a
phenomenon considered as protein metastasis 1,2, wherein initial events of misfolding
and amyloid aggregation trigger a cascade of pathological processes that could mark
the progression of chronic-degenerative diseases 3,4, in association with conditions of
metabolic overload due to the excess of nutrients. These conditions are important in
diseases such as diabetes mellitus type 2 (DM2), a pathological condition associated
with pancreatic islets, wherein insulin synthesis, sensitivity to this hormone in
peripheral tissues, and the function of beta cells are affected by the presence of
amyloid-like fibrils composed of human amylin (hIAPP).

hIAPP is a peptide hormone of 37 residues that slows down gastric emptying,
participates in the homeostatic regulation of glucose and functions as a glucagon-
release inhibitor; likewise, it has been described as a sensitizer of leptin function 5,6. In
addition, data generated by our group suggest a possible regulation of hepatic
cholesterol metabolism (personal communication). hlAPP is a monomeric peptide
processed in the Golgi apparatus and co-secreted with insulin in response to beta cell
secretagogues 7. Structural transitions must be the key in the phenomenon of amyloid
fibril formation 8; indeed, amyloid aggregation of hIAPP triggers an amplified toxicity
response that can lead to failure of pancreatic beta cells. In this case, extracellular
hIAPP amyloids could induce endoplasmic reticulum (ER) stress, wherein the over-
activation of the unfolded protein response (UPR) can promote beta cell dysfunction 9.
UPR is integrated by a tripartite signaling system, which regulates gene expression to
resolve stress and maintain proteostasis. ER stress is detected in the lumen by IRE],
PERK, and ATF6, inducing signaling ER-nucleus cascades, through factors such as N-
ATF6, XBP1s, and CHOP 10.

Different variants are involved in alterations of amyloid structures in vivo, for instance,
the S20G mutation has been found in Asian populations, associated with early cases of
DM2, and accelerating the formation of amyloid structures 11,12, also several variants
have been reported in Maori populations of New Zealand 13. Notwithstanding, rat
amylin shows a diminished trend to produce amyloid fibrils, the differences among
human and rat sequences are six residues (H18R, F23L, A25P, 126V, S28P, and S29P), all
of them located in segment 18-29 14. Indeed, several reports suggest that the 23-37
domain may be key in the structural transitions that trigger the formation of amyloid
fibrils 14,15.

A nature-based approach, i.e., biomimetics associated with the adaptation of models
inspired by biology, has been the basis for the generation of new systems or materials
16. The tendency of hundreds of organisms to form IAPP-amyloid structures has not
been fully analyzed, therefore the characterization of IAPP sequences can provide a
basis for a better understanding of the aggregation phenomenon and for the
development of improved sequences that might serve as a source for optimized



pharmacological treatments that may reduce the formation of beta-sheet structures,
and, in turn, a detailed understanding of cellular response mechanisms to IAPP.

2. Methods

2.1 Analysis of sequences. Selection of IAPP sequences from hundreds of organisms
was performed, wherein some physicochemical parameters were characterized.
Association that presents hIAPP sequence with respect to other organisms was
described by evaluating the tendency to form misfolded structures, employing
multiple predictor algorithms of beta-sheet aggregation and amyloid fibril formation,
by the use of several specialized platforms. Through searching in protein database of
the NCBI, using the term islet amyloid polypeptide (IAPP), 314 sequences were found,
which correspond to 284 eukaryotes, and another 30 associated sequences 17. In this
approach, and through different filters we considered only 240 of the 284 that
integrate the characterized, predicted and partial sequences.

2.2 Physicochemical parameters. Physicochemical analysis of IAPP sequences was
performed, included hydrophobic moment (uH), net electrostatic charge, average
hydrophobicity, theoretical average velocity of aggregation, isoelectric point (pl) and
patterns including residues promoting membrane interactions, which have been
described modulate phenomena such as self-assembling and misfolded aggregation
18,19. Additionally, the management of IAPP fragments through the N-domain
1KCNTATCATQRLANFLV17 and C-domain 17VHSSNNFGAILSSTNVGSNTY37 was
performed.

2.3. Characterization of aggregation propensity. Several algorithms that enable the
identification of regions with a high intrinsic propensity to aggregation were employed.
IAPP sequences were characterized through multiple alignments by the use of
specialized platforms such as aggrescan 20, PASTA 2.0 21 and Zyaggregator22,23.

2.4. Phylogenetic tree construction. Sequence similarity search was realized employing
the method “Basic Local Alignment Search Tool protein” (BLASTp), which performs
protein-protein sequence comparison, and uses heuristics model to generate results
21,24. In addition, other strategies were used to reconstruct the phylogenetic tree as
the NJ method and ClustalX software 25,26.

2.5 Sequences designed de novo. Based on network analysis, residues that are
different among species were replaced on the sequence of IAPP, and then, the effect
of substitution characterized through physicochemical and aggregative parameters.
Definition of aggregation propensity range was obtained by consideration of
aggregation value of hlAPP as a reference, this based in Aggresscan values (Na4vsSS).

2.6 Materials. Cell culture reagents were purchased from Gibco-Invitrogen, while
tissue culture plates and other plastic materials were obtained from Nulgene Nunc.



Salts and buffers were obtained from Sigma-Aldrich, as well as thioflavin T (ThT), black
Sudan B, Congo-red, SDS and MTT. L-a-phosphatidylcholine (PC), 1-oleoyl-2-hydroxy-
sn-glycero-3-phosphate (LPA) were obtained from Avanti Polar Lipids.

