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RESUM 

 

La formació de fibres amiloides és un tret característic dels sistemes nerviosos afectats per malalties 

com la d’Alzheimer o les priòniques. En els teixits, les fibres es troben associades a les membranes 

cel·lulars i a elements de la matriu extracel·lular com els glicosaminoglicans. En les diferents 

malalties amiloidogèniques, pèptids i proteïnes amb una homologia seqüencial molt baixa, donen lloc 

a la formació d’agregats amiloides, de característiques físico-químiques molt semblants. Aquest fet 

implica la possibilitat que existeixi un mecanisme comú de formació d’agregats amiloides i, per tant, 

una possible via d’intervenció comuna a les diferents malalties. En aquest sentit, ha estat descrit 

recentment un hipotètic motiu estructural d’unió a esfingolípid que seria comú al fragment 1-28 del 

pèptid β amiloide, relacionat amb la malaltia d’Alzheimer, i el fragment 185-208 de la proteïna 

priònica humana. A més, les dues seqüències contenen residus d’His, involucrats en possibles motius 

d’unió a heparina. El fragment 1-28 del pèptid β amiloide ha estat molt estudiat pel que fa a la seva 

capacitat per formar fibres amiloides, a la influència de l’heparina en el procés d’agregació i, fins i 

tot, en la seva capacitat d’interacció amb membranes biològiques. Les propietats amiloidogèniques 

del fragment 185-208 de la proteïna priònica, en canvi, eren fins ara desconegudes. Combinant 

l’espectroscòpia d’IR i de fluorescència amb la microscòpia electrònica, hem procedit a la 

determinació de les característiques amiloidogèniques del fragment priònic. Els resultats mostren que 

aquest fragment és capaç de formar fibres amiloides, seguint el característic procés de polimerització 

nucleada, només en presència d’heparina i de membranes biològiques amb càrrega superficial 

negativa. Les fibres formades mostren la típica morfologia amiloide. A diferència del fragment            

1-28 del pèptid de l’Alzheimer, el fragment priònic és citotòxic, reduint en un 25% la viabilitat 

cel·lular en una línia de neuroblastoma. Un cop caracteritzat el fragment priònic, s’han estudiat les 

capacitats anti-amiloidogèniques dels dendrímers, uns polímers ramificats amb càrrega superficial 

positiva capaços d’interferir en el procés d’agregació amiloide, modulant la formació de fibres. 
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I.1.- Les proteïnes i pèptids amiloides 

 La paraula “amiloide” va ser utilitzada per primera vegada l’any 1854 pel metge 

alemany Rudolph Virchow, qui estudiant una mostra tissular d’aparença macroscòpica 

anormal va descobrir que la típica reacció de la cel·lulosa amb iode donava lloc a una 

coloració blavosa que es tornava de color lila amb el posterior tractament amb àcid sulfúric. 

R.Virchow va anomenar “amiloide” (del llatí amylum i del grec amylon) a la substància 

causant d’aquella coloració. També va estudiar mostres de teixits corresponents a les 

actualment conegudes com a amiloïdosis sistèmiques, trobant la mateixa reacció amb iode.  

La hipòtesi sobre la naturalesa dels dipòsits amiloides no va durar molt temps, ja que en 1859, 

Nicholas Friedreich i August Kekulé van demostrar que el component majoritari d’aquella 

substància amiloide no era la cel·lulosa, sinó que era proteïna. Finalment, en 1908 Hanssen va 

demostrar que els dipòsits amiloides es podien digerir amb pepsina i, per tant, va quedar 

confirmada la seva naturalesa proteica [1]. 

 Es pot dir que la història moderna de les amiloïdosis va començar amb el 

descobriment, per Cohen i Calkins, mitjançant microscòpia electrònica que els dipòsits 

amiloides tenen una estructura fibril·lar [2]. Aquest descobriment es va confirmar en estudis 

posteriors [3-6] i va ser el punt de partida d’un concepte d’organització estructural totalment 

desconegut fins aquell moment. Aquelles fibres amiloides presentaven un alt grau 

d’estructuració molecular quan s’observaven amb llum polaritzada: la seva anisotropia 

produïa birefringència de color verd quan la mostra era tenyida amb el colorant Congo Red. 

Les fibres amiloides no eren ramificades, tenien uns 10 nm de diàmetre i una longitud 

variable. No tenien una orientació concreta, però apareixien properes a la membrana cel·lular 

en forma de feixos més o menys paral·lels [7, 8]. Estudis de Shirahama i Cohen, mitjançant 

microscòpia electrònica, van demostrar que les fibres estaven formades per elements més fins, 

anomenats protofibril·les [8].  

 Estudis de difracció de raigs X han fet palès el fet que la proteïna que forma part de les 

fibres amiloides s’estructura en forma de làmina β creuada, tal i com es mostra a la Figura 1: 
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Figura 1. Ordenació antiparal·lela i paral·lela d’una làmina β-creuada. L’estructura β-creuada es 
caracteritza perquè presenta l’esquelet peptídic en forma de làmines β que es disposen perpendicularment a la 
direcció de creixement de la fibra. Els enllaços d’hidrogen són paral·lels a la direcció de creixement de la fibra. 
 

 El cor de la fibra sembla estar estabilitzat pels ponts d’hidrogen que s’estableixen al 

llarg de la cadena polipeptídica, ja que estudis fets amb polipèptids de seqüències molt 

diferents donen lloc a fibres molt similars [9, 10]. 

 Tot i que, fins ara, l’estructura atòmica de les fibres no ha estat totalment resolta, s’han 

proposat diversos models basats en les dades obtingudes en estudis de difracció de raigs X 

[9], criomicroscòpia electrònica [11] i ressonància magnètica nuclear en estat sòlid [12]. 

Estudis de microscòpia electrònica de transmissió i microscòpia de força atòmica posen de 

manifest que les fibres amiloides són estructures fibril·lars helicoïdals formades per dos o més 

filaments [13-16] i aquests filaments presenten un patró de difracció de raigs X corresponent a 

estructura β. 

 
Figura 2. Representació esquemàtica de l’estructura de les fibres amiloides. Les proteïnes desplegades o 
parcialment desplegades s’associen entre si per formar agregats solubles, filaments i, finalment, fibres madures 
(esquema modificat de [17]). 
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I.2.- Malalties relacionades amb el plegament de proteïnes 

 Les proteïnes adquireixen la seva estructura tridimensional mitjançant un procés de 

plegament, en el qual cada seqüència proteica adopta una conformació nativa o de mínima 

energia. Gràcies a aquest procés, les proteïnes poden dur a terme la seva funció correcta i per 

aquest motiu, les cèl·lules tenen mecanismes per tal d’evitar o desfer els plegaments erronis. 

Tot i així, en els últims anys s’han descobert una sèrie de patologies relacionades amb el 

plegament incorrecte de certes proteïnes, provocant la formació irreversible d’uns agregats 

fibril·lars insolubles, coneguts amb el nom de fibres amiloides. Actualment es coneixen més 

de 20 proteïnes (Taula 1) involucrades en patologies relacionades amb la formació de fibres 

amiloides i molt probablement, aquesta llista anirà creixent al llarg del temps [18].  

 

Taula 1. Malalties relacionades amb el plegament anòmal de proteïnes (adaptat de C.M. Dobson [18]). 

Malaltia Proteïna Lloc de plegament 

Hipercolesterolèmia Receptor de la lipoproteïna de baixa densitat ER 

Fibrosi quística Regulador transmembranal de la fibrosi quística ER 

Fenilcetonúria Fenilalanina hidroxilasa Citosol 

Malaltia de Huntington Huntingtina Citosol 

Síndrome de Marfan Fibril·lina ER 

Osteogènesi imperfecta Procolàgen ER 

Anèmia falciforme Hemoglobina Citosol 

Deficiència de αl-Antitripsina αl-Antitripsina ER 

Malaltia de Tay–Sachs α-Hexosaminidasa ER 

Malaltia de l’Alzheimer Pèptid β Amiloide/Proteïna tau ER 

Malaltia de Parkinson α-Sinucleïna Citosol 

Malaltia de Creutzfeldt–Jakob Proteïna priònica ER 

Amiloïdosis Familiars Transtiretina/lisozim ER 

Retinitis pigmentosa Rodopsina ER 

Cataragtes Cristalins Citosol 

 

 Apart de les proteïnes i pèptids amiloides relacionats amb patologies, també existeixen 

certes proteïnes que semblen no estar lligades a cap malaltia, com per exemple la mioglobina 

[19], el mòdul SH3 de la proteïna quinasa P13 [18] o homopolímers com la politreonina o la 

polilisina [20], que tendeixen a agregar-se. De fet, sota condicions adequades, un gran nombre 

de proteïnes sense homologia seqüencial són capaces de formar fibres amiloides.         



Introducció   

 4 

Aquesta característica comuna i el fet de què les proteïnes i pèptids amiloides no comparteixin 

un origen comú ni tinguin seqüències polipeptídiques similars, fa pensar en la possibilitat 

d’un mecanisme general d’agregació, de manera que la seva elucidació ajudaria a comprendre 

el mecanisme d’agregació de qualsevol proteïna o pèptid amiloide. Les fibres amiloides a les 

quals donen lloc presenten unes característiques moleculars comunes, que serveixen per a la 

seva diagnosi clínica: 

• Es poden tenyir amb Congo Red, i donen lloc a una birefringència de color verd, si 

són observades sota llum polaritzada. 

• Uneixen Tioflavina T, donant lloc a complexos fluorescents. 

• Tenen una morfologia fibril·lar no ramificada i un diàmetre de 6-10 nm, quan 

s’observen per microscòpia electrònica. 

• Les cadenes polipeptídiques adopten una estructura de fulla β creuada, on les fulles β 

individuals s’orienten perpendicularment a l’eix longitudinal de la fibra. 

• Són resistents a l’acció de les proteases. 
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I.3.- Mecanismes associats a la formació de fibres amiloides 

 L’estructura covalent determina la llibertat conformacional dels àtoms en les 

molècules. En condicions fisiològiques, totes les proteïnes que tenen una determinada 

estructura covalent adopten una conformació tridimensional coneguda com “estat natiu” (N), 

que és la més estable i que determina les funcions d’aquella determinada proteïna a la cèl·lula 

(Figura 3). Però les proteïnes contenen multitud d’enllaços covalents que poden rotar, de tal 

manera que l’estat natiu no és més que un dels possibles estats conformacionals que pot 

adquirir la cadena polipeptídica. Entre els estats no natius es pot distingir “l’estat 

desnaturalitzat” (U), el qual es pot obtenir mitjançant temperatures elevades, pHs extrems o 

l’addició d’urea o clorur de guanidini. Com que aquest estat desnaturalitzat no té una 

estructura (secundària, terciària i/o quaternària) definida, es postula que les seves propietats 

són semblants a les presents en el ribosoma just després de la síntesi proteica.  

 
Figura 3. Representació esquemàtica sobre les possibles vies de plegament d’una proteïna, després de la 
seva síntesi ribosòmica. El nombre d’espècies de cada població depèn dels equilibris cinètics i termodinàmics 
de cada estat. En sistemes vius el procés de plegament proteic és controlat per xaperones moleculars i altres 
mecanismes de control cel·lulars [17].  
 

 D’aquesta manera, per arribar al seu estat natiu, una determinada cadena polipeptídica 

passa per una població heterogènia d’intermediaris parcialment plegats, els quals es troben en 

un equilibri fluctuant [18]. Aquestes fluctuacions provoquen diferents interaccions entre els 
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residus aminoacídics, de tal manera que només les interaccions natives són les més estables i 

de mínima energia, donant lloc a l’estat natiu. En el mapa energètic (“energy landscape”) que 

descriu el procés de plegament (Figura 4), la formació d’estructures agregades suposa una 

ruta alternativa a la que condueix a l’estat natiu que pot tenir lloc a partir de certs 

intermediaris i contactes intermoleculars, poc coneguts avui dia.  

 
Figura 4. Mapa energètic per al procés de plegament proteic. L’esquema es representa amb forma d’embut, 
on multitud de conformacions desnaturalitzades condueixen a una estructura nativa única de mínima energia 
[17].  
 

 Des d’un punt de vista teòric, la formació d’agregats polipeptídics s’atribueix, bé a una 

reducció de l’estabilitat de l’estat plegat o natiu del polipèptid corresponent, o bé a un 

increment de la tendència a l’agregació d’una població accessible d’espècies desplegades            

(ja siguin desestructurades, parcialment plegades, o plegades de forma no nativa); és a dir, a 

l’aparició d’un equilibri termodinàmic entre l’estat desnaturalitzat (U) i l’estat agregat (A) que 

entra en competició cinètica amb l’equilibri entre l’estat desnaturalitzat (U) i l’estat natiu (N). 

Ambdós factors assenyalats poden ser el resultat de mutacions puntuals (amiloïdosi d’origen 

hereditari o esporàdic), de l’aparició d’espècies que afavoreixin la formació de nuclis 

d’agregació que incloguin la seqüència nativa (encefalopaties espongiformes, Alzheimer), de 

canvis en condicions locals de pH, etc. 
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I.4.- La Malaltia de l’Alzheimer 

 En 1907, el metge alemany Alois Alzheimer, va descobrir un trastorn cerebral cognitiu 

que, actualment, és una de les patologies neurodegeneratives més freqüents, la malaltia de 

l’Alzheimer (MA), constituint la causa més habitual de demència en les persones de més de 

65 anys, i possiblement, una de les malalties més estudiades des del punt de vista bioquímic i 

genètic durant la darrera dècada.  

 La patologia es caracteritza per una pèrdua progressiva i irreversible de la memòria, 

deguda a la mort neuronal, localitzada sobretot en el còrtex cerebral i en l’hipocamp. A nivell 

anatòmic i macroscòpic, s’observa una atròfia important del cervell acompanyada d’una 

disminució de pes, i un retall en els solcs i circumval·lacions del cervell (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Secció transversal d’un cervell normal i d’un cervell afectat per la MA. A la malaltia de 
l’Alzheimer hi ha una disminució de la massa cerebral, els solcs estan més buits i els ventricles són més grans. 
La degeneració i mort neuronal, sobretot en tot el còrtex cerebral i l’hipocamp, associades a la malaltia 
comporten pèrdua de memòria i de les funcions cognitives, com per exemple, la capacitat de parlar. [adaptat de 
http://www.ahaf.org/alzdis/about/BrainAlzheimer.htm]. 
 

