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Introduccion:

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad que
deteriora el sistema nervioso central y que se
manifiesta principalmente por alteraciones en el
control motor. A nivel fisiolégico, la causa de la
enfermedad es la severa pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la substancia nigra pars compacta
sin embargo, el origen de la muerte de las células
dopaminérgicas se desconoce aunque varios estudios
bioquimicos, histoldgicos y genéticos han implicado
a la proteina neuronal a-sinucleina en la patogénesis
de la enfermedad. La a-sinucleina es una proteina
neuronal de 140 aminodcidos y 14.5 kDa cuya
agregacion y deposicion como fibras amiloides
semejan a las encontradas en los cuerpos de Lewy de
los pacientes con Parkinson®. Los mecanismos mas
aceptados para explicar la neurotoxicidad de la a-
sinucleina son: la permeabilizacion de membranas y
la disfuncién mitocondrial originada por los
oligébmeros proteicos, siendo esta ultima, relacionada
al dafio mitocondrial por alteraciéon de la membrana
mitocondrial interna  (MMI). Dentro de los
mecanismos sefialados como responsables de la
permeabilizacion pueden mencionarse, la disrupcion
de membranas, el adelgazamiento de la bicapa, la
permeabilizacion a través de la formacion de un poro
y la liberacién de contenidos acuosos inducida por la
extraccion de lipidos. Dado que el segmento N-
terminal de la a-sinucleina es el que facilita las
interacciones lipido-proteina y, que los detalles de
esta interaccion con la membrana mitocondrial
interna aln se desconocen se disefiaron péptidos
correspondientes a este segmento, siguiendo ensayos
previos que, sefialaban los residuos 2-11 del
segmento como los responsables de la union a las
membranas? y otro, que sefialaba los residuos 20-35
como los mas importantes para tal interaccion®. Por
tanto se disefiaron péptidos que abarcaran esas partes
del segmento y uno de los residuos 30-45 para tener
mayor idea de la interaccion del segmento con
liposomas, teniendo como objetivo del presente
trabajo caracterizar la interaccion del segmento N-
terminal a partir de péptidos sintéticos derivados de
su secuencia aminoacidica y evaluar su interaccion
con bicapas fosfolipidicas que semejen la MMI.

Parte experimental:

Se disefiaron 3 péptidos sintéticos P2 (aa del 1 al 15),
P4 (aa del 16 al 30) y P5 (aa 31 a 45) derivados del
segmento N-terminal de la a-syn. Se prepararon
liposomas de 100 nm mediante el método de
evaporacion-hidratacion. La  mezcla lipidica
empleada para simular la MMI fue DOPC/DOPE/CL
(45:28:22 plp)*. La estructura secundaria de los
péptidos se obtuvo por dicroismo circular en el UV-

lejano (190-240nm) con y sin bicapas lipidicas. Para
analizar la capacidad de los péptidos de interactuar
con las bicapas fosfolipidicas se empled el triptéfano
como sonda intrinseca y se monitorizé su emision de
fluorescencia de 300 a 450 nm empleando una
longitud de excitacion de 280 nm.

Resultados y discusion:

Los péptidos P2 y P4 correspondientes a los primeros
30 aminoé4cidos de la a-sinucleina mostraron una
estructura secundaria oa-helicoidal similar a la
observada por el segmento N-terminal de la a-
sinucleina al interactuar con bicapas fosfolipidicas.
Mientras que el péptido P5 mostro una estructura
aleatoria caracteristica de su secuencia aminoacidica.
Al evaluar la capacidad de estos péptidos para
perturbar bicapas fosfolipidicas con composicion
similar a la MMI pudo observarse que solo el
segmento N-terminal completo es capaz de originar
cierto grado de permeabilidad en la membrana,
alcanzindose tan solo un 16% de liberacion de
contenidos acuosos desde liposomas a la maxima
concentracion empleada (20uM), indicando que la
afinidad de union del segmento N-terminal de la a-
sinucleina no es uniforme. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Robotta y
colaboradores (2012) quienes sugieren que la
afinidad de union de las regiones proximas del N-
terminal es mas fuerte que la de las regiones distales
del mismo segmento.

Conclusion:

Los péptidos sintéticos empleados tienen un
comportamiento similar al segmento N-terminal de la
proteina en cuanto a estructura secundaria. Los
primeros 30 aminoéacidos del segmento N-terminal
adoptan una estructura alfa-helicoidal y por tanto, se
deduce que son los responsables de la interaccion con
liposomas que semejan la MMI. Las secuencias
peptidicas utilizadas en este trabajo, son Utiles para
analizar los detalles de la interaccion del segmento N-
terminal de la o-sinucleina con la MMI y para
continuar investigando el mecanismo por el cual se
origina la disfuncion mitocondrial y su relacién con
la enfermedad de Parkinson.
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