2.7 Peptide synthesis and preparation. Considering the amino acid sequence and
physicochemical properties of the IAPP fragments, several peptides were synthesized
(GenScript).  Specifically, the following sequences were characterized:
1KCNTATCATQRLANFLVHSS20 (N-terminal native); 23FGAILSSTNVGSNTY37 (C-terminal
native), a region described with a high tendency to aggregation, and
23RGAILSSTNVGSNTY37 (F23R variant). The best condition for peptide solubilization
was ultrapure H20 (0.6 mg/ml), subsequently transferred to phosphate buffer pH 7.2
(0.06 mg/mL). Peptide purity greater than 98 % was confirmed by mass spectrometry
and HPLC analysis (GenScript). Likewise, the aggregative core of amyloid beta (AB) was
used as an amyloid structure reference 25GSNKGAIIGLM35.

All solutions were filtered by membranes with a pore size of 0.22 um. The lipid effect
on peptide structure was performed using ThT-fluorescence, peptide bond
spectroscopy and biochemical techniques.

2.8 Lipid vesicles. Lipids were mixed in chloroform and dried for 1 h under a gentle
stream of N2, with an additional period of 5 h at 30°C in a Speed Vac concentrator,
according to protocols established by our working group 4. After drying, lipids were
resuspended in phosphate buffer and subsequently sonicated with 4 cycles of 10 min
(15s on/30 s off pulses) in an ice bath under an N2 flow. Samples were left to
equilibrate for 2 h and then centrifuged for 10 min at 13000 rpm. Solution of small
unilamellar vesicles obtained was kept at 4°C until use, previously characterized by
transmission electron microscopy 19.

2.9 Peptide-bond conformational changes. Experimentation was performed through
characterization of absorbance at 218 nm, associated with changes in the
conformation of the peptide-bond, which is a parameter of conformational changes in
the formation of beta-sheet structures 4,19. Measurements were obtained using a
BioRad Smart spectrophotometer with diode array.

2.10 Congo-red birefringence spectroscopy. Assays were performed based on the
protocol of 27, and adapted by our group in several reports. Employing 10.6 uM of
Congo-red and 60 pg/ml of peptides under the different conditions evaluated, the
optical density was measured every 2 nm from 400 to 700 nm.

2.11 ThT fluorescence. Beta-sheet structures in peptides were characterized with ThT
fluorescence assay. Fluorescence emission spectra were registered at 25°C from 460 to
610 nm with an excitation wavelength of 450 nm in a Cary Eclipse spectrofluorimeter.



2.12 Circular dichroism. CD spectra were recorded with an AVIV 62DS
spectropolarimeter (AVIV Instruments) at 25 °C employing far UV wavelengths (190-
260 nm). Experiments were conducted at a peptide concentration of 120 ug/mLina 1
mm quartz path length cuvette using AVIV software. Spectra were recorded with a 1
mm bandwidth, using 1 nm increments and 2.5 s accumulation time. CD results are
reported as mean molar ellipticity (deg cm2 dmol-1).

2.13 Lipid-peptide interactions. Lipid/peptide samples were analyzed on non-
denaturing electrophoresis, technique adapted by our group in lipid-peptide
characterization 28. We established a new methodology through the use of 0.8-15 %
gradient gel electrophoresis. Later, gradient gels were stained with Sudan-black and
silver protocols, according to previous work 29.

2.14 Cell Culture. RIN-m5F beta cells (Langerhans islets, ATCC) were grown in RPMI
1640 medium supplemented with L-glutamine and 10 % fetal bovine serum (FBS).
Likewise microglia cells (EOC) were maintained in DMEM medium supplemented with
10 % FBS and 20% LADMAC conditioned media (produced from the LADMAC cell line,
rich in growth factor colony stimulating factor 1). In a complementary way, we use
hepatocytes (C9) in DMEM medium with FBS 10 %. Penicillin (50 U/mL) and
streptomycin (50 g/mL) were added to the media.

2.15 Cell Viability Assay. Peptide cytotoxicity was assessed by MTT reduction assays in
cell cultures, under different peptide and lipid-peptide treatments. Cells were seeded
into 96-well plates at a density of 20000 cells/well and allowed to grow to 90 %
confluence. Next, culture medium was replaced with Opti-MEM medium. After 1 h
under this condition, cells were incubated under different treatments, and
subsequently processed according to previous protocols 4.

2.16 Western blot. In the evaluation of cholesterol metabolism and UPR pathways, cell
cultures were maintained in proliferation until 90 % of confluence, then cells were
incubated under different treatments for 16 and 24 h. Cells were washed with PBS,
and lysed for 45 min at 4°C. Further to centrifugation at 8500 rpm for 8 min, the
supernatant was recovered and the protein quantification was carried out using the
bicinchoninic acid procedure. Samples (20 pg/lane) from the total protein fraction
were analyzed by SDS-PAGE on 10 % gels further transferred to PVDF membrane.
Membranes were incubated with primary antibodies: anti-PMCA-ATPase, anti-CHOP,
anti-IL-6, anti-rLDL, anti-SREBP2, ANTI-CD47, anti-ABC1, anti-apoA1l, anti-B-actin, anti-
ATF6a AND anti-XBPIs. Incubation with respective secondary antibodies anti-mouse
IgG, anti-rabbit 1gG and anti-goat 1gG coupled to horseradish peroxidase (HRP) for 1 h
at 37°C was carried out, and then HRP activity was detected.