 Com a mitjana, la seva durada és de 8-12 anys, al començament dels quals sol haver-hi 

un període de 2 a 3 anys en què la simptomatologia és inadvertida. Existeixen protocols de 

diagnosi clínica acuradament dissenyats, basats en l’examen neurològic i en l’exclusió 

d’altres causes de demència, però la certesa de la seva diagnosi només es confirma mitjançant 

l’examen post mortem del cervell de la persona afectada.  
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 L’examen microscòpic dels cervells de pacients afectats revela la pèrdua neuronal i la 

presència de dues alteracions típiques: l’acumulació intracel·lular de cabdells neurofibril·lars i 

la presència extracel·lular de plaques senils o neurítiques. Aquestes lesions es localitzen 

principalment en el còrtex cerebral associatiu i a l’hipocamp, però en estadis més avançats de 

la malaltia es troben en gran part del teixit cerebral.  

 La degeneració neurofibril·lar és una lesió intracel·lular que afecta principalment a les 

neurones piramidals i que apareix com un cabdell format per fibril·les entrellaçades, molt 

insolubles, el component principal de les quals és la proteïna tau. Aquesta proteïna 

normalment forma part dels microtúbuls del citosquelet i del sistema de transport neuronal, 

però en la MA es troba hiperfosforil·lada, alterant la seva solubilitat i, per tant, la seva 

capacitat d’unió a microtúbuls.  

 Les plaques neurítiques o senils són estructures esfèriques, relativament grans         

(10-200 µm) que es dipositen a l’espai extracel·lular (Figura 6). Presenten una zona central 

més compactada rodejada de prolongacions neuronals alterades, astròcits i cèl·lules de 

microglia. El component principal de la zona compacta són les fibres amiloides, formades 

principalment pel pèptid Aβ, que també es troben associades a les parets de les arterioles, 

venes i capil·lars sanguinis del cervell [21]. 

 
Figura 6. Plaques senils. (a) Plaques senils que han envaït massivament el còrtex cerebral (40x).                     
(b) Localització extraneuronal de les plaques. (c) Zona compacta central d’una placa senil.    
[http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy41/protei1.htm]. 
 

I.4.1.- Proteïna precursora del pèptid Aβ 

 El component principal de les plaques senils és el pèptid Aβ, el nom del qual fa 

referència a una família de petits pèptids de 39-43 AA, formats a partir del processament d’un 

precursor proteic més gros, l’anomenada proteïna precursora de l’amiloide (amyloid precursor 

protein o APP) [22]. 
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 L’APP és una glicoproteïna de membrana, de 695 AA, present en tots els tipus 

neuronals i també en altres teixits. El seu extrem C-terminal es troba en el citoplasma de la 

cèl·lula, mentre que l’extrem N-terminal es localitza cap a l’exterior cel·lular o pot estar 

projectat cap al lumen de vesícules intracel·lulars, com les de l’aparell de Golgi o el reticle 

endoplàsmic, o bé, dels endosomes intracel·lulars. La seva funció biològica és encara 

desconeguda, tot i que es creu que pot estar relacionada amb l’adhesió cel·lular, la inhibició 

de serin-proteases o bé el creixement i protecció neuronals. Més recentment, s’han trobat 

evidències de la participació de l’APP en el tràfic de vesícules a través l’axó, de tal manera 

que les incidències donades en aquest procés de trànsit neuronal podrien estar relacionades 

amb la patogènesi de la MA [23].  

 L’APP és processada proteolíticament per uns enzims específics anomenats secretases. 

Se sap que l’acció conjunta d’almenys tres tipus de secretases (α, β i γ) pot alliberar diferents 

pèptids, que varien en la seva longitud [21]. Així doncs, el processament de l’APP pot tenir 

lloc mitjançant dues vies (Figura 7): 

 

 
Figura 7. Processament de l’APP. El producte majoritari de la via amiloidogènica és el pèptid Aβ(1-40) mentre 
que el Aβ(1-42), menys abundant, té un caràcter més hidrofòbic i una major capacitat de formació d’agregats. 
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 A la via més freqüent, l’α-secretasa talla l’APP alliberant un fragment extracel·lular 

soluble, mentre que la part que queda integrada a la membrana és posteriorment processada, 

alliberant-se la part C-terminal del pèptid, possiblement dins de vesícules lisosomals per a la 

seva posterior degradació. Aquesta és la via no amiloidogènica, ja que l’acció de l’α-secretasa 

evita la formació del pèptid Aβ i la seva conseqüent acumulació en forma de fibres amiloides 

[21]. Però una altra secretasa, la β-secretasa pot tallar l’APP alliberant un fragment C-terminal 

més llarg que, una vegada processat per la γ-secretasa, allibera el pèptid Aβ, de baixa 

solubilitat. Aquesta és la via amiloidogènica, en què l’acció de la β i γ-secretasa produeix 

diversos tipus de pèptids. 

 La forma més comú és la de 40 AA (Aβ40), poc soluble, mentre que també existeixen 

altres formes més llargues, com la de 42 AA (Aβ42) o la de 43 AA (Aβ43), que són més 

insolubles que la forma Aβ40 i formen fibril·les de manera més ràpida. De fet, les plaques 

senils trobades in vivo solen contenir un nucli central de l’Aβ42, al qual s’uneix l’Aβ40. 

 

 
Figura 8. Pèptid Aβ(1-40). Estructura tridimensional resolta del pèptid Aβ(1-40) en 40% (en volum) de TFE 
deuterat per NMR [24]. 
 

I.4.2.- La hipòtesi de la cascada amiloide 

 La cascada amiloide és una de les principals teories sobre els processos patològics que 

succeeixen a la MA. Aquesta hipòtesi postula que la producció, agregació i deposició de l’Aβ 

en les plaques amiloides és el fet desencadenant de la malaltia, conduint al trencament de la 

comunicació entre cèl·lules. Per tant, l’acumulació de cabdells neurofibril·lars, la resposta 

inflamatòria, la pèrdua i mort neuronal, el dany vascular i la demència associades serien 

conseqüència de la formació d’aquestes plaques [25].  
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 L’observació post mortem dels cervells de pacients afectats per la MA revela que les 

plaques amiloides són les lesions més abundants [26]. La naturalesa citotòxica de l’Aβ ha 

estat clarament demostrada amb la degeneració dendrítica observada en les zones 

d’acumulació de plaques amiloides. A més, les zones cerebrals afectades pels trastorns 

cognitius i la demència associada a la malaltia, com l’hipocamp i el còrtex frontotemporal, 

mostren colocalització dels dipòsits de l’Aβ i la mort neural, tant en els pacients afectats com 

en ratolins transgènics [27, 28]. Totes aquestes observacions han portat als investigadors cap a 

l’estudi d’aquesta toxicitat tant en cultius cel·lulars com en models animals. Tot i que 

inicialment els resultats obtinguts en aquests estudis semblaven contradictoris, donada la gran 

variabilitat entre els diferents lots comercials del pèptid Aβ [29], existeix un consens a l’hora 

d’afirmar que el procés de formació d’agregats és necessari per tal d’obtenir un efecte 

citotòxic [30-32].  

 La forma en què l’Aβ produeix citotoxicitat és encara desconeguda. S’ha postulat una 

possible interacció amb receptors de la superfície cel·lular desencadenant una cascada de 

senyalització cel·lular però existeixen molt poques evidències experimentals. Per altra banda 

es coneix la capacitat de l’Aβ per generar espècies reactives de l’oxigen (ROS) a través de la 

formació de peròxid d’hidrogen i l’estimulació de les cèl·lules inflamatòries [33-36]. De fet, 

els dipòsits de l’Aβ es troben en zones on hi ha dany i estrès oxidatiu [37]. Tant l’acumulació 

de l’Aβ com l’estrès oxidatiu són lesions que apareixen en els primers estadis de la malaltia 

[38], però no es coneixen amb exactitud els mecanismes moleculars concrets [39].              

Les plaques amiloides es troben in vivo associades a certs metalls amb propietats 

d’oxidoreducció [40, 41], com el ferro i/o el coure, de tal manera que existeix la possibilitat 

de què, en interaccionar amb ells, es produeixin reaccions que impliquin l’alliberament de 

peròxid d’hidrogen i l’Aβ oxidat i que, d’aquesta manera, es desencadeni una resposta 

inflamatòria i d’activació de la microglia [42].  

 Potser la major evidència per afirmar un paper clau de l’Aβ en el desenvolupament de 

la malaltia sigui el fet de què certes mutacions en els gens per a l’APP i les presenil·lines 1 i 2 

(identificades com a component de les γ-secretases involucrades en el processament de 

l’APP) estan relacionades amb l’increment de producció total de l’Aβ a la variant familiar de 

la MA [43, 44]. A més les persones amb trisomia del cromosoma 21 o Síndrome de Down 

solen desenvolupar la MA ja que tenen una còpia extra del gen per a l’APP i, per tant, una 

sobreproducció i acumulació de l’Aβ.  

 Totes aquestes evidències porten a pensar que Aβ té un paper clau en la patogènesi de 

la malaltia i recolzen fortament la teoria amiloide, però en els darrers anys han sorgit 
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observacions i fets experimentals que qüestionen la implicació de les plaques d’Aβ.                   

Un exemple és que l’acumulació de plaques amiloides no és un fet específic de la malaltia 

sinó que sembla ser un marcador normal de l’envelliment [45] de tal manera que la presència 

de plaques en persones afectades per la MA seria només un indicador d’un envelliment 

accelerat. A més, existeixen poques evidències que relacionin directament l’acumulació de 

l’Aβ amb la mort neuronal i pèrdua cognitiva [46]. Per altra banda, l’increment de la 

producció de l’Aβ sembla també estar causada com a resposta a danys en el sistema nerviós 

central com, per exemple, la isquèmia [47]. Una altra prova en contra dels efectes neurotòxics 

de l’Aβ seria la manca de mortalitat cel·lular observada en cultius neuronals als quals se’ls ha 

inoculat plaques amiloides o bé s’han incubat en presència de l’Aβ immobilitzat [48-50].     

De fet, en una situació d’estrès energètic causat per un dany oxidatiu, la cèl·lula incrementaria 

els seus nivells de l’Aβ com una mesura de protecció, ja que Aβ podria actuar com a 

antioxidant [51]. D’aquesta manera Aβ reduiria el nombre de ROS per tal d’evitar l’apoptosi 

neuronal i promoure la reparació dels danys. Totes aquestes proves i el fet que les formes 

oligomèriques i prefibril·lars que precedeixen a la formació de fibres amiloides semblen ser 

tòxiques [52] han fet revisar la tradicional teoria amiloide, de tal manera que els investigadors 

comencen a pensar que les fibres serien un mecanisme d’autoprotecció en comptes de què Aβ 

sigui un agent desencadenant de la malaltia [53, 54].  

 

I.4.3.- Model d’agregació del pèptid Aβ 

 Avui dia no es coneixen amb detall els esdeveniments moleculars que tenen lloc en el 

procés d’agregació de l’Aβ i de la conseqüent formació de les plaques senils. Tot i així, se sap 

que el pèptid és secretat a l’espai extracel·lular en forma monomèrica, on mitjançant un 

procés d’associació dóna lloc a unes fibril·les que s’ensamblen entre sí per donar lloc a les 

conegudes fibres amiloides, resistents a les proteases.  

 Alguns dels estudis realitzats in vitro sobre la caracterització cinètica del procés de 

fibril·logènesi del pèptid Aβ suggereixen una conversió d’estructura desordenada a    

estructura β a través d’un intermediari ric en estructura α [55]. En aquests treballs el pèptid 

Aβ40 adopta una estructura desorganitzada una vegada dissolt i els espectres de CD mostren 

una transició conformacional del tipus estructura desorganitzada → hèlix α→ fulla β.            

El contingut de fulla β creix exponencialment fins la formació de fibres amiloides. En el cas 

del pèptid Aβ42 s’observa el mateix tipus de transformació estructural però amb una cinètica 

més accelerada. Tot i així, cal remarcar que la majoria d’aquests estudis són duts a terme en 
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presència de trifluoroetanol (TFE) o hexafluoroisopropanol (HFIP), que són agents que 

afavoreixen i estabilitzen l’estructura α [56] i, per tant, poden influir en la cinètica 

d’agregació. De fet, C. Soto et col. [57] mantenen que qualsevol canvi estructural que 

estabilitzi l’estructura α podria tenir un efecte inhibitori de la formació de fibres. No obstant, 

aquest hipotètic intermediari α no ha estat aïllat ja que, possiblement, sigui un intermediari 

transitori que va desapareixent de manera exponencial i simultània a l’aparició        

d’estructura β [55].  

 
Figura 9. Model d’agregació del pèptid Aβ. El model depenent de la nucleació està basat en l’observació 
experimental d’una cinètica d’agregació sigmoïdal, amb una lenta fase d’inducció seguida d’una fase ràpida de 
nucleació per donar lloc a les fibril·les.  
 

 El model d’agregació majoritàriament acceptat consisteix en un mecanisme de 

polimerització depenent de nucleació (Figura 9). Aquest model comença amb una etapa lenta 

de formació de nuclis d’agregació (oligòmers de baix i elevat pes molecular, no fibril·lars i, 

per tant, que no poden unit Thioflavina T) que oligomertizarien donant lloc a protofibril·les. 

En la segona etapa, l’elongació, es formarien ràpidament les fibres madures per associació i/o 

addició de monòmers als extrems de les protofibril·les. Aquesta etapa d’elongació tindria un 

caràcter exponencial e irreversible [58, 59]. 
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I.5.- Les Encefalopaties Espongiformes Transmissibles 

 Les encefalopaties espongiformes transmissibles (EETs) són un grup de malalties 

neurodegeneratives associades a un plegament aberrant de la proteïna priònica (PrpC). 

Àmpliament estudiades durant les darreres dècades, aquestes patologies tenen un gran 

impacte econòmic i social, sobretot l’encefalopatia espongiforme bovina (BSE), coneguda 

més col·loquialment com “malaltia de les vaques boges”, i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob 

(CJD), l’anàloga en humans. La majoria dels pacients afectats presenten una demència 

progressiva i irreversible. L’aparença macroscòpica dels cervells és pràcticament normal i,      

a l’igual que en la MA, existeixen protocols de diagnosi ben estandarditzats, però és l’examen 

post mortem l'única eina eficaç fins ara per assegurar un bon diagnòstic. Tant en humans com 

en altres animals hi ha unes característiques histològiques comunes (Figura 10), com són la 

mort i pèrdua neuronal, amb la conseqüent espongiosi, hipertròfia i proliferació de la 

astròglia, i formació de plaques amiloides, principalment a nivell del cerebel. Totes aquestes 

lesions neurològiques condueixen a una pèrdua gradual de la funció muscular i una aparició 

lenta i irreversible de demència, que acaben provocant inevitablement la mort del pacient. 

 
Figura 10. Comparació entre un cervell humà normal i un cervell infectat per prions. (a) Tall histològic 
d’un còrtex humà normal, on no s’aprecien canvis patològics significants; (b) Tall histològic d’un còrtex humà 
afectat per CJD, on s’observa la típica vacuolització i espongiosi. [http://www.inpro.com/images/figure1.gif]. 
 

I.5.1.- Descobriment de les Encefalopaties Espongiformes Transmissibles  

 La primera descripció d’una encefalopatia de tipus espongiforme prové del segle 

XVIII, i fa referència a la tremolor de les ovelles o “scrapie”. Les ovelles i cabres afectades 

per la malaltia tenien tremolors i l’anàlisi post mortem dels seus cervells mostrava espongiosi, 

és a dir, presència de grans vacuoles òpticament buides en el teixit nerviós.  

 A meitat del segle XX, el pediatre C. Gajdusek estudiava una malaltia del sistema 

nerviós coneguda amb el nom de “kuru” (calfred) i que afectava a una tribu de Nova Guinea. 

Gajdusek va observar que el kuru no tenia una base genètica coneguda i va pensar que la seva 
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transmissió era deguda a les pràctiques de canibalisme d’aquella tribu. En 1959 el veterinari 

americà W.J. Hadlow va posar de manifest les similituds clíniques i neuropatològiques entre 

el kuru i l’“Scrapie” (tremolors) de les ovelles. Temps més tard, Gajdusek va demostrar 

similituds entre el kuru i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob (CJD), una demència presenil 

descrita en humans a principis del segle XX.  

 Des de finals dels anys 60 diferents malalties han estat agrupades sota el nom 

d’encefalopaties espongiformes transmissibles (EETs), fent referència a l’evolució lenta i 

irreversible i a la característica espongiosi cerebral trobada en els individus afectats, i que 

acaba amb la mort, i a la possibilitat de transmissió de la malaltia. Una vegada descobert el 

caràcter infecciós i transmissible d’aquestes malalties, els investigadors van començar la cerca 

de l’agent infecciós responsable. Concretament, T. Alper i J.S. Griffith, van suggerir de 

manera independent la possibilitat de l’existència d’un agent infecciós sense naturalesa d’àcid 

nucleic i capaç de causar i transmetre malalties. Però no va ser fins el 1982, que S.B. Prusiner 

[60] va aconseguir aïllar i purificar l’agent infecciós responsable d’aquestes patologies, i va 

introduir el terme prió (proteïnaceous infectiuos particle) per tal de diferenciar el nou agent 

infecciós d’altres agents patògens com els virus, viroids, bacteris, fongs o paràsits.  

 

I.5.2.- Prions 

 La proteïna priònica, identificada originàriament en ratolins infectats amb scrapie, està 

codificada per un gen cromosòmic de còpia única. Aquest gen està altament conservat i s’ha 

identificat en més de 13 espècies de mamífers [61, 62].  

 El prió és una glicoproteïna de membrana que s’expressa normalment en totes les 

cèl·lules del teixit nerviós, i de la qual se’n coneixen dues isoformes: la forma cel·lular (PrpC), 

que és la forma present normalment en les neurones, i la forma patògena (PrPSC), que és la 

forma aberrant causant de la malaltia, anomenada així perquè va ser descoberta en animals 

afectats per la malaltia Scrapie. PrpC i PrPSC comparteixen la mateixa seqüència polipeptídica, 

només difereixen en les seves estructures secundària i terciària (Figura 11). 

 La teoria priònica proposada per Prusiner suposa l’existència de 2 maneres diferents 

de plegament per a una mateixa seqüència polipeptídica i a més, el replegament de la PrpC per 

acció de la PrPSC implica un flux d’informació d’una proteïna a una altra a nivell d’estructura 

terciària i sense la participació d’àcids nucleics, contradient clarament al Dogma Central de la 

Biologia.  
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Figura 11. PrPC i PrPSC (a) Estructura tridimensional del fragment 23-230 de la PrP humana, resolta per NMR i 
esquema de la seva estructura secundària [63]. (b) Isoformes cel·lular (esquerra) i patògena de la PrP humana 
(dreta). A diferència de la forma cel·lular, la PrPSC presenta una gran proporció d’estructura β (43% de fulles β i 
30% d’hèlix α) [64]. 
 

La funció biològica de la proteïna priònica encara roman desconeguda. Sembla ser que 

la seva presència en el sistema nerviós central pot estar relacionada amb la supervivència de 

les neurones de Purkinje [65, 66]. Per altra banda, la presència del tàndem PrPC-PrPSC sembla 

ser essencial per desenvolupar la malaltia [67]. També s’ha proposat un possible paper del 

prió en el transport axonal i en el metabolisme del coure, donada la presència d’un lloc d’unió 

per a aquest element [68, 69]. 

 

I.5.3.- La proteïna cel·lular del prió: PrPC 

 La PrPC és una cadena polipeptídica d’uns 250 aminoàcids, depenent de l’espècie, en 

la qual hi ha una seqüència senyal de 22 residus a l’extrem N-terminal, una sèrie de 

repeticions d’un octapèptid PHGGGWGQ, quatre segments molt conservats en les posicions 

109-122, 129-140, 178-191 i 202-218, i una regió hidrofòbica C-terminal d’unió a la 

membrana a través d’un glicofosfatidilinsositol (GPI) [70, 71]. Aquesta cadena experimenta 

un procés de maduració covalent que comporta l’escissió proteolítica del pèptid senyal, 

l’addició d’un GPI a l’extrem C-terminal, la formació d’un pont disulfur intramolecular i, per 

últim, una doble glicosilació en els residus d’Asn 181 i 197 [72]. La cadena polipeptídica 

també conté una seqüència hidrofòbica a la part central de la proteïna que, en moltes 

isoformes transmembranals de la PrP, existiria com a domini transmembrana. 

 La PrPC és una forma sensible a proteases i està formada per 4 zones d’estructura 

secundària anomenades H1, H2, H3 i H4, on s’identifiquen 3 hèlices α i 2 fulles β. És capaç 

d’unir específicament Cu2+, de manera que podria estar implicada en l'homeòstasi d’aquest 

catió i els processos d’oxidoreducció [73, 74]. 
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Figura 12. Representació esquemàtica de l’estructura primària de les diferents espècies de PrP                
SP representa el pèptid senyal, S-S és el pont disulfur que uneix les histidines 179 i 214, CHO són els llocs de  
N-glicosilació i GPI és el lloc d’unió a la membrana a través d’un glicofosfatidilinsositol [75]. 
 

 La PrPC es troba principalment en les sinapsis neuronals. Respecte al metabolisme 

cel·lular de PrPC, estudis de translocació in vitro posen de manifest l’existència de 3 formes 

topològiques de PrP: una forma de secreció (idèntica a la forma ancorada a la membrana a 

través de GPI) i dues formes transmembrana que difereixen en la seva orientació                     

(l’N-terminal luminal i el C-terminal luminal) [76]. La forma de secreció és transportada en 

vesícules de secreció a la superfície cel·lular, on s’uneix a la membrana a través del GPI i 

s’acumula preferentment en els dominis rics en colesterol o rafts lipídics [77, 78]. Una vegada 

a la membrana, algunes molècules són alliberades a l’espai extracel·lular per escissió del GPI 

mentre que la majoria són internalitzades en el compartiment endocític i passen a través d’un 

sistema de reciclatge cap a la membrana plasmàtica o bé són proteolitzades per l’extrem            

N-terminal i els posteriors fragments són expulsats cap a l’exterior cel·lular [79]. El 

metabolisme de les formes trasmembranals no es coneix exactament, però se sap que la seva 

sobreacumulació està relacionada amb l’aparició d’estats neuropatològics [76]. 

 

I.5.4.- Les formes patològiques del prió: PrPSC i PrP27-30 

 A les patologies priòniques, PrPC és transformada post-traduccionalment en una 

isoforma anomenada PrPSC [71, 72]. Aquesta conversió, que té lloc en caveolae i rafts, es 

caracteritza per un canvi dràstic en les propietats fisicoquímiques de la molècula [71, 78, 80]. 

PrPC és soluble en detergents mentre que PrPSC forma uns agregats insolubles. PrPC és 

alliberada de la membrana en forma soluble per digestió amb fosfolipasa C específica de 

fosfatidilinositol (PIPLC), mentre que PrPSC no és susceptible a l’acció enzimàtica i necessita 

d’un tractament desnaturalitzant previ per a poder eliminar el GPI. PrPC és sensible a l’acció 

de proteases, però PrPSC experimenta una proteòlisi limitada donant lloc a una forma truncada 

en el seu extrem N-terminal, anomenada PrP27-30. Aquesta forma manté intacta la seva 
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capacitat infecciosa [81] i és el nucli resistent a les proteases [60, 82]. De fet, és el principal 

component trobat en les plaques amiloides presents en els cervells dels individus afectats.  

 Les modificacions post-traduccionals de naturalesa covalent no semblen ser la causa 

directa del procés de conversió, però sí de la seva modulació. Així, el GPI determina la 

possibilitat de conversió ja que el procés té lloc en dominis específics de membrana, com rafts 

i caveoloae, on les proteïnes unides a GPI tendeixen a ancorar-se [83]. Per altra banda, la 

glicosilació determina el tràfic intracel·lular de la proteïna [60].  

Els estudis espectroscòpics han permès establir que l’estructura secundària de PrPSC 

solubilitzada amb detergents, a diferència de la PrPC, presenta majoritàriament fulles β 

intermoleculars capaces de formar fibres amiloides [84, 85]. Aquesta dualitat conformacional 

hèlix-α/fulla β sembla estar localitzada principalment a la regió 106-126, la qual produeix 

gran neurotoxicitat en forma de pèptid sintètic [86, 87]. 

 

I.5.5.- Conversió de PrPC en PrPSC  

 El mecanisme mitjançant el qual es propaguen els prions no es coneix exactament. Tot 

i que alguns investigadors segueixen postulant la necessitat d’un àcid nucleic específic de 

prions, no hi ha prou evidències físiques ni químiques que demostrin la seva existència. En 

cas d’existir, caldria esperar que l’àcid nucleic dirigís la replicació dels prions a través d’un 

mecanisme semblant al dels virus.  

 La multiplicació de la infectivitat dels prions és un procés exponencial que implica 

obligatòriament la conversió post-traduccional de PrPC PrPSC, un canvi conformacional en 

l’estructura de la proteïna, que pot ser induït per canvis en el microambient cel·lular, com per 

exemple, el pH o la concentració de cations divalents [88]. La participació de PrPC endògena 

en la conversió cap a la forma aberrant ha estat clarament demostrada en treballs amb models 

animals: els ratolins knock-out per al gen de PrP presenten resistència a la malaltia i són 

incapaços de produir noves partícules infeccioses [72], mentre que en els ratolins normals la 

producció de prions augmenta espectacularment durant la fase d’incubació. El nivell 

d’expressió de PrPC és directament proporcional a la velocitat de formació de PrPSC i, per tant, 

inversament proporcional a la durada del temps d’incubació. Aquests resultats han portat a 

pensar que PrPSC és capaç de replicar-se a sí mateixa a expenses de PrPC. El procés de 

propagació d’un prió comença amb la interacció de la PrPSC exògena amb PrPC o una forma 

parcialment desnaturalitzada PrP* [89, 90]. El reconeixement de PrPSC té lloc a través de la 

regió 96-167, essent necessària però insuficient la identitat de la seqüència [67, 88, 91]. Per 
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altra banda, mutacions puntuals i variacions en la longitud de la cadena polipeptídica de PrPC 

i/o alteracions metabòliques poden desencadenar situacions patològiques [71, 92, 93]. 

 Tot i aquestes premisses experimentals, encara es desconeix com PrPSC és capaç 

d’induir un canvi conformacional a PrPC. D’aquesta manera s’han proposat dos models per al 

procés de propagació de PrPSC.  

 
Figura 13. Conversió de PrPC en PrPSC. Models teòrics de conversió del prió per polimerització de 
l’heterodímer (a) i per polimerització [94]. 
 

 El model de desnaturalització-renaturalització catalitzada [95] postula que el canvi 

conformacional és l’etapa limitant del procés ja que implica una desnaturalització i 

renaturalització de la cadena polipeptídica. PrPC és el substrat de la reacció i PrPSC és el 

producte, de tal manera que la velocitat de reacció depèn de la concentració de PrPC i és 

inversament proporcional al temps d’incubació. En aquesta reacció, PrPSC actuaria com un 

efector al·lostèric, regulant la conversió PrPC PrPSC, i qualsevol anàleg de substrat, com per 

exemple, una molècula de PrPC de diferent espècie, retardaria la conversió i actuaria com un 

inhibidor competitiu. En aquest model, Prusiner proposa una interacció directa entre les dues 

isoformes, (Figura 13a) de manera que es formaria un intermediari heterodimèric PrPC-PrPSC 

que, fins ara, no ha estat possible detectar [94].  
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 Un segon model és l’anomenat model de polimerització nucleada per condensació no 

covalent [90], el qual suposa un canvi conformacional lligat a un equilibri d’associació, de tal 

manera que ambdues conformacions coexisteixen en equilibri però l’estabilització de la 

isoforma patològica té lloc a través de la formació d’un nucli de PrPSC, procés que constitueix 

l’etapa lenta del procés. Una vegada format aquest nucli, tindria lloc un procés autocatalític, 

de manera que el nucli creixeria per addicions successives i ràpides de noves molècules de 

PrPC. Una variant d’aquesta teoria seria el model de polimerització no catalítica [96], on el 

canvi conformacional seria molt més ràpid i no necessitaria de la unió de PrPC al nucli 

preformat de PrPSC (Figura 13b).  