2.17 Determination of insulin. Supernatant media of RIN-m5F cells under different
treatments were recovered and then centrifuged at 5000 rpm for 2 min. Recovered



supernatants were diluted with PBS. Subsequently, employing the ALPCO insulin
quantification kit (80-INSHUU-EO1) with a sensitivity of 0.002 ng/ml, the insulin
determination was performed as specified by manufacturer.

2.18. Calcium characterization. Cells incubated with different treatments were
removed from dishes and washed with PBS. Cellular suspensions were incubated with
3 uM of fura-2AM in PBS for 1 h at 37°C, further to centrifugation and several steps of
washes, measures were performed in a 1 cm quartz cuvette, on a Cary Eclipse
spectrofluorimeter, with an excitation wavelength at 340 and 380 nm, and emission
registered at 510 nm.

3. Results
3.1 Importance of region 17-31 in IAPP sequences

A panel of 240 IAPP sequences was selected according to the criteria described in
methods, the most important groups are distributed by class, such as mammalia (97
sequences), aves (103), actinopterygii (25), and sauropsida (12). Specifically, aves class
was distributed more evenly among 36 different orders, followed by mammalia
composed of two main groups, primates and rodentia (Sup table 1). Alignments in 240
IAPP sequences suggests that the N-terminal domain (1-17 residues) was conserved in
almost all sequences, showing minimal changes (Fig.1A), wherein the highly conserved
residues were C2, L12, and L16. However, some positions showed the highest number
of variants among species, such as residue S29 with 211 sequences, H18 with 209, F23
with 206, and A8 with 168 (Table 1). The region 17-31 concentrated 74% of total
variants (1187 of 1640), showing the greatest degree of variability. Employing the
bioinformatics platform BLASTp a high correlation was found among 49 sequences
aligned in the N-terminal (residues 1-17 of hIAPP) with at least 88% of identity,
compared to the C-domain (residues 23-37), which was only found in 11 sequences
with 90% of identity, corresponding to primates. Additionally, based on phylogenetic
tree analysis and multiple alignments among N- and C-domains in 240 sequences, the
N-domain was conserved among a wide variety of organisms, whereas the C-domain
was restricted to phylogenetically close groups (Sup figure 1). Indeed, the C-terminal
domain of hIAPP has been described with major structural modifications, and possibly
a domain wherein conformational changes to beta-sheet formation occur. Specifically,
region 23-31 represents the site wherein protein frustration phenomenon takes place,
indicating that it could be key for the binding of ligands 30,31. Thus, residue
modifications in this region could reduce the phenomenon of protein frustration,
originating a stable core of protein folding and slowing down interactions among
monomers.

3.2. Characterization of the propensity to amyloid structure formation



A specific pattern was identified in the analysis of hydropathy values regarding the
aggregation propensity index obtained with the AGGRESCAN algorithm (Na4vsSS value),
wherein a correlation among the values of these variables was found (Pearson 0.82)
(Fig.1B). This association was not displayed when values of parameters, such as pH,
average hydrophobicity, or isoelectric point, were evaluated. Based on the
AGGRESCAN values, sequences such as Sorex araneus (-15.7 Na4vSS), Bos mutus (-
15.2), Bison bison (-15.2), Odobenus rosmarus (-14.1), Ovis aries (-13.7), and Sus crofa
(-13.4) showed the lowest aggregation values (Sup table 2). Analysis of 240 sequences
showed 61 with low aggregation propensity and 173 with a higher trend compared to
hIAPP. Indeed, hIAPP is situated in a midpoint among sequences (Fig. 1C). With the use
of algorithms such as PASTA 2.0 and Zyggagregator, similar results were obtained.
Importantly, through the analysis of sequences, we found 113 different residue
variants in comparison to hlAPP (Table 1). In region 17-31, changes of Ser and Asn
were more abundant, likewise 60% of the substitutions were concentrated in this
region. Considering these data, the replacement of each of the 113 variants in their
respective position in the hlAPP sequence was characterized (Fig. 2A).

Taking as reference the Na4vSS value of hIAPP (-5.6), 43% of sequences decreased the
tendency to aggregate, which could modify the nucleation phenomenon in |IAPP
monomers. Similarly, when AGGRESCAN and hydropathy values were evaluated
together, a correlation value of 0.87 (Pearson) was found (Fig. 2B); in other
physicochemical parameters there was not a significant association. AGGRESCAN
analysis in 113 new sequences suggests a sigmoidal behavior (Fig. 2C), where most of
the sequences could be situated in potential intermediate transition states of
aggregation. For instance, in 15 sequences with less aggregation, variants such as
V17D, F23R, F23G, I126A could delete any of the hot spots (Table 2). In general, when
positions 17, 23, 25, 26, and 32 in hIAPP are modified, the tendency to aggregation is
reduced.

3.3. Proposal of de novo sequences

Pramlintide based on rat IAPP sequence (rlAPP) is administered in diabetes
therapeutics and considered a non-aggregating peptide 32; however, this de novo
design could not represent the best strategy. In the analysis of pramlintide with three
substitutions, a value of -6.6 (Na4vSS) was registered, and rlAPP presents -8.8,
moreover incubation of equimolar concentrations of rIAPP and human amylin leads to
a deposition of rlAPP onto amyloid fibrils of hIAPP 33. This may have a significant
relevance in the efficacy of pramlintide, suggesting the possibility of new optimized
sequences. Considering the panel of 113 de novo variants, 15 of these data show less
aggregation than rlAPP, with a single residue substitution in hlAPP. Otherwise, taking
into account these variants (Table 2) and performing the replacement of two residues



on the sequence of hIAPP could generate about 95 sequences with lower aggregation
index.