 Tots aquests models expliquen l’existència de les tres variants patològiques. Les 

patologies infeccioses serien, doncs, resultat de la presència exògena de PrPSC, és a dir, del 

catalitzador o efector o bé, del nucli. Les patologies hereditàries tindrien lloc per una 

desestabilització de l’estructura de la PrPC o bé, per una estabilització de l’estructura de la 

PrPSC, afavorint la població de l’estat patològic. Finalment, les malalties esporàdiques, tot i 

tenir etiologia desconeguda, podrien venir donades per alteracions metabòliques o per 

mutacions espontànies que comportessin la formació de PrPSC. Ambdós fenòmens, tot i tenir 

lloc a una única cèl·lula, podrien desencadenar la formació de PrPSC i la seva autopropagació, 

la qual s’estendria per tot el sistema nerviós central.  
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I.6.- Fragments peptídics utilitzats a l’estudi de la formació de fibres amiloides 

in vitro  

 Una manera habitual d’estudiar els processos d’agregació dels pèptids relacionats amb 

les malalties amiloidogèniques és utilitzar fragments peptídics que contenen part de la 

seqüència polipeptídica de la proteïna natural. Aquests fragments solen tenir propietats 

fibril·logèniques i capacitat per produir efectes citotòxics en cultius cel·lulars i/o models 

animals. Cal tenir en compte, però, que la formació de fibres amiloides no és un procés fàcil 

de reproduir, ja que hi intervenen multitud de variables, i del que depenen la morfologia de les 

fibres i agregats formats i la seva citotoxicitat. D’aquesta manera, sovint hom troba dificultat 

en la reproductibilitat dels resultats experimentals duts a terme amb diferents lots d’una 

mateixa proteïna o pèptid [59, 97]. 

 La formació de fibres amiloides a partir d’una forma soluble d’una proteïna 

amiloidogènica no té lloc de manera immediata, sinó que és un procés lent, depenent de la 

capacitat amiloidogènica de la pròpia seqüència polipeptídica, i es veu afectat per diferents 

factors externs, com per exemple la temperatura, el pH, la força iònica del medi, l’agitació, la 

presència de metalls i/o cations, etc. De fet, molts autors pensen que el procés de 

fibril·logènesi in vivo està governat per factors específics de teixit, ja que per a certes 

proteïnes sembla haver-hi una acumulació específica de dipòsits amiloides en determinats 

teixits [98]. 

 Tal i com s’ha explicat anteriorment (apartat I.4.3.- Model d’agregació del pèptid Aβ), 

el procés d’agregació in vitro depèn de la formació d’un nucli d’agregació a partir d’ espècies 

solubles i monomèriques, per tal de poder formar els intermediaris oligomèrics que, més tard, 

s’ensamblaran en forma de fibril·les i fibres amiloides. Així doncs, el resultat final d’aquest 

procés d’agregació dependrà, a part dels factors externs anteriorment citats, de l’estat inicial 

de la mostra. És a dir, la cinètica de la reacció serà molt depenent de si la mostra inicial ja 

conté oligòmers i/o fibril·les preformades, o si pel contrari, només conté espècies 

monomèriques capaces d’iniciar el procés. Per aquesta raó és important assegurar-se de l’estat 

dels stocks peptídics de partida (Figura 14). 
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Figura 14. Influència de l’estat inicial de la mostra en el seguiment cinètic del procés de formació de les 
fibres. El procés d’agregació segueix una cinètica de tipus sigmoïdal, amb una fase de latència en que no 
s’observen fibres ni agregats. Una vegada començat el procés de formació del nucli d’agregació, la formació de 
fibres esdevé ràpida i exponencial. La fase de latència pot desaparèixer per addició d’un nucli d’agregació 
preformat (esquema adaptat de [99]). 
 

 En treballs sobre la MA, la forma Aβ42, juntament amb la forma Aβ40, es troba 

present en les plaques senils dels pacients afectats, bastant difícil de solubilitzar en solucions 

aquoses, sobretot a pH 4-7, donat el seu gran caràcter amiloidogènic. La forma Aβ40 és 

neurotòxica in vivo i en cultius neuronals, i també resulta poc soluble. Així, l’estudi 

d’aquestes formes requereix l’ús d’additius i dissolvents orgànics (TFE i/o HFIP, per 

exemple), que poden influir de manera crítica en el procés d’agregació. Per tant, molts dels 

estudis es porten a terme amb fragments més curts i més solubles, com per exemple el 

fragment Aβ(25-35), que és el fragment indispensable per als efectes neurotòxics, o el 

fragment Aβ(22-35), que forma agregats fibril·lars i citotòxics molt semblants als formats pel 

fragment  Aβ(1-42). Un altre pèptid àmpliament utilitzat com a model d’Aβ és el fragment 

Aβ(1-28), que correspon a l’extrem   N-terminal del Aβ, té caràcter soluble ja que no conté la 

regió transmembranal del pèptid natural, i és capaç de produir estructures fibril·lars i amb la 

mateixa capacitat antigènica que les trobades in vivo. A més, conté el segment 17-23, que es 

considera essencial per a la formació de les fibres amiloides [57].  

 Tradicionalment la majoria de treballs sobre les EETs s’han dut a terme amb la 

proteïna priònica sencera, ja sigui recombinant o purificada de cervells de pacients afectats, 

però en els darrers anys s’ha començat a treballar amb diferents fragments, com per exemple 

el fragment 90-145 que és la unitat infecciosa mínima [95]. Estudis recents han demostrat que 

el fragment PrP(106-126) té la capacitat de transformar-se i induir la transformació 



                                                            Introducció 

   23

PrPC PrPSC. A més, s’ha demostrat que té propietats fisicoquímiques i patogèniques molt 

semblants a les de la PrPSC [100]. Per altra banda, el fragment PrP(179-211) conté un possible 

motiu estructural d’unió a esfingolípids, comú al fragment 1-25 del pèptid Aβ de la MA i a 

una part de la proteïna gp120 del virus HIV, amb residus que podrien estar involucrats en la 

interacció amb esfingolípids (Figura 15). Aquest fragment inclou el lloc de la mutació E200K 

associada a la variant familiar de la malaltia de Creutzfeldt-Jacob [101]. 

 

 
Figura 15. Hipotètica homologia estructural entre la proteïna priònica, la proteïna gp120 del virus HIV i 
el pèptid Aβ. Superposició del motiu estructural d’unió a esfingolípids del bucle V3 de la proteïna gp120 del 
virus HIV (vermell) amb el fragment 179-211 de la proteïna priònica humana (blau) i el fragment 1-25 del pèptid 
Aβ (negre). 
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I.7.- Amiloidogènesi i glicosaminoglicans  

 Els glicosaminoglicans (GAGs) són uns polisacàrids lineals i sense ramificar, formats 

a partir de la repetició d’un disacàrid, que normalment està format per una molècula d’àcid 

urònic (àcid D-glucorònic o àcid L-idurònic) i una molècula d’hexosamina (D-glucosamina o 

D-galactosamina). Segons el tipus de disacàrid, es coneixen 6 tipus de GAGs: àcid hialurònic, 

condroitin sulfat, dermatan sulfat, heparan sulfat, heparina, i keratan sulfat (en el cas d’aquest 

últim, el disacàrid està format per una hexosamina i una galactosa). Tots ells es caracteritzen 

per estar altament carregats de grups sulfat, excepte l’àcid hialurònic. 

 Els GAGs més habituals en el cervell de ratolins són el condroitin i l’heparan sulfat, la 

forma hipersulfatada del qual es coneix amb el nom d’heparina, tot i que l’heparina també es 

troba localitzada en les cèl·lules glials. L’àcid hialurònic, que és un GAG no sulfatat, també és 

troba present en quantitats importants en tot el teixit cerebral. 

 
Figura 16. Estructura dels diferents glicosaminoglicans. El disacàrid base està format per una glucosamina i 
un àcid idurònic, tots dos amb grups sulfat units. Esquema adaptat de [102]. 
 

 Els GAGs es troben normalment en la matriu extracel·lular de tots els teixits, i poden 

estar units a la bicapa externa de la membrana plasmàtica a través d’una proteïna, de tal 

manera que es parla de proteoglicans (PG). Tant GAGs com PGs semblen tenir un paper clau 

en multitud de processos cel·lulars, des de la modulació de l’activitat de molts receptors de 

membrana o l’entrada de virus a la cèl·lula, fins als processos d’angiogènesi en la proliferació 

tumoral [103]. 
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 Darrerament s’han publicat treballs que posen de manifest una possible relació entre la 

toxicitat cel·lular produïda per l’Aβ i la proteïna priònica amb la interacció amb certs 

elements de la matriu extracel·lular, com ara els GAGs [103]. De fet, es creu que les càrregues 

negatives dels GAGs interaccionarien amb els residus aminoacídics bàsics de les proteïnes 

amiloidogèniques durant el transcurs de la de formació de fibres, de tal manera que els GAGs 

bloquejarien de manera transitòria una conformació que la proteïna no adoptaria habitualment 

i podrien, d’aquesta manera, servir d’anclatge per a les fibres amiloides. 

 L’heparina i l’heparan sulfat es poden unir a diversos efectors cel·lulars, com per 

exemple, factors de creixement, citoquines i quimoquines. La majoria d’estudis sobre la 

interacció dels GAGs amb proteïnes s’han dut a terme amb l’heparina com a GAG model, 

donada la seva facilitat d’obtenció en comparació amb altres GAGs, i d’aquests estudis s’ha 

proposat una seqüència consens per al lloc d’unió de l’heparina en pèptids i proteïnes. 

Aquesta seqüència és la següent: XBBBXXBX o XBBXBX, on X és un aminoàcid no bàsic i 

B és un aminoàcid bàsic (Arg, His o Lys) [104], de manera que les seqüències molt bàsiques 

poden unir heparina. Hi ha proteïnes que no tenen una seqüència consens, però uneixen 

heparina perquè tenen un motiu estructural definit per la reorganització dels residus 

aminoacídics bàsics en l’estructura tridimensional de la proteïna. La manca d’una seqüència 

consens conservada en algunes proteïnes amiloidogèniques suggereix que els motius d’unió a 

GAGs estan determinats per la reorganització estructural dels residus bàsics a l’estructura 

quaternària de les fibres amiloides [102].  

 

I.7.1.- Interacció dels GAGs amb l’Aβ  

 Avui dia, hi ha evidències a favor de què certs GAGs, com l’heparan, keratan, 

condroitin i dermatan sulfats, interaccionen amb el pèptid Aβ, tant in vitro com in vivo, de la 

mateixa manera que també afavoreixen la seva polimerització i estabilitzen les fibril·les 

formades [105, 106]. A més, tant els GAGs com els PGs colocalitzen en els llocs on es 

dipositen els agregats de l’Aβ en els cervells dels pacients afectats per la MA [107], de 

manera que és possible que els GAGs actuïn com a cofactors en la formació de les plaques 

amiloides. 

 L’Aβ conté la seqüència consens d’unió a heparina VHHQKL. De fet, McLaurin et al. 

[105, 108] han demostrat la importància dels grups sulfats dels GAGs en la formació de les 

fibres amiloides i d’aquesta seqüència per a la interacció iònica entre l’Aβ amb els GAGs.  

Els GAGs s’uneixen a les fibres amiloides de manera no covalent amb elevada afinitat.       
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Els complexes formats per les fibres d’Aβ40 i GAGs, per exemple, són suficientment estables 

com per protegir a les cadenes de glicans de la digestió amb heparanasa.  

 Alguns estudis fets amb línies cel·lulars en cultiu posen de manifest un possible paper 

neuroprotector per part dels GAGs [109]. L’heparan i condroitin sulfat atenuen els efectes 

neurotòxics de l’Aβ en cultius neuronals, ja que és possible que segrestin els oligòmers de 

l’Aβ, de tal manera que aquests oligòmers i els intermediaris protofibril·lars, que són altament 

neurotòxics [52], es podrien associar preferentment als GAGs. Aleshores, d’acord amb 

aquesta hipòtesi, la formació de les plaques neurítiques a la MA tindria un cert caràcter 

protector encaminat a reduir la neurotoxicitat de l’Aβ.  

 

I.7.2.- Interacció dels GAGs amb la proteïna priònica 

 A diferència de com succeeix amb el pèptid l’Aβ, en el cas dels prions sembla ser que 

els GAGs inhibeixen o, almenys retarden, la formació de les fibres amiloides. Es creu que la 

regió 109-122 de la proteïna priònica és essencial per al canvi conformacional PrPC  PrPSC 

[87], i els estudis realitzats in vitro amb el pèptid sintètic 106-126 posen de manifest la seva 

capacitat per polimeritzar i donar lloc a fibres que resulten tòxiques en cultius neuronals 

[100]. Aquest pèptid conté un cor hidrofòbic (AGAAAAGA) i un possible motiu d’interacció 

amb GAGs amb la seqüència KTNMKH. De fet, els GAGs sulfatats s’uneixen in vitro a 

aquest pèptid i en disminueixen la seva capacitat per a polimeritzar, ja que les fibres formades 

tenen una morfologia diferent [110], però en canvi, l’àcid hialurònic no inhibeix la 

polimerització del pèptid, tot i que les fibres formades també tenen diferent morfologia.   

Així, és possible que la interacció entre el motiu KTNMKH i les càrregues negatives dels 

sulfats dels GAGs facin disminuir la capacitat del pèptid per a polimeritzar [110]. Tot i així, 

és important remarcar que els GAGs són capaços d’estimular la conversió PrPC PrPSC, però 

semblen inhibir la polimerització in vitro del pèptid 106-126 [110], la qual cosa indica que 

probablement són processos que tenen lloc de distinta manera i amb canvis conformacionals 

diferents. 