Compared to H. sapiens, sequences such as S. araneus (AGGRESCAN -15.7) with 6
variants, B. mutus (-15.2) with 10, and O. rasmarus (-14.1) with 4 variants had the least
tendency to aggregation (Sup table 2), contrasting significantly with de novo
sequences with only two substitutions, such as V17D _F23R (AGGRESCAN -22.9),
V17D _L27H (-21.3), V17D_F23G (-21), V17D_V32G (-20.6), or F23R_L37H (-20.2), even
more, variants V17D_F23R and V17D_F23G could delete steric zippers (Fig. 2D). In this
sense, modifications that are close to positions 17 and 23 present a lower aggregation
propensity, and replacements by polar residues such as Asp and Arg are the most
effective to reduce aggregation. Indeed, in the evaluation of sequences with three
variants, data contrast significantly with pramlintide and rat values, obtaining 644 new
sequences less prone to aggregation (data not shown).

3.4. Modulation of IAPP folding

Variants that could increase the formation of beta-sheet structures were found in
organisms such as P. cristatus, L. chalumnae, A. nancymaae, and P. alecto. Only for a
group of 15 selected variants, changes that induce a greater propensity to aggregation
were N22I| (2.9 Na4vsSS), N31V (2.3), N35Y (1.1), T4l (0.9), R11W (0.6), and S19F (0)
(Table 2), broadening hot spots in hIAPP (Table 2). These clusters have been associated
with atomic structures of the spine of amyloid fibrils made up of beta-sheets with
interdigitating side chains, denominated steric zippers 34. A single variant in the
regions 21-28, 24-33, and 32-37 could increase the tendency to aggregation (Table 2),
and substitutions at positions 11, 21, and 28 are the most relevant to induce amyloid
aggregation, as well as changes for lle, Val, Tyr, and Trp, generating long and more
hydrophobic hot spots.

To evaluate the concept of subtle modifications in the native C-terminal domain of
hIAPP that could reduce the aggregation propensity and modulate the deleterious
effects of beta-sheet formation, the domain that intrinsically shows the highest
aggregation tendency was evaluated, using the variant F23R as a peptide reference
(Fig. 3A), considering its location in the aggregation core and that it is one of the
variants that may induce a lower aggregation propensity (Table 2). Native C-terminal
was a suitable model, intrinsically showing a high tendency to formation of beta-sheet
structures, with the emission ThT-fluorescence spectrum peak at 494 nm, consistent
with previous reports 35. However, in the case of the F23R variant, there was a
significant diminution in the formation of this type of structures (Fig. 3A).
Complementary experiments through characterization with CD confirmed these
results; characteristic peaks at 201 and 221 nm were associated with the presence of
beta-sheet structures only at the native C-terminal (Fig. 3B). In parallel, these results
were confirmed with Fourier-transform infrared spectroscopy (data not shown). In



addition, when the fragment corresponding to the N-terminal domain (residues 1-17)
was characterized, no significant changes were found during the structural evaluation
through ThT-fluorescence and CD, keeping the sequence a disordered structure (data
not shown).

Extracellular accumulation of hIAPP is one of the molecular conditions that trigger the
pathophysiological phenomena associated with DM2 36, such as diminution in the cell
mass of Langerhans islets. Thus, employing a beta cell model (RIN-m5F), increasing
concentrations of peptide fragments were evaluated with the MTT assay, where only
the C-native fragment showed conditions of cytotoxicity starting with the lowest
concentration evaluated (7.5 pg/ml). Low percentages of B-secondary structures were
found in F23R, inducing minimum levels of cytotoxicity (Fig. 3C). Indeed, localized
changes in secondary structure of proteins explain conditions such as activation of the
function or protein folding, phenomena dependent on the surrounding lipid
microenvironment 4,19. We have characterized these conditions in proteins that show
lipid-binding properties 37, and proposed that lipid-protein interactions are critical in
conformational changes that can lead to misfolding. In this sense, a lipid
microenvironment-dependence of the structure of IAPP sequences was evaluated (Fig.
4).

3.5 Effect of lipid environment on secondary structure

C-terminal and F23R peptides were incubated with neutral unilamellar vesicles
composed of PC; the presence of conformational transition towards formation of beta-
sheet structures was found in the native C-terminal starting at the lowest
concentration, specifically in the peptide-lipid 78 uM/39 uM relationship (Fig. 4A, B),
which is close to the critical micelle concentration of PC. This phenomenon did not
occur when the variant F23R was evaluated (Fig. 4C, D). These findings may be
associated with the low stability of the C-native sequence and its high propensity to
aggregation, considering that the membrane environment may enhance aggregation,
and subtle changes, such as the F23R in the domain of greater aggregation, would
avoid this phenomenon. Additionally, the characterization was extended to vesicles in
which the electrostatic charge on the surface was modulated, finding that peptide-lipid
interactions triggering amyloid formation are primarily dependent on the negative
charge of lipid surfaces, both in the native C-terminal and F23R variant (personal
communication).

Complementarily, in the peptide-bond conformation a dependence of the lipid
environment was observed only in the native C-domain (Fig. 5A), and confirmed with
the birefringence changes evaluated with Congo-red spectroscopy (Fig. 5B), indicating
a high presence of beta-sheet structures dependent on PC. Likewise, this association
was confirmed by monitoring the aggregation kinetics, reflecting the same behavior in
the characterization of the peptide bond, in turn, related to an increase in the content



of beta-sheet structures in the native C-domain (Fig. 5C). These changes were not
observed when the F23R variant was evaluated. Through a standardized assay that
evaluates lipid-peptide interactions, samples were processed through native
polyacrylamide gradient gels, which evidenced the native interaction among PC
vesicles with the C-terminal, a condition that decreased in the F23R variant (Fig. 5D, E).

Indeed, F23R and the C-terminal do not change substantially with respect to the
average hydrophobicity, however when parameters such as the AGGRESCAN values
are considered, the native C-domain shows a value of 6.6, but the F23R variant was -
5.3, suggesting a very low tendency to aggregation. This condition determined by
electrostatic charges may explain the high aggregation propensity, for instance, the C-
terminal at a pH range of 3.0-8.5 shows a net charge of zero suggesting an intrinsic
tendency to aggregation, which has already been widely discussed in several reports as
a serious problem in the therapeutics of IAPP 38. However, under this same range, the
charge of the variant F23R is around +1, therefore, a subtle balance among the highly
dynamic secondary structure of the C-terminal domain of IAPP, the net charge, and the
physicochemical characteristics of the surrounding lipid microenvironment defines the
type of secondary structure acquired.

3.6 Inhibitory mechanism of the F23R variant on the C-terminal hIAPP aggregation

Taking into account that the C-terminal may represent a template structure for
pramlintide aggregation or other amyloid-like sequences, experimentation was
performed to evaluate the interaction between the C-terminal and F23R under
equimolar conditions. Results suggest that the variant F23R can inhibit amyloid
aggregation in the C-terminal, characterization based on the change of birefringence
with Congo-red (Fig. 6A) and ThT-fluorescence (data not shown). Importantly, when
cell viability was evaluated, F23R did not induce cytotoxic effects on beta cells, and
additionally showed the property of avoiding cytotoxicity exerted by the native C-
terminal (Fig. 6B). To characterize the physiological function, insulin secretion was
quantified. Although the C-terminal induces a decrease of approximately 20% in cell
viability, it does not alter insulin release (Fig. 6C), but surprisingly the F23R variant
induces an increase of 28% on secreted insulin levels (Fig. 6C). These data suggest that
F23R could stimulate the optimal function of beta cells. We have shown that amyloid
aggregation is a phenomenon that induces activation of the UPR transducers. In this
regard, treatment with the C-terminal favors an increase in the expression of CHOP
transcription factor dependent on PERK activation, but not ATF6-a activation, a
condition that does not occur with F23R incubation or under treatment with two
fragments (Fig. 6D), conditions associated with the protection phenomenon of F23R.

Although the mechanism that controls the release of insulin has been described
extensively through the ATP-sensitive potassium channel, other mechanisms can also
play an important role. Indeed, beta cells express a double system for Ca2+ extrusion:



plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA) and Na+/Ca2+ exchange transport system 39;
therefore, disposal of calcium is modulated by mechanisms highly regulated. In this
sense, we found that the C-terminal fragment and F23R variant could have a
connection with a down-regulation in PMCA expression (Fig. 6E), associated with
maintaining basal insulin-secretion levels and, specifically under treatment with F23R,
allowing an optimized increase. Therefore, amylin through the modulation of the
PMCA expression could exert a mechanism in the regulation of cytoplasmic calcium,
and, in turn, modulate the release of insulin (Fig. 6C). Indeed, PMCA overexpression is
associated with ER Ca2+ depletion leading to ER-stress in beta cells 40.

The canonical apoptosis pathway due to high levels of CHOP activate the ER
oxidoreductin-1a (ERO-1a), generating an increase in ER lumen hyperoxidation and,
subsequently, of the IP3 receptor, causing a continuous release of calcium 41, and
then activation of enzymes, such as calpain, which could process the proteolytic
cleavage of Bcl-2 and PMCA 42. In our experiments, when this possibility was
evaluated, degradation products were not registered in the PMCA characterization,
suggesting that regulation is exerted through transcriptional or translational
mechanisms. In this sense, expression of PMCA could be mediated by mechanisms
associated with the calcineurin/NFAT pathway 43.

In parallel, results suggest that treatment with the C-terminal and F23R variant could
modulate the cholesterol metabolism in beta cells through switching the ABCA1l
transporter (Fig. 6E). This response to the modulation of the transporter can function
as a compensatory mechanism that can lower cholesterol levels to ameliorate the
amyloid damage of IAPP considering that cholesterol has been described as a
promoter of fibril formation in hIAPP 44. Moreover, accumulation of cholesterol due to
alterations in ABCA1 has been linked to impaired exocytosis of insulin granules
45.Thus, the increase in ABCA1 could be associated with the maintenance of basic
functions such as insulin secretion in close connection with the regulation of PMCA
expression. Taken together, this could be a novel response in beta cells to keep their
vital functions.

Additionally, we evaluated the possibility of protection mechanisms employing the
F23R sequence in other cellular models that are physiologically exposed to amyloid
fibrils. Using AB-peptide as an amyloid reference sequence, a drastic decrease in cell
viability of microglia was registered, a phenomenon that was also present in C-terminal
treatment (Fig. 7A). Importantly, F23R treatment did not affect the viability of
microglia. It should be noted that unlike Langerhans beta cells, equimolar treatment
with F23R was not able to avoid damage of amyloid structures, considering that
microglia is a sensitive model for proteostasis disruption. However, treatments with
F23R induce a lower synthesis of the pro-inflammatory cytokine IL-6 (Fig. 7B). CHOP is
a transcription factor that regulates the expression of chaperones and redox enzymes,



however under chronic over-activation of ER stress, it can be a trigger of apoptosis2.
Under our 12-h treatment in microglia, the activation of CHOP by IAPP could be
associated with protective phenomena (Fig. 7B).