 Per altra banda, s’ha vist que els GAGs també poden interaccionar amb la proteïna 

priònica sencera [111], i certs GAGs, com l’heparan sulfat, poden estimular directament la 

conversió PrPC PrPSC [112]. Aquestes dades i el fet de trobar heparan sulfat i altres PGs 

associats a les plaques amiloides in vivo [107], suggereixen que els GAGs podrien facilitar la 

formació de PrPSC i, per tant, podrien ser cofactors essencials a la conversió in vivo. 
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 De la mateixa manera que l’Aβ, els GAGs semblen també poder tenir un paper 

neuroprotector en les malalties priòniques [113]. Heparan sulfat i altres GAGs semblen    

unir-se a PrPSC i, per tant, la bloquegen i n’impedeixen la seva propagació en cultius cel·lulars 

i models animals. Per altra banda, els GAGs també inhibeixen la toxicitat cel·lular induïda pel 

pèptid 106-126 en cultius neuronals. Tot i així, és una paradoxa el fet de què els GAGs 

tinguin aquest efecte neuroprotector i inhibitori de la formació de PrPSC in vivo [111] alhora 

que resulten estimuladors de la formació de PrPSC en els estudis in vitro [112, 114]. 
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I.8.- Amiloides i dendrímers 

 Els dendrímers són una nova classe de polímers globulars, molt ramificats i de gran 

mida que, gràcies a la seva estructura, permeten un gran ventall d’aplicacions biomèdiques, 

com per exemple l’encapsulament de fàrmacs o la teràpia gènica. El terme dendrímer deriva 

del grec dendron, que significa “arbre”, fent referència a la seva forma hiperramificada i 

arborescent. El primer dendrímer va ser sintetitzat per D.A. Tomalia i col·laboradors [115].  

Al mateix temps i de manera independent, el grup de Newkome [116] va donar a conèixer la 

síntesi i, des d’aleshores els dendrímers han estat àmpliament estudiats degut a la seva forma 

única, representada a la Figura 17. 

 

 
Figura 17. Estructura dels dendrímers. (a) Diferents representacions de l’estructura, mostrant les seves parts: 
nucli ramificacions, grups terminals i espais interns.(b) Diferents generacions de dendrímers. 
 

 Els primers dendrímers sintetitzats van ser els de tipus PAMAM (poliamidoamines), 

que estan formats per un nucli central d’amoni. Actualment, existeixen diferents companyies 

especialitzades en la síntesi de dendrímers a gran escala com Dendritech i també es poden 
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adquirir del catàleg de productes de la companyia Sigma, com qualsevol altre compost 

químic.  

 El procés de síntesi té lloc mitjançant una seqüència de reaccions iteratives, de tal 

manera que cada etapa de la reacció dóna lloc a una nova i major generació. La síntesi es pot 

donar de manera divergent (el dendrímer creix a partir d’un nucli central, per addició de 

monòmers) o convergent (el dendrímer creix per etapes, des de les branques cap al nucli 

central). Al final de cada branca hi ha tres grups amino lliures, els quals poden reaccionar amb 

dues molècules de metil acrilat i dues molècules d’etilendiamina. Cada seqüència de reaccions 

completa dóna lloc a una nova generació del dendrímer, amb unes propietats definides, 

podent arribar fins a 10 generacions. El nombre de grups reactius a la superfície es duplica 

amb cada generació, mentre que la massa molecular augmenta més de dues vegades. 

 Els dendrímers de generacions intermèdies (per exemple, 0.5, 1.5, 2.5) tenen caràcter 

aniònic, degut a la presència de grups carboxilats en la seva superfície. Els dendrímers de 

generacions baixes (per exemple, 0, 1 i 2) tenen una forma bastant asimètrica i contenen una 

estructura molt més oberta en comparació amb generacions més grans. A mida que el 

dendrímer creix, esdevé més ramificat i adopta una estructura més globular, fins que s’arriba a 

“l’estat ramificat crític”, on el dendrímer ja no pot créixer més per manca d’espai. En el cas 

dels dendrímers PAMAM, aquesta situació s’observa a partir de la desena generació.  

 Els dendrímers són macromolècules monodisperses, a diferència dels polímers lineals, 

ja que la seva massa i mida molecular són controlades de manera específica durant el seu 

procés de síntesi. Degut a la seva arquitectura, els dendrímers en solució presenten una certa 

viscositat que augmenta a mida que augmenta la generació. La seva solubilitat ve determinada 

per la presència de grups terminals, de tal manera que els dendrímers amb grups terminals 

hidrofílics són més solubles en dissolvents polars mentre que els que tenen grups hidrofòbics 

són més solubles en dissolvents orgànics. La seva forma globular i la presència de cavitats 

internes confereixen als dendrímers unes propietats úniques, com la possibilitat d’encapsular 

fàrmacs en el seu interior i el seu posterior redireccionament cap a òrgans i teixits específics 

en el cas de la teràpia gènica. 

 La recerca i caracterització de molècules que interfereixin en el procés d’agregació de 

pèptids i proteïnes amiloides resulta del màxim interès en el desenvolupament d’estratègies 

per a combatre els mecanismes desencadenants de les patologies. En aquest sentit és 

interessant ressaltar l’efecte descrit dels dendrímers sobre la desagregació de fibres de 

proteïna priònica [117-119]. Treballs experimentals han demostrat que els dendrímers amb 

grups amino a la seva superfície, com els PAMAM (poliamidoamina) o                       
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el PPI (polipropilenimina) són capaços d’eliminar les molècules de PrPSC de cultius neuronals 

infectats per prions [118, 119] i que la capacitat d’eliminació dels prions augmenta amb el 

nombre de generacions del dendrímer. J. Solassol et al. han estudiat l’efecte de 3 generacions 

(3ª, 4ª i 5ª) de P-dendrímers (dendrímers que contenen grups fosfats) com a agents anti 

priònics [120]. Aquests dendrímers es caracteritzen per la presència de grups fosfats en els 

seus enllaços i grups amino a la seva superfície, de tal manera que la superfície del dendrímer 

és hidrofílica i el seu interior és hidrofòbic, permentent una gran eficàcia de penetració en les 

membranes. Els resultats obtinguts demostren una capacitat d’eliminació dels prions existents 

en les cèl·lules infectades i de pèrdua de la infectivitat amb el tractament amb P-dendrímers. 

De fet, els  P-dendrímers han estat el primer tipus de dendrímer estudiat in vivo i s’ha vist que 

poden inhibir la replicació de PrPSC a la melsa en ratolins infectats.  
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I.9.- Amiloides i membranes 

 Les interaccions lípid/proteïna tenen un paper clau en multitud de processos cel·lulars 

com per exemple les vies de transducció de senyals, el transport intracel·lular, la catàlisi 

enzimàtica, la defensa antimicrobiana o el control de la fusió de membranes [121-124].        

La bicapa lipídica és la base estructural de les membranes biològiques, i comporta un 

determinat microambient per a les proteïnes que s’hi troben interaccionant. Aquestes 

interaccions, que afecten a l’estructura proteica, estan controlades no només per 

característiques fisicoquímiques de la membrana (estat de fase, curvatura i elasticitat de la 

bicapa lipídica, càrrega superficial o grau d’hidratació) si no també per la seva composició 

lipídica (insaturacions de les cadenes d’àcids grassos dels fosfolípids que en formen part o bé, 

la conformació tant dels grups dels seus caps com de les cadenes hidrocarbonades) [125]. 

Tots aquests factors afecten a la conformació de les proteïnes i al seu estat d’oligomerització, 

tal i com suggereixen diferents estudis sobre l’agregació de pèptids i proteïnes en presència de 

membranes [126-128]. En el cas dels pèptids i proteïnes amiloides, les membranes cel·lulars 

poden influir en el procés d’agregació i, a la vegada, els agregats amiloides semblen afectar 

l’estructura i propietats de les membranes. Ambdós aspectes poden resultar capitals a l’hora 

d’establir el paper dels pèptids i proteïnes amiloides en el desenvolupament de les patologies 

[129-132].  

 Cal destacar també el fet què els processos de formació de fibres amiloides al teixit 

cerebral semblen tenir lloc en uns dominis lipídics específics coneguts com a rafts i caveolae 

(Figura 18), rics en colesterol i esfingolípids [133]. Aquests microdominis lipídics serveixen 

de plataforma o ancoratge de diverses proteïnes perifèriques i integrals, com per exemple, les 

proteïnes unides a la membrana a través de GPI. Donada la seva capacitat de difusió lateral, 

els rafts estan implicats en l’activació de receptors cel·lulars i la transducció de senyals, així 

com les interaccions entre hostes i patògens. 
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Figura 18. Representació esquemàtica d’un raft lipídic.  
 

I.8.1.- Paper de les membranes biològiques en la fibril·logènesi de l’Aβ 

 Diverses línies d’investigació suggereixen que la formació de fibres amiloides i la 

citotoxicitat cel·lular a la MA són processos associats a les membranes biològiques [134-138]. 

La bicapa lipídica actuaria com un lloc catalític per al procés de fibril·logènesi, proveint d’un 

entorn que facilitaria a les proteïnes adoptar una conformació i orientació apropiades per tal 

d’ensamblar-se formant estructures fibril·lars [136, 138-140]. 

 La formació de fibres amiloides comporta una permeabilització de la membrana, de tal 

manera que l’estructura de la bicapa lipídica s’altera [139-143]. De fet, la capacitat 

d’associació del pèptid Aβ a bicapes lipídiques és ben coneguda, en particular la capacitat de 

formació de canals iònics, la qual podria estar relacionada amb els efectes del pèptid sobre 

l’homeòstasi del calci en cultius neuronals [144]. 

 Se sap que el pèptid Aβ és capaç d’experimentar un canvi conformacional des d’una 

estructura desordenada cap a una estructura de fulla β mitjançant la unió a vesícules lipídiques 

riques en gangliòsids. De fet, aquestes zones de la membrana riques en gangliòsids i/o altres 

oligosacàrids servirien de lloc per a l’ensamblatge i formació del nucli d’oligòmers i la 

posterior formació de fibres madures [145, 146]. 

 Estudis recents apunten a una correlació entre l’agregació del fragment C-terminal del 

pèptid Aβ associat a bicapes lipídiques i la inducció d’apoptosi en neurones [147]. Alguns 

autors proposen dos tipus d’interacció entre el pèptid Aβ i les membranes segons sigui la 
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conformació del pèptid i la càrrega elèctrica de les mateixes [135]. En forma de fulla β, el 

pèptid s’associaria a la membrana. Si les membranes estan carregades negativament, 

l’associació comportaria l’agregació del pèptid. Quan el pèptid no adopta una estructura 

regular, podria inserir-se a la bicapa i aquesta inserció seria major quant més negativa fos la 

superfície de la membrana. 

 

I.8.2.- Paper de les membranes biològiques en la propagació dels prions 

 Com qualsevol altra proteïna unida a la membrana a través d’un GPI, PrPC té 

tendència a acumular-se en els rafts lipídics [77]. Se sap, a més, que la interacció amb la 

membrana juga un paper clau en la conversió PrPC  PrPSC ja que a les extraccions de 

mostres de cervells afectats per la malaltia, la PrPSC copurifica amb restes lipídiques [148] i el 

tractament de les membranes amb PIPLC allibera PrPC però no PrPSC [77]. Tot i que la 

majoria de PrPSC d’animals infectats es troba unida a un GPI, també hi ha PrP soluble (sense 

GPI) en cultius cel·lulars i en cervells de ratolins [77]. De fet, hi ha treballs experimentals 

[149] que mostren que la conversió PrPC  PrPSC no és possible si la PrP no ha perdut abans 

l’ancoratge de GPI, de tal manera que la PrP lliure de GPI actuaria com un iniciador en el 

procés de fibril·logènesi. 

 Els estudis estructurals i biofísics utilitzen una PrP recombinant que careix de 

l’ancoratge de GPI. Aquesta PrP es pot plegar donant lloc a 2 formes diferents: l’α-PrP i la   

β-PrP, que representen a la PrPC i la PrPSC respectivament [150]. Cadascuna d’aquestes 

formes té una diferent afinitat d’unió a membranes i mostren una unió diferent en funció del 

pH. Totes dues s’uneixen a membranes carregades negativament i que contenten 

fosfatidilglicerol (PG) o fosfatidilserina (PS), d’una manera depenent del pH, però cap d’elles 

s’uneix a membranes formades per fosfolípids zwitteriònics com la fosfatidilcolina (PC) [130, 

132, 150]. En canvi, tant α-PrP i com β-PrP s’uneixen a membranes model riques en 

colesterol i esfingomielina, que mimetitzen rafts lipídics, i de manera depenent del pH: les 

dues formes s’hi uneixen a pH neutre, però β-PrP ho fa més fortament que α-PrP, i a més, la 

unió a les membranes ve afavorida per pH acídic [151]. No se sap amb certesa el lloc concret 

on té lloc la conversió PrPC  PrPSC a la cèl·lula, però el fet de què tant la unió a membranes 

com de què els processos de desplegament de proteïnes solen tenir lloc a pH baixos fa pensar 

que la conversió podria tenir lloc en els endosomes . 

 La unió de PrP a les membranes provoca una sèrie de canvis estructurals en la PrP que 

depenen del pH, de la composició lipídica de la membrana i de la pròpia conformació de la 
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PrP. Però la unió de PrP també provoca canvis en la bicapa lipídica que poden desestabilitzar 

la membrana. La unió tant de la isoforma α-PrP com de la β-PrP a membranes model 

carregades negativament fa que la PrP adopti una estructura β [132, 152].  

 
Figura 19. Model il·lustratiu del paper dels rafts en la fibril·logènesi dels prions. Esquema modificat de 
T.J.Pinheiro et al [150].  
 