3.7. Regulation of cholesterol metabolism in hepatocytes

Hepatocytes (C9 cells) that intrinsically show low levels of CHOP expression were
evaluated. Using the same scheme of peptide treatments no response was found in
the activation of CHOP, and IL-6 synthesis was not even recorded, instead ATF-6a was
activated, which is associated with minimal affectation in cell viability (Fig. 8 A, B).
Therefore the fragments do not induce severe ER stress conditions. However, when
characterization of several targets involved in cholesterol metabolism was performed,
it was found that regardless of the IAPP variants evaluated, peptides could modulate
cholesterol metabolism, through activation and increased expression of transcriptional
factors that regulate expression of key protein targets of cholesterol metabolism, such
as SREBP-2. This mechanism is activated via COPII vesicles for the transport from RE to
the Golgi apparatus, similar to ATF-6a. In turn, this phenomenon is associated with
increased expression of the LDL receptor (Fig. 8C).

Likewise, these conditions promote the expression of apoA-1, the major protein
component of atheroprotective high-density lipoproteins. Importantly, there is a
decrease in the expression of the ABCA1 transporter (Fig. 8B). In contrast to beta cells,
cholesterol maintenance is associated with an increase in PMCA levels (Fig. 8D), which
promotes a differential regulation of cytoplasmic calcium, in connection with
cholesterol metabolism. In general, these results suggest that IAPP could regulate
through its C-terminal the management of hepatic cholesterol by the activation of
mechanisms that allow an increase in cellular levels. Therefore, this metabolic
modulation could be associated with IAPP-mediated atheroprotective functions. In this
sense, possibly one of the control mechanisms in expression of these targets may be
due to the function of long non-coding RNAs, such as DYNLRB2-2:1, LeXis or APOA1-AS
46,47(48, which we are studying currently.

4., Discussion

Considering that peptide folding is triggered mainly by hydrophobic interactions,
electrostatic properties at the polar/non-polar interface of the lipid/protein vesicles
could play a key role in the transition and stabilization of IAPP segments 4. Associated
with the formation of amyloid-like fibrils, and in particular with the function and
stability of the domain of greater aggregation in the IAPP, incubation of the new F23R
variant could modulate conformational rearrangements in the native C-terminal, and
delete the processes of fibril formation; in turn, representing a strategic point for the
amylinomimetic design, and, as a consequence, for metabolic management.



New approaches to understand the sequences prone to aggregation and, therefore,
modulation of toxic-aggregate formation must be aimed at acquiring knowledge on the
behavior of IAPP in different species. Therefore, generation of stable IAPP analogs may
represent a response as a possible treatment for the regulation of glucose metabolism,
and as we have documented throughout the work on cholesterol metabolic
management. A biology-based strategy can provide a comprehensive solution to
design optimized sequences based on IAPP, increasing the alternative of treatments.
Evolutionary parameters and a functional-structural focus have led to the generation
of several de novo IAPP sequences, and the proposal could be extended to other
targets with a high propensity to aggregation.

Abnormalities of cholesterol metabolism may contribute to the impairment of beta cell
function in diabetes 49, our data suggest that the C-terminal and specifically the F23R
variant could decrease cholesterol levels in the membrane through ABCA1. In contrast,
results of the hepatic model suggest the presence of a mechanism that allows the
accumulation of cholesterol through increased expression of the main HDL protein,
apoA-1, activation of factor SREBP2, as well as the down-regulation of ABCA1,
phenomena that suggest a new function in IAPP. Therefore, it is highly possible that
tissue-specific regulation by IAPP is present.

Moreover, compensatory mechanisms that, at first instance, are designed to conserve
homeostasis are presented. The F23R variant is an important proposal considering it
would favor a conformational rearrangement in the IAPP C-terminal that inhibits fibril
formation processes, representing a strategic point for amylinomimetic design and,
consequently, for the metabolic management. The F23R variant has been described
only in the sequence of Carassius auratus, therefore de novo sequence with only one
substitution could represent an optimized treatment, with a reduction in adverse
effects due to immunologic activation mechanisms. For instance, in our conditions,
evaluating beta cells, the F23R showed inhibitory properties of template mechanisms
that trigger amyloid fibril formation in the native C-terminal domain, in turn optimizing
the conservation of key functions such as insulin secretion. And importantly in
hepatocytes, F23R induced the metabolic rearrangement through the modulation of
cholesterol flow, which could have an impact on cardiovascular risk by favoring LDL
endocytosis and an increase of the pre-g HDL release.

Our work presents a new approach for the understanding of strategies that can modulate the
folding of sequences with a high propensity to aggregation through a biomimetic approach.
Data suggest that regions with a high intrinsic propensity to aggregation tend to be protected
by diverse strategies to modulate this phenomenon, indicating the existence of evolutionary
factors of resistance to aggregation 50; hence, adaptation and modulation of these
phenomena is critical. Therefore, we are currently working on the chemical optimization of the
structure of these peptides, which may increase their thermodynamic stability. We are



currently at the tip of the iceberg about the possibilities of sequences generated de novo, in
turn, as a source of inspiration for the development of therapeutic strategies.
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Figures and tables

Fig 1. Analysis of primary structure of IAPP between species. A) Evaluation of
multiple alignments of 240 sequences showing the conserved sites (black). B)
Correlation analysis among aggresscan and hydrophaty values of sequences. C)
Distribution of aggrescan values throughout 240 sequences of IAPP. Negative
values are associated with lower aggregation propensity, and positive values with
higher aggregation propensity. Black line represents hlIAPP.

Fig 2. Single modifications on hIAPP could originate 113 de novo sequences
modulating the amyloid aggregation in IAPP. A) Effect of residue substitution on
the human sequence (residues 1-37), showed by the aggrescan values. Orange
variants in region 17-31 are identified; black bar corresponds to hIAPP. B)
Association of hydrophaty and aggresscan values of 113 variants. C) Sigmoidal
trend was registered in aggregation values of 113 de novo variants. D) Sequences
of species with low aggregation tendency in contrast to less aggregative sequences
de novo with two substitutions. hIAPP was used as a reference, in red are
identified the variants.

Fig 3. The F,3R variant modulates beta-sheet structure formation in C-terminal 23-
37 IAPP domain. A) Emission values obtained with ThT-fluorescence assay, the
peak was recorded at 482 nm. B) Circular dichroism spectra of the variants. C) Cell
viability evaluated through MTT assay in RIN-5mF cells under increasing
concentrations of peptides. Mean values are presented (n=6, X + SD) *p<0.001,
**p<0.005.

Fig 4 Effect of PC vesicles on secondary structural changes in peptides derived
from IAPP. A) Fluorescence values at 482 nm in the native C-terminal incubated
with PC vesicles. B) Under the same conditions, the emission spectra are shown. C)
Fluorescence values in the F,3R variant incubated with increasing concentrations
of PC. D) Under the same conditions the emission spectra were obtained.

Fig 5. F,3R inhibits conformational changes towards the formation of beta-
structures in the C-terminal of IAPP. A) Evaluation of peptide-bond conformational
changes in the native C-terminal and F»3R in increasing PC concentrations. B)
Under the same conditions, values of birefringence changes by Congo-red assay.
C) Effect of treatment with PC on the kinetics of aggregation. Characterization of
lipid/peptide interactions by native polyacrylamide gradient gels (1-15 %) and
processed by silver (D) and Sudan black (E) staining.

Fig 6. Modulation of amyloid aggregation in native C-terminal dependent of
treatment with F,3R. A) Characterization of beta-sheet structures through Congo-



red birefringence assay under equimolar concentrations of peptides. B) Beta-cell
viability assay by MTT at peptide concentrations of 7.5 pg/ml. C) Insulin
quantification in extracellular media under the same conditions. Expression of
CHOP and ATF-6a transcription factors (D), as well as PMCA and ABCA1 (E). B-actin
was used as a load control. Mean values are presented (n=6, X + SD) *p<0.001,
**p<0.005, # p<0.01.

Fig 7. Functional modulation of IAPP sequences in microglia. A) Responses of
cytotoxicity obtained in the microglia model, using the AB-peptide as reference. B)
Under the same treatments CHOP and IL-6 was evaluated. B-actin was used as a
control. (n=6, X £ SD) *p<0.001, **p<0.05.

Fig 8. IAPP sequences modulate cholesterol metabolism. A) Hepatocytes were
treated with equimolar concentrations of peptide variants, and MTT assay was
performed, as well as CHOP, IL-6 and ATF-6a were evaluated (B). C) Under the
same conditions, proteins that control cholesterol metabolism were characterized.
D) Western-blot of PMCA. Peptide concentration was 7.5 pug/ml incubated during
12 h. B-actin was used as a control.
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Fig. 3
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Fig 4.
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Fig 5.
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Fig 6.
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Fig 7.
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Fig 8.
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1 K KiR KiE Kil 3 10
2 C 0 0
3 N NsG NsD 2 15
4 T Td  TaM 2
5 A AsV  Asl  AsP 3 7
6 T Tel 1 1
7 C C7Y 1 1
8 A AsV  AsS AsE  AsT 4 168
9 T ToM  Tol 2 12
10 Q QuoH 1 5
11 R RuE 1;\1; RuH 3 5
12 L 0
13 A AT AV AisS 3 16
14 N  NuD NuT T{“ 3 153
15 F FisY 1 1
16 L 0 0
17 A% VirD VG VizT VizA Vil VisS 6 34
18 H HisR 1 209
19 S S19T  SwF  SwoA 3 4
20 S 520G SN S20C  S20R 4 28
21 N  NuS NoG 1\;;1 3 43
22 N N2S N=2T Nzl N2K N2G 5 66
23 F Fasl  FsL FsM  FasR  FsA  FsV o FxsG 7 206
24 G GuR  GuA GuS 3 4
25 A AxT AxsD AxP AxsV  Ax»S  Axl 6 52
26 I eV IA  Tsl  TsM IeY 5 74
27 IL LY Lyl LwF LS LyH L»X 6 166
28 S S8V SasA SasL SasP SasT 5 53
29 S SoP  S9A ST SwoH  SwoL 5 211
30 T TV TaoP TsR TsN 4 5
31 N NziK NsiD NaiS NaiV 4 32
32 A% VM VaL  VaG 3 10
33 G Ga3S 1 1
34 S SuA Sl 2 4
35 N NssS NssA NssT NssY NssD NasG 1;1_;5 NssK 8 30
36 T TssA  T36S 2 5
37 Y YssH 1