 Donat que les dues isoformes de la PrP es troben normalment en els rafts lipídics, hom 

suposa que la conversió té lloc en aquests microdominis lipídics. Hi ha evidències 

experimentals de què la PrPC no unida a rafts no pot actuar com a substrat de la conversió 

PrPC  PrPSC [83, 153]. Per altra banda s’ha vist que l’eliminació dels esfingolípids i, per tant, 

desestabilització dels rafts lipídics promou la infecció per prions en cultius neuronals i un 

conseqüent augment de la formació de PrPSC [154], suggerint que la conversió PrPC  PrPSC 

podria tenir lloc fora dels rafts lipídics. Tenint en compte totes aquestes evidències els rafts 

lipídics semblen tenir un doble paper en la fibril·logènesi dels prions, de manera que s’ha 

proposat un model de conversió dels prions en ambients amb i sense rafts lipídics [150].      

En aquest model el raft lipídic protegeix la PrPC de la conversió. Durant el seu trànsit 

intracel·lular, la PrP es pot unir a zones de la membrana riques en lípids amb càrrega negativa, 

fet que condueix cap a un estat ric en estructura β, PrP*, i que té una elevada afinitat pels rafts 

lipídics i s’hi uneix. L’acumulació de PrP* afavoreix les interaccions proteïna-proteïna donant 

lloc a oligòmers de PrP que formen l’anomenat nucli d’agregació, al qual s’uneixen més 

espècies oligomèriques donant lloc a fibril·les i, finalment, fibres amiloides (Figura 19). 
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Els pèptids i proteïnes amiloidogèniques no tenen el mateix origen fil·logenètic ni 

tenen una homologia seqüencial, però hi ha un fet comú que els caracteritza: la seva capacitat 

per formar agregats amiloides, els quals presenten unes característiques fisico-químiques 

semblants. Aquesta semblança fa pensar en la possibilitat d’un mecanisme de formació dels 

agregats amiloides, comú als diferents pèptids i proteïnes. Tant la MA com les EETs semblen 

estar relacionades amb la formació d’aquest tipus d’agregats fibril·lars, rics en estructura β i 

per tant, la caracterització de trets comuns en la formació d’amiloides en un cas i altre, pot ser 

important a l’hora de definir estratègies per al tractament de les malalties. En aquest context 

resulta interessant la possible homologia estructural definida per R.Mafhoud et al. [101] entre 

pèptid Aβ(1-25) relacionat amb la malaltia d’Alzheimer i el fragment  PrP(179-211) de la 

proteïna priònica humana. La proposta de R. Mahfoud [101] et al. implica la possibilitat de 

que el fragment priònic PrP(179-211) sigui un pèptid amiloide. En el moment d’iniciar 

aquesta tesi, però hi ha una manca total d’evidències experimentals que permetin definir-lo 

com a tal. 

 Així doncs, ens plantejàrem com a objectiu general d’aquest treball l’estudi de la 

caracterització del fragment PrP(185-208) com a pèptid amiloide, en la relació a les propietats 

amiloides de l’Aβ(1-28) i a més, l’ús dels dos fragments peptídics per determinar la influència 

dels dendrímers en el procés de formació d’agregats amiloides. L’assoliment d’aquest 

objectiu general s’ha plantejat a través dels següents objectius específics: 

 

• La caracterització de la cinètica d’agregació dels dos pèptids. 

• L’estudi de la influència dels glicosaminoglicans en el procés d’agregació. 

• L’estudi de la influència de la diferent composició lipídica de les membranes 

biològiques en el procés d’agregació. 

• L’estudi de la interacció dels dendrímers amb els dos pèptids amiloidogènics. 

• L’estudi de l’efecte citotòxic in vitro dels diferents agregats i fibres amiloides 

obtinguts en els processos d’agregació. 

 

 En aquest treball s’han combinat diferents tècniques biofísiques com l’espectroscòpia 

d’infraroig amb Transformada de Fourier (FTIR), l’espectroscòpia de fluorescència i la 

microscòpia electrònica de transmissió, les quals proporcionen una informació altament 

complementària en l’estudi de la formació de les fibres amiloides. 
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III.1.- Materials utilitzats 

III.1.1.- Dissolvents i reactius 

Taula 2. Dissolvents i reactius utilitzats en aquest treball 

Principals dissolvents i reactius 

Heparina Sigma&Aldrich  

Hepes Sigma&Aldrich 

D2O Merck 

NaOD Sigma&Aldrich 

DCl Sigma&Aldrich 

Tris Melford 

HCl Merck 

NaOH Sigma&Aldrich 

Metanol Merck 

Etanol Merck 

Cloroform Scharlau 

NaCl Sigma&Aldrich 

KCl Sigma&Aldrich 

H2O destil·lada  

Lípids 

L-α-Fosfatidilcolina (PC) Sigma&Aldrich 

L-α-Fosfatidilserina (PS) Sigma&Aldrich 

Colesterol (Chol) Sigma&Aldrich 

Esfingomielina (SM) Sigma&Aldrich 

Galactosilceramida (GalCer) Sigma&Aldrich 

Extracte lipídic de cervell Avanti Polar Lipid 
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Pèptids sintètics 

Aβ(1-28) 

Aβ(1-28)H13A 

Aβ(1-28)H14A 

Aβ(1-28)Y10A 

PrP(185-208) 

PrP(185-208)H187A 

PrP(185-208)F198A 

Jerini Peptide Technologies 

Sondes fluorescents 

Tioflavina T (ThT) Sigma&Aldrich 

1-(3-sulfonatopropil)-4-[β[2-(di-n-octilamino)-6-naftil]vinil] 
piridina   (Di-8-ANEPPS) Molecular Probes 

Cultius cel·lulars  

Línia cel·lular de neuroblastoma SH-SY5Y Subministrada per la Dra. Núria Durany 
(Universitat Internacional de Catalunya) 

Medi de cultiu Dulbecco’s modified Eagle’s medium               
(D-MEM/Ham’s F12,1:1) Biological Industries 

L-Glutamina Gibco  

Solució de penicil·lina/estreptomicina Gibco 

Aminoàcids no essencials (MEM non-essential amino acids) Sigma&Aldrich 

Sèrum fetal boví Gibco  

Bromur de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) Sigma&Aldrich 

Dimetilsulfòxid (DMSO) Sigma&Aldrich 
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III.1.2.- Pèptids sintètics 

 Els diferents pèptids estudiats es van adquirir de la companyia Jerini Peptide 

Technologies i tenen una puresa superior al 90%, determinada amb HPLC i espectrometria de 

masses. Normalment, els pèptids de síntesi química es comercialitzen amb àcid trifluoroacètic 

(TFA) com a contraió, el qual té una banda d’absorció al voltant de 1674 cm-1 a la regió de 

l’espectre d’infraroig, suposant un problema per a l’estudi de la regió amida I, on absorbeixen 

les vibracions dels enllaços corresponents a les diferents estructures secundàries. En canvi, 

l’ió Cl- no provoca aquest tipus d’interferència, raó per la qual els pèptids utilitzats en aquest 

treball van ser sintetitzats amb Cl- com a contraió. A la Taula 3 es detalla la seqüència 

aminoacídica dels pèptids estudiats: 

Taula 3. Seqüències polipeptídiques. En vermell es ressalta la mutació introduïda a cada seqüència 
respecte el pèptid wild type. 

Nom del pèptid Seqüència 

Aβ(1-28) H3
+N-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK-COO- 

Aβ(1-28)H13A H3
+N-DAEFRHDSGYEVAHQKLVFFAEDVGSNK-COO- 

Aβ(1-28)H14A H3
+N-DAEFRHDSGYEVHAQKLVFFAEDVGSNK-COO- 

Aβ(1-28)Y10A H3
+N-DAEFRHDSGAEVHHQKLVFFAEDVGSNK-COO- 

PrP(185-205)           H3
+N-KQHTVTTTTKGENFTETDVKMMER-COO- 

PrP(185-205)H187A           H3
+N-KQATVTTTTKGENFTETDVKMMER-COO- 

PrP(185-205)F198A           H3
+N-KQHTVTTTTKGENATETDVKMMER-COO- 

 

 El fragment 1-28 del pèptid Aβ és molt hidrofílic i conté una gran proporció de residus 

carregats (un 46%) que, molt possiblement, estan involucrats en la generació d’interaccions 

electrostàtiques que es donen durant el procés d’agregació, ja sigui promovent-la o inhibint-la 

[155]. A la bibliografia es poden trobar diversos treballs en què aquest fragment peptídic 

produeix estructures oligomèriques agregades molt similars als trobats en els dipòsits 

amiloides in vivo. El pèptid derivat de la proteïna priònica humana, PrP(185-208), les 

propietats amiloidogèniques del qual són encara poc conegudes, presenta una possible 

homologia estructural amb el fragment 1-25 del pèptid Aβ [101]. Ambdós pèptids contenen 

residus d’His, Tyr i/o Phe que faciliten la unió als anells de sucre de carbohidrats complexos. 
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III.3.- Espectroscòpia de fluorescència 

III.3.1.- Fonaments teòrics 

 La fluorescència és un procés d’emissió a través del qual les molècules són excitades 

per l’absorció de radiació electromagnètica. Les espècies excitades es relaxen cap al seu estat 

fonamental, alliberant el seu excés d’energia en forma de fotons. Normalment, el temps de 

vida mitja d’una espècie excitada és petit perquè hi ha diferents maneres en què un àtom o una 

molècula excitada pot alliberar el seu excés d’energia i relaxar-se cap al seu estat fonamental. 

Aquestes diferents maneres són l’emissió de calor, la fosforescència i la fluorescència. 

 La fluorescència és el resultat d’un procés en 3 etapes que té lloc en certes molècules 

anomenades fluoròfors o sondes fluorescents. El procés pel qual té lloc la fluorescència està 

representant a la Figura 20. A la primera etapa del procés de fluorescència, un fotó d’energia 

hυEX és absorbit pel fluoròfor, els electrons del qual passen des del seu estat fonamental (So) 

fins a un nivell electrònic excitat més elevat, donant lloc a un estat electrònic excitat de singlet 

(S1
’).  

 A la segona etapa del procés, l’estat excitat de singlet roman durant un cert temps 

depenent del temps de vida mitja del fluoròfor (entre 1 i 10 nanosegons). Durant aquest 

temps, el fluoròfor experimenta una sèrie de canvis conformacionals però també està subjecte 

a possibles interaccions amb el seu entorn molecular. Aquests processos tenen dues 

conseqüències importants. La primera és que l’energia de l’estat electrònic excitat de singlet 

(S1
’) es dissipa parcialment en forma de calor donant lloc a un estat electrònic relaxat de 

singlet (S1) des del qual s’origina la fluorescència. La segona conseqüència és que no totes les 

molècules que inicialment van ser excitades per absorció de radiació electromagnètica    

(etapa 1) retornen al seu estat basal (So) per emissió de fluorescència, sinó que hi poden tenir 

lloc altres processos com la desactivació deguda a col·lisions laterals o la transferència 

d’energia de ressonància cap a altres molècules presents en el medi, els quals poden fer 

disminuir la població de molècules en l’estat excitat. La mesura de la quantitat relativa 

d’aquests processos és el rendiment quàntic que, es defineix com la relació entre el nombre de 

fotons fluorescents emesos (etapa 3) i el nombre de fotons absorbits (etapa 1). 

 Finalment, a la tercera etapa el fluoròfor retorna al seu estat basal emetent un fotó 

d’una determinada energia hυEM. L’energia emesa per aquest fotó és menor que l’energia 

absorbida degut a la dissipació de l’energia que s’ha produït anteriorment durant el temps de 

vida mitja de l’estat excitat, de manera que té lloc el desplaçament d’Stokes, és a dir, un 
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desplaçament de la longitud d’ona emesa respecte la longitud d’ona absorbida cap a longituds 

d’ona majors. 

 
Figura 20. Diagrama de Jablonski il·lustrant els processos implicats en la fluorescència. Esquema adaptat 
de http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0664.html 
 

 La fluorescència és un procés cíclic, de tal manera que el mateix fluoròfor pot ser 

excitat i retornar al seu estat energètic fonamental repetides vegades. El fet de que un únic 

fluoròfor pugui donar lloc a milers de fotons detectables fa que la tècnica d’espectroscòpia de 

fluorescència tingui una gran sensibilitat de detecció. Per a molècules poliatòmiques en 

solució és freqüent parlar d’espectres d’emissió i excitació respectivament per fer referència a 

cascuna de les transicions electròniques representades a la Figura 21.  

 

Figura 21. Espectres d’emissió i d’excitació d’un fluoròfor determinat. L’excitació a tres longituds d’ona 
diferents (EX1, EX2, EX3) no fa variar l’espectre d’emissió però provoca variacions en la intensitat de la 
fluorescència emesa (EM1, EM2, EM3), que correspon a l’amplitud de l’espectre d’excitació. Esquema adaptat 
de http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0665.html 
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 L’amplada de banda d’aquests espectres són paràmetres importants en aplicacions en 

què 2 o més fluoròfors són detectats simultàniament. De manera excepcional, l’espectre 

d’excitació d’un determinat fluoròfor en solució pot ser idèntic al seu espectre d’absorció. 

Normalment, l’espectre d’emissió és independent de la longitud d’ona d’excitació degut a que 

part de l’energia absorbida durant la seva excitació és dissipada en forma de calor.                

La intensitat de l’emissió és proporcional a l’amplitud de l’espectre (Figura 21). 

 

III.2.2.- Estudi de les cinètiques de formació de fibres amiloides 

 En aquest treball s’ha fet servir la tècnica d’espectroscòpia de fluorescència per a la 

caracterització de les cinètiques d’agregació dels pèptids amiloides mitjançant la sonda 

fluorescent Tioflavina T (ThT). 

 

III.2.2.1.- La sonda fluorescent Tioflavina T  

 La ThT és una sonda fluorescent tradicionalment utilitzada en la detecció de plaques 

amiloides en pacients afectats per malalties amiloidogèniques. Aquesta sonda presenta una 

longitud d’ona d’excitació de 350 nm i d’emissió de 438 nm aproximadament. En presència 

de fibres amiloides, els seus espectres tant d’excitació com d’emissió es desplacen cap al 

vermell, concretament cap a 450 i 490 nm respectivament. Una particularitat d’aquesta sonda 

és el fet que només detecta estructura β i, per tant, només augmenta la seva fluorescència en 

presència de fibres amiloides [156]. 