Table 2. Effect of substitutions of individual variants on human amylin sequence. In order, 15
sequences with lower aggregation and 15 with greater aggregation are showed, compared to

hIAPP. Hot spots regions are identified in red



Variant Sequence Na4VvsS Hidroph. PASTA Organisms

Vy;D KCNTATCATQRLANFLDHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -14.8 -031 -3.46 S. crofa

F2sR KCNTATCATQRLANFLVHSSNNRGAILSSTNVGSNTY -13.6 -0.30 -3.88 C. auratus

Lo7H KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAITHSSTNVGSNTY -12.1 -0.29 -4.10 L. chalumnae

F23G KCNTATCATQRLANFLVHSSNNGGAILSSTNVGSNTY -11.7 -0.18 -3.88 P. cristatus

Vi,G KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNGGSNTY -11.3 -0.22 -4.21 P. cristatus

V.,G KCNTATCATQRLANFLGHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -11.3 -0.22 -3.46 A. nancymaae, B. regulorum, S. boliviensis

I26A KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAALSSTNVGSNTY -10.6 -0.17 -3.88 C. cristata , C. porcellus, F. damarensis

AzsD KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGD ILSSTNVGSNTY -10.4 -0.24 -395 C. cristata

FasA KCNTATCATQRLANFLVHSSNNAGAILSSTNVGSNTY -10.4 -0.12 -3.88 G. fortis, Z. albicollis,

VT KCNTATCATQRLANFLTHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -10.3 -0.23 -3.46 C. harengus, E. lucius, S. araneus

LS KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATVSSTNVGSNTY -10.1 -0.22 -6.19 B. bison, B. mutus, C. cristata, P.
cristatus

VA KCNTATCATQRLANFLAHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -10.0 -0.16 -3.46 B. bison, B. mutus, B. taurus , B. bubalis

AsE KCNTATCETQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -9.3 -0.24 -494 B. bison, B. mutus, B. taurus

YaH KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTH 9.1 -0.15 -494 C. hircus, 0. aries

T3S KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNSY 9.1 -0.10 -494 0. princeps , 0. cuniculus

H. sapiens ~ KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -5.6 -0.10 -4.94

Kl ICNTATCATQRLANFLVHSSNNFGATLSSTNVGSNTY -1.1 0.13 -494 P. hamadryas,

Sool KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSLTNVGSNTY -1.0 0.03 -6.36 P. alecto Ig

Sael KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILLSTNVGSNTY -1.0 0.03 -6.36 C. porcellus, F. damarensis, H. glaber

TaoV KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSVNVGSNTY -0.8 0.04 -686 0. princeps

S,V KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILVSTNVGSNTY -0.5 0.04 -761 A. limnaeus , C. variegatus, F. heteroclitus

Aosl KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGI ILSSTNVGSNTY -0.5 -0.02 -7.41 P. cristatus

Asl KCNTHITCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -0.5 -0.02 -494 0. princeps

Tl KCNTATCAIQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -0.2 0.04 -494 C. cristata, F. damarensis, H. glaber

Tel KCNTAICATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -0.2 0.04 -4.94 A. nancymaae

SioF KCNTATCATQRLANFLVHESNNFGAILSSTNVGSNTY 0.0 0.00 -650 C. cristata

R1W KCNTATCATQWLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 0.6 0.00 -5.84 P. alecto Iq

Tal KCNIATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY 0.9 0.04 -494 A. nancymaae

NasY KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSYTY 1.1 -0.04 -494 L. chalumnae, P. gutturalis

Nz V KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTVVGSNTY 2.3 0.11 -6.97 P. cristatus

Nyl KCNTATCATQRLANFLVHSSNIFGAILSSTNVGSNTY 2.9 0.12 -3.46 P. cristatus
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Abstract

Endoplasmic reticulum stress is a cellular condition that has been associated with metabolic
disorders, contributing to the development of conditions such as obesity, fatty liver disease, and
dyslipidemias. Within the physiology of cells with a high protein-secretory activity, such as
hepatocytes and beta cells, the unfolded protein response (UPR) represents a critical mechanism
under metabolic overload conditions which is turned on, in order to maintain protein
homeostasis (proteostasis). UPR integrated by a tripartite signaling system, through ATF6a,
PERK and IRE1 arms, regulates transcription and translation of genes in charge to resolve stress
and conserve proteostasis. Employing a hepatocyte model under metabolic overload by
saturated palmitic and stearic fatty acids, the activation of PERK signaling through CHOP
transcription factor was associated with COX-2 expression. Importantly, exosome-derived of
macrophages can also induce meta-inflammation phenomenon, associated with a rearrangement
in cholesterol metabolism and CHOP activation. We demonstrated for the first time, the cellular
effect of terpene derived-molecules such as cryptotanshinone (Cry) purified of plant Salvia
brandegeei, regulating meta-inflammatory conditions through PERK pathway; our data suggest
the presence of a modulatory mechanism on protein translation process. This effect could be

mediated by eukaryotic initiation factor-4A (elF4A), evaluating salubrinal as a control



molecule, which targets elF2o dephosphorylation process. In addition, the protective
mechanisms of unsaturated fatty acids, such as oleic and palmitoleic acid, was confirmed.
Results obtained with Cry characterization indicate a possible new target through modulation of

PERK signaling in cells with a high secretory activity.

Key words: meta-inflammation, CHOP transcription factor, proteostasis, unfolded protein

response
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