 
Figura 22. Estructura de la Tioflavina T. Aquesta sonda s’intercala entre les fulles β que formen part de les 
fibres amiloides  
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III.2.2.2.- Cinètiques d’agregació amb Tioflavina T (ThT) 

 Per estudiar les cinètiques d’agregació dels diferents pèptids amiloidogènics per 

espectroscòpia de fluorescència es va fer un seguiment al llarg del temps de la variació de la 

fluorescència de la sonda ThT, que és una mesura indirecta de la concentració de fibres 

amiloides que es formen al llarg del temps. 

 Les mesures de fluorescència es van realitzar amb un fluorímetre SLM Aminco 

Brownam i una font d’il·luminació ELXE-500 (SLM instruments, inc.), fixant les longituds 

d’ona d’excitació i d’emissió a 450 i 490 nm respectivament, les quals corresponen al màxim 

d’absorció i d’emissió que presenta aquesta sonda quan interacciona amb fibres amiloides.   

La mostra es va mantenir en agitació contínua i a una temperatura constant de 37ºC amb un 

bany termostatitzador d’aigua Haake F3. 

 La mostra es va mesurar en cubetes de poliestirè per a fluorescència, amb un pas òptic 

d’1cm, a les quals es va afegir el volum necessari per tal que les concentracions finals dels 

diferents reactius fos la següent: 50 μM de pèptid, 35 μM de ThT, 0.0416mg/ml d’heparina i 

300 μM de liposomes. 
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III.3.- Espectroscòpia d’infraroig amb transformada de Fourier 

III.3.1.- Fonaments teòrics 

 La radiació d’infraroig es troba compresa entre 14000 i 200 cm-1 a l’espectre 

electromagnètic, tot i que la regió entre 4000 i 1000 cm-1 és la que té més interès per a estudis 

biològics, ja que és la zona en què absorbeixen les macromolècules (Figura 23).  

 

Figura 23. L’espectre electromagnètic. 

 

 Per què tingui lloc l’absorció de la llum infraroja cal que l’energia de la radiació 

incident es correspongui amb la diferència energètica existent entre dos nivells vibracionals 

adjacents, de manera que es produeixi un canvi en el moment dipolar de l’enllaç que 

absorbeix la radiació. 

 La posició de les bandes que s’observen a un espectre d’infraroig s’expressa 

normalment en números d’ona (cm-1). El número d’ona es relaciona amb la freqüència de la 

radiació a través de la següent expressió: 

     ∇⋅= cυ     (equació 1) 

on c és la velocitat de la llum, υ la freqüència i ∇ el número d’ona. 

 Per tal d’explicar l’absorció de llum infraroja per part de les molècules, el 

comportament d’un enllaç covalent es pot aproximar al d’un oscil·lador harmònic. Així doncs, 

la freqüència de vibració de l’enllaç vindrà donada per la següent expressió: 

    
μπ

υ kh
2

=      (equació 2) 
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on h és la constant de Plank, k és la constant de força de l’enllaç i μ és la massa reduïda dels 

àtoms implicats en l’enllaç.  

 Per tant, la vibració de l’enllaç depèn de la massa dels àtoms que formen part de 

l’enllaç i de la seva força, de tal manera que cada grup químic vibra de manera diferent i, per 

tant, absorbeix en una zona diferent de l’espectre d’infraroig. D’aquesta manera si un dels 

àtoms de l’enllaç és substituït per un isòtop més pesat la freqüència de la vibració serà més 

petita i la banda de l’espectre d’infraroig apareixerà a números d’ona més baixos.        

Aquesta tècnica de substitució isotòpica és normalment utilitzada en l’estudi estructural de 

macromolècules, sobretot per l’estudi de l’estructura secundària de proteïnes mitjançant FTIR 

com s’explicarà més endavant. 

 Els enllaços tenen diferents modes de vibració, podent-se donar combinacions dels 

diferents modes de vibració en un mateix enllaç, tal i com es veu a la Figura 24. En el cas de 

les proteïnes, hi ha múltiples enllaços i vibracions diferents, la freqüència de vibració dels 

quals pot variar en funció de la interacció del grup químic amb l’entorn i en funció de 

l’acoblament amb els modes de vibració d’altres enllaços 

 
 

Figura 24. Modes vibracionals: els de tensió o “stretching”, en que els àtoms vibren en la direcció de l’enllaç, i 
els de flexió o “bending”, que impliquen canvis en els angles entre 2 o més àtoms. 



Materials i Mètodes   

50 

 La posició exacta de les bandes a les diferents regions de l’IR depèn de les 

interaccions entre el grup químic que absorbeix la radiació i el seu entorn. Aquestes 

interaccions causen desplaçaments de les bandes que poden donar informació valuosa en 

sistemes biològics. Un altre factor influent en la posició de les bandes és l’acoblament de 

vibracions i, per tant, acoblament de moments dipolars de la transició entre dos nivells 

energètics vibracionals diferents. Aquests acoblaments provoquen també desplaçaments de les 

bandes, que en aquest cas poden donar informació sobre la conformació de les 

macromolècules biològiques. 

 

III.3.2.- Estudi de l’estructura de proteïnes mitjançant FTIR 

 El grup químic més abundant en les proteïnes és l’enllaç amida (Figura 25), en el qual 

les 2 formes de vibració més rellevants són l’Amida-I i l’Amida-II. L’Amida-I es correspon 

en un 80% a la vibració d’stretching de l’enllaç C=O i un 20% a la vibració de l’enllaç N-H, i 

dóna una banda característica en l’espectre d’infraroig entre 1700 i 1600 cm-1. Per altra banda, 

l’Amida-II es correspon a un 60% a la vibració de bending de l’enllaç N-H i en un 40% a la 

d’stretching de l’enllaç C-H, donant una banda entre 1500 i 1600 cm-1. Apart d’aquestes dues 

bandes, hi trobem una altra molt intensa al voltant de 3300 cm-1, que correspon a la vibració 

d’stretching de l’enllaç N-H, i que s’anomena Amida A. 

 

Figura 25. Representació esquemàtica de l’enllaç amida i espectre d’absorció d’IR, amb les bandes 
corresponents a cada forma de vibració. 
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 En funció del tipus d’estructura secundària [157], les bandes corresponents a les 

diferents vibracions esmentades apareixen en diferents posicions de l’espectre d’IR, tal i com 

es pot veure a la Taula 4: 

 

Taula 4. Assignació de bandes per a les diferents vibracions de l’enllaç amida en D2O (cm-1) 

Estructura Secundària Amida A Amida I Amida II 

Estructura no regular 3250 1645-1650 1520-1545 

Hèlix α 3290 1650-1660 1545-1550 

Estructures β 3290-3260 1620-1640 i 1680-1690 1520-1530 

 

III.3.3.- Funcionament d’un espectròmetre d’infraroig 

 Existeixen dos tipus d’espectròmetres que permeten l’obtenció d’espectres d’IR: els 

dispersius i els espectròmetres amb Transformada de Fourier (FTIR). Els espectròmetres 

dispersius consisteixen en un prisma o reixeta de difracció que descomposa la llum 

policromàtica en les diferents freqüències que la formen. Després de passar per una escletxa 

estreta, que determina la resolució espacial del feix, cada freqüència passa de manera 

seqüencial per la mostra, degut a un canvi continu de l’angle que forma la reixeta de difracció 

amb l’angle incident, fins arribar al detector. En canvi, els espectròmetres d’IR amb 

transformada de Fourier es basen en l’interferòmetre de Michelson (Figura 26), en lloc 

d’utilitzar un monocromador.  

 L’interferòmetre consta de dos miralls situats perpendicularment, un dels quals es mou 

a una velocitat constant (mirall mòbil) mentre que l’altre és un mirall fix. Entre aquests 

miralls hi ha un beamsplitter o mirall divisor que reflecteix la meitat de la radiació incident i 

en deixa passar l’altra meitat. La meitat de la radiació provinent de la font d’IR és reflectida i 

dirigida cap al mirall fix, mentre que l’altra meitat arriba fins al mirall mòbil. Un cop els dos 

feixos són reflectits en els dos miralls, viatgen novament fins al beamsplitter o mirall divisor, 

on es recombinen. La recombinació dels dos feixos provinents dels miralls produirà un senyal 

en el detector que dependrà del nombre d’ones que estiguin en fase (interferència 

constructiva) o en oposició de fase (interferència destructiva). Després de la recombinació, la 

meitat anirà a parar a la font d’IR i l’altre meitat passa per la mostra fins arribar finalment al 

detector.  

 El senyal recollit és un interferograma, en el qual la intensitat que arriba al detector és 

funció de la diferència de camí òptic recorregut pel feix de llum. És a dir, com més gran és el 
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recorregut del mirall mòbil, més resolució tindrà l’espectre, però més temps trigarà en 

adquirir-se.  

 
Figura 26. Funcionament de l’interferòmetre de Michelson. El feix d’IR que prové de la font de radiació es 
divideix en dos feixos mitjançant un mirall divisor del feix o “beamsplitter”. El camí òptic d’un dels feixos es 
varia gràcies al mirall mòbil. Després, el feix provinent del mirall mòbil i el que prové del mirall fix es 
recombinen en el beamsplitter i el feix resultant passa a través de la mostra i arriba al detector.  
 

 Finalment, aplicant la Transformada de Fourier, s’obté un espectre de la intensitat 

d’absorció de la mostra en funció del número d’ona (Figura 27). Si el mirall mòbil es pogués 

moure fins a una distància infinita, la transformada de Fourier de l’interferograma resultant 

donaria lloc a un espectre on cada número d’ona estaria ben definit. Degut a que el mirall 

mòbil només es pot moure una certa distància finita, l’espectre resultant correspon a 

l’aplicació sobre l’interferòmetre d’una funció boxcar. Això dóna lloc a un espectre amb una 

banda central flanquejada pels dos costats per uns lòbuls. Per tal de minimitzar aquests lòbuls 

laterals de l’espectre s’aplica una funció d’apodització a l’interferograma que, en el nostre 

cas, és la funció triangle que és la més utilitzada per l’espectroscòpia de FTIR per a mostres 

biològiques. La transformada de Fourier d’aquest interferograma ja apoditzat ens dóna 

l’espectre d’absorció (Figura 27). 
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Figura 27. Adquisició d’espectres de FTIR. La interferència dels dos feixos depèn de la posició del mirall 
mòbil. Com més gran sigui el recorregut del mirall mòbil més resolució tindrà l’espectre, però més temps trigarà 
en adquirir-se. D’aquesta manera s’obté un interferograma que dóna una relació entre la intensitat del senyal i la 
distància del mirall mòbil. En una situació ideal en la qual el mirall mòbil es pogués moure fins a una distància 
infinita, la transformada de Fourier de l’interferograma resultant donaria lloc a un espectre on cada número d’ona 
estaria ben definit (a). Per obtenir una relació entre la intensitat i cada número d’ona s’aplica la transformada de 
Fourier (b). Degut a que el mirall mòbil només es pot moure una certa distància, l’espectre resultant correspon a 
l’aplicació sobre l’interferograma d’una funció boxcar (c). Això dóna lloc a un espectre amb una banda central 
flanquejada pels dos costats per uns lòbuls (d). Per tal de minimitzar aquests lòbuls laterals de l’espectre s’aplica 
una funció d’apodització a l’interferograma anomenada funció triangle (e), que és la més utilitzada per 
l’espectroscòpia de FTIR per a mostres biològiques. La transformada de Fourier d’aquest interferograma ja 
apoditzat dóna lloc a l’espectre d’absorció (f). 
 

III.3.4.- Adquisició d’espectres d’infraroig al llarg del temps 

III.3.4.1.- Tria del tampó 

 Una qüestió important a l’hora de treballar amb espectroscòpia d’IR, és la tria d’un 

tampó adequat. És freqüent la utilització de tampons deuterats, ja que l’H2O, degut a la 

vibració de l’enllaç O-H, dóna lloc a una banda característica a 3400 cm-1 i una altra, bastant 

intensa, al voltant de 1650 cm-1. Aquesta segona banda és molt més intensa que la banda de 

l’Amida-I, la qual pot quedar emmascarada, impossibilitant la obtenció d’informació sobre 

l’estructura secundària del pèptid o la proteïna d’estudi. 
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 En dissolucions deuterades aquestes dues bandes queden desplaçades cap a un número 

d’ona menor, prop de 2400 cm-1 i 1200 cm-1 respectivament, ja que l’àtom de deuteri és més 

pesat que el d’hidrogen i, per tant, l’enllaç vibra amb una freqüència menor, quedant 

desemmascarada la banda corresponent a l’enllaç Amida-I. 

 En el present treball es va fer servir un tampó Hepes (Sigma&Aldrich) 10 mM en 

D2O. Es va ajustar el pD corresponent amb solucions de NaOD i/o DCl (Sigma&Aldrich), 

mitjançant un pHmetre Metrohm, tenint en compte que la relació entre pD i pH ve donada per 

la següent expressió [158]: 

   pD = lectura del pHmetre + 0.4   (equació 3) 

 

III.3.4.2.- Preparació de les mostres de pèptids amiloidogènics 

 A la següent taula estan resumides les condicions experimentals en que es van estudiar 

els diferents pèptids d’aquest treball: 

 

Taula 5. Condicions experimentals per a l’estudi dels pèptids amiloidogènics 

Aβ(1-28) 

Aβ(1-28)H13A En absència d’heparina 

Aβ(1-28)H14A 

PrP(185-205) 

Experiments sobre GAGs 

PrP(185-205)H187A 
En presència d’heparina 

Aβ(1-28) 

Aβ(1-28)Y10A 
En absència de liposomes 

PrP(185-205) 
Experiments amb liposomes* 

PrP(185-205) F198A 
En presència de liposomes 

*La composició exacta dels diferents tipus de liposomes utilitzats s’especifica a la Taula 7. 

 

 Les diferents mostres es van preparar a partir dels stocks peptídics liofilitzats i tampó 

Hepes 10 mM en D2O pD7.5. Cada mostra contenia una concentració peptídica d’1.2 mM, en 

un volum de 40 μl. Per aconseguir aquesta concentració en un volum tan petit, la quantitat de 

pèptid era tan petita que no es va poder pesar a la balança de precisió. El problema es va 

solucionar preparant una solució stock de major volum, aliquotant volums de 40 μl i 

liofilitzant-los després. D’aquesta manera, en afegir 40 μl de tampó a l’alíquota liofilitzada, es 
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va obtenir la concentració peptídica desitjada. Així doncs, es va partir d’una alíquota de 40 μl 

de pèptid liofilitzat, a la qual se li va afegir el tampó corresponent i se li va ajustar el pD, 

considerant aquest moment com el temps d’inici de la cinètica.  

 Per analitzar la mostra, aquesta es va dipositar entre 2 finestres de CaF2 separades per 

un espaiador de 50 μm. Aquest “sandvitx” de finestres amb mostra i el corresponent 

espaiador, es va posar en un portamostres, i aquest era introduït en l’espectròmetre d’infraroig 

Polaris (Mattson) amb transformada de Fourier, equipat amb un detector MCT (mercuri-

cadmi-tel·luri). El portamostres de l’aparell estava muntat sobre una llançadora que permetia 

obtenir alternativament interferogrames de la referència (aire) i de la mostra sense necessitat 

d’obrir el compartiment, ja que l’interior de l’espectrofotòmetre estava sotmès a una purga 

contínua d’aire sec. La temperatura de la mostra era de 37ºC gràcies a una cel·la 

termostetitzada per un bany Julabo Fp 50.  

 

III.3.4.3.- Adquisició d’espectres 

 Per a cadascuna de les condicions estudiades, es van adquirir espectres al llarg del 

temps amb una resolució nominal de 2 cm-1, amb el programa informàtic WinFirst. També es 

va adquirir un espectre de referència, és a dir, un espectre del tampó Hepes 10 mM en D2O 

sense pèptid, i es va restar a cadascun dels espectres de la mostra adquirits al llarg del temps, 

tenint en compte l’obtenció d’una línia base recta en la zona compresa entre                      

1900 i 1750 cm-1. Gràcies a aquesta resta es va poder eliminar la contribució del tampó a 

l’absorbància total observada. Per tal d’eliminar les petites traces de vapor d’H2O que hi 

pogués haver, també es va restar un espectre de vapor. Finalment, es va aplicar una funció 

d’arrodoniment a tots els espectres d’absorbància (Figura 28). 



Materials i Mètodes   

56 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

1720 1680 1640 1600

 

Número d'ona (cm-1)

2 u.a.

 

 

 

0.005 u.a.

 

Figura 28. Adquisició d’espectres en FTIR. En negre es representa l’espectre de la referència i en vermell 
l’espectre corresponent a una mostra amb pèptid. La diferència entre els dos dóna com a resultat un espectre final 
on s’observen les bandes corresponents a la vibració de l’enllaç Amida-I, representat a l’insert 

 

III.3.4.4.- Estudi de les cinètiques d’agregació  

 Per estudiar la cinètica d’agregació dels pèptids, es va fer el seguiment al llarg del 

temps de l’absorbància màxima al voltant de 1620-1610 cm-1, una banda que és característica 

d’estructures β-agregades, i de l’absorbància màxima a 1645-1650 cm-1, corresponent a 

estructures α i no regulars [157]. La representació gràfica de la intensitat màxima de la banda 

corresponent a l’estructura β-agregada al llarg del temps permet caracteritzar cinèticament el 

procés d’agregació que té lloc. Donat que a cada experiment les intensitats màximes tenien 

diferent magnitud degut a les petites variacions de la concentració peptídica originades a 

l’hora del reajustament del pD, no es podia fer comparacions entre els 2 pèptids ni entre les 

diferents condicions estudiades. Aquest problema es va solucionar representant, al llarg del 

temps, la relació entre la intensitat de la banda corresponent a les estructures α i no regulars i 

la intensitat corresponent a la banda de l’estructura β-agregada. 
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 III.4.- Obtenció d’imatges per microscòpia electrònica de transmissió 

 La microscòpia  electrònica es basa en la irradiació de la mostra prima amb un feix 

lineal d’electrons de voltatge uniforme de 100 a 200 keV. Part d’aquests electrons es 

transmeten, una altra part són dispersats i una altra part dóna lloc a interaccions que 

produeixen diferents fenòmens com l’emissió de llum, de raigs X o d’electrons secundaris. 

Totes aquestes senyals s’utilitzen per obtenir informació sobre la naturalesa de la mostra 

(morfologia, composició, estructura cristal·lina, estructura electrònica, etc.). El microscopi 

electrònic de transmissió utilitza la transmissió/dispersió d’electrons per formar imatges,       

la difracció dels electrons per obtenir informació sobre l’estructura cristal·lina i l’emissió de 

raigs X per tal de conèixer la composició elemental de la mostra. 

 Per a que es produeixi la transmissió d’electrons a través de la mostra és necessari que 

sigui prima, és a dir, transparent als electrons. Es recomana fer servir mostres de menys de 

100 nm de gruixidesa ja que mostres més denses donen lloc a una pitjor qualitat en imatge.   

A més, les mostres han de tenir un diàmetre de 3 mm o estar suportades sobre una reixeta 

recoberta de carbó i d’aquestes dimensions. 

 Per tal d’accentuar l’estructura de la mostra, aquesta es tenyeix amb metalls pesants, 

els quals no deixen passar els electrons degut a la seva elevada densitat, donant contrast a la 

mostra. La resolució màxima d’aquesta tècnica ve determinada per la longitud d’ona dels 

electrons amb els quals s’irradia la mostra. Segons la dualitat ona-partícula descrita per 

DeBroglie, els electrons presenten també propietats d’ona i de partícula. Així doncs, un feix 

d’electrons pot, en determinades circumstàncies, comportar-se com una partícula o com una 

ona, la longitud d’ona de la qual dependrà de la seva energia, segons: 

     E = h·υ     (equació 4) 

on E és la energia, h és la constant de Planck i υ és la freqüència. La freqüència és la inversa a 

la longitud d’ona segons: 

     υ = 1 / λ     (equació 5) 

on λ és la longitud d’ona. D’aquesta manera, es pot modular la longitud d’ona dels electrons 

variant la seva energia. Aquesta modulació de l’energia dels electrons es realitza aplicant un 

camp elèctric a aquest feix d’electrons ja que són partícules amb càrrega negativa.  
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III.4.1.- Condicions Experimentals 

 La tècnica de tinció utilitzada per a l’obtenció d’imatges per MET va ser la tinció 

negativa. Les diferents mostres es van dipositar sobre reixetes de coure recobertes amb una 

capa de carboni. Aproximadament 10 μl de cada mostra es van dipositar sobre les reixetes de 

coure, cada mostra es va deixar 10 minuts a temperatura ambient i es va eliminar l’excés de 

mostra per capil·laritat amb paper de filtre. A continuació es va tenyir cada mostra amb 10 μl 

d’una solució d’acetat d’uranil al 2% durant 90 segons i transcorregut aquest temps es va 

eliminar l’excés per capil·laritat amb un paper de filtre.  

 Les mostres van ser visualitzades amb un microscopi electrònic de transmissió Hitachi 

H-7000 aplicant un voltatge constant de 75kV. 
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III.5.- Cultius cel·lulars 

 En aquest treball s’ha fet servir la línia cel·lular de neuroblastoma SH-SY5Y, la qual 

s’ha mantingut en creixement en el següent medi complet: D-MEM/Ham’s F12, 10% FBS,    

2 mM glutamina, 100U/ml de penicil·lina, 100 μg/ml d’estreptomicina i aminoàcids no 

essencials, en un incubador a 37ºC i atmosfera humida amb un 5% de CO2. Es va canviar el 

medi de cultiu 3 vegades a la setmana, fins arribar a la confluència de la placa. Una vegada 

confluents, les cèl·lules es van tripsinitzar 

 

III.5.1.- Tripsinització de les cèl·lules 

 Per tal de fer un subcultiu a partir d’una placa confluent es van tripsinitzar les cèl·lules, 

desenganxant-les i permetent, doncs, el seu sembratge en una altra placa i a una densitat 

menor.  

 Per dur a terme aquesta tripsinització, es va aspirar el medi de la placa i es va fer         

2 rentats amb PBS 1x per tal d’eliminar les restes de medi. Seguidament es va afegir la 

tripsina-EDTA 1x (1 o 2 ml en funció de la confluència de la placa), es va repartir 

uniformement per tota la placa i es va deixar incubant a 37ºC durant 2 minuts. Una vegada 

transcorregut aquest temps, es va aturar l’acció de la tripsina amb medi de cultiu prèviament 

atemperat i es va pipetejar amunt i avall per tal de recollir totes les cèl·lules en un tub falcon 

estèril. Finalment es va procedir al comptatge de cèl·lules amb Blau de Tripà en una cambra 

de Neubauer. 

 

III.6.2.- Comptatge de les cèl·lules 

 Per poder fer el comptatge es van agafar 20 μl de la suspensió de cèl·lules i es va 

afegir 10 μl de Blau de Tripà. Aquest colorant permet distingir les cèl·lules viables de les 

inviables perquè quan la cèl·lula té la membrana plasmàtica trencada i, per tant, és inviable, el 

seu citoplasma queda tenyit d’un color blau molt fosc. La mescla de cèl·lules amb el colorant 

va ser introduïda a la cambra de Neubauer per capil·laritat i es van contar les cèl·lules viables 

a cadascun dels quadrats de la cambra. L’àrea de cada quadrant és de 1mm2 i l’alçada entre el 

cubreobjectes i la cambra és de 0.1 mm, de tal manera que el volum a cada quadrant és de                

0.1 μl. Per tant, el nombre de cèl·lules/ml ve donat per la mitjana aritmètica de cèl·lules 

contades als 4 quadrants de la cambra multiplicada per 104. Tenint en compte la dilució 
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realitzada inicialment amb el colorant i el volum de la suspensió inicial, es pot obtenir el 

nombre de cèl·lules/ml de la mostra i el nombre total de cèl·lules obtingudes.  

 

III.5.3.- Crioconservació de les cèl·lules 

 La conservació de les cèl·lules s’aconsegueix congelant-les a -80ºC o en nitrogen 

líquid i en presència d’un agent crioprotector que eviti els danys físics a la cèl·lula causats per 

la formació de cristalls i de l’alteració osmòtica causada per l’augment de la concentració de 

sals a l’exterior cel·lular. Aquesta congelació ha de ser progressiva i paulatina per tal d’evitar 

la formació de cristalls de gel a l’interior cel·lular. En canvi la descongelació de cèl·lules ha 

de ser un procés molt ràpid per tal de garantir la màxima supervivència cel·lular. 

 

III.5.3.1.- Congelació de les cèl·lules  

 Una vegada es va trispsinitzar i contar les cèl·lules, la suspensió obtinguda es va 

centrifugar durant 5 minuts a temperatura ambient i a 1000 rpm en una centrífuga Sorvall de 

sobretaula. Seguidament es va aspirar el medi de cultiu i es va ressuspendre el pellet obtingut 

en un volum apropiat de medi de cultiu nou per obtenir 4·106 cèl·lules/ml. Finalment es van 

afegir 900 μl de cèl·lules en un criotub estèril i s’hi van afegir 100 μl de DMSO que, 

prèviament s’havia mantingut en gel. D’aquesta manera les cèl·lules van quedar en un medi 

que contenia un 10% de DMSO. Es va barrejar bé el contingut del criotub en gel i es va deixar 

el criotub en presència d’isopropanol i a -80ºC, aconseguint una disminució gradual de 

temperatura d’1-3ºC/minut. Aquest criotub es podia mantenir a temperatura de -80ºC durant 

un temps màxim de 3 mesos i un mínim de 24 hores. Normalment, després d’una setmana es 

guardava el criotub en el tanc de nitrogen líquid. 

 

III.5.3.2.- Descongelació de les cèl·lules  

 Per dur a terme el procés de descongelació, es va treure el criotub del tanc de nitrogen 

líquid i es va introduir ràpidament en un bany a 37ºC sense submergir-hi totalment el tub. 

Sense que estigués totalment descongelat (és a dir, s’hi podia observar una petita bola de gel 

en el seu interior) es va abocar el contingut del criotub en un tub de centrífuga estèril amb      

6 ml de medi de cultiu, per tal de diluir el DMSO present en les cèl·lules congelades i evitar-

ne el seu efecte tòxic. Es va barrejar bé i es va centrifugar en una centrífuga Sorvall de 
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sobretaula durant 5 minuts a 1000 rpm. Seguidament, es va eliminar el sobrenedant per 

decantació i es va ressupendre el pellet obtingut en 10 ml de medi de cultiu. Finalment, es va 

abocar la suspensió de cèl·lules en una placa de 100 mm de diàmetre. A partir d’aquest punt, 

el cultiu de cèl·lules es va mantenir de manera normal. 

 

III.5.4.- Assaig de viabilitat cel·lular: tractaments amb pèptids amiloidogènics 

 En aquest treball es va assajar l’activitat citotòxica dels diferents pèptids 

amiloidogènics pel mètode del MTT descrit per M.B.Hansen et al.[159]. Aquest assaig 

implica la conversió del MTT (bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) en sals 

de formazà per part de les deshidrogenases presents en els mitocondris de les cèl·lules. 

Aquestes sals donen lloc a la formació d’un precipitat insoluble i colorejat, que té un màxim 

d’absorbància a 595 nm aproximadament. Per tant, la lectura d’absorbància a aquesta longitud 

d’ona és una mesura indirecta de la taxa de proliferació/mort cel·lular, ja que una major 

intensitat d’absorbància indica un major nombre de cèl·lules vives. 

 

III.5.4.1.- Procediment experimental  

 L’assaig es va dur a terme en plaques d’ELISA (IWAKI) estèrils i de 96 pous. A cada 

pou es van sembrar 12000 cèl·lules amb medi complet (conté 10% de sèrum) i es va deixar 

incubar durant 24 hores. Una vegada transcorregut aquest temps es va aspirar el medi i s’hi va 

afegir medi de cultiu amb 0.5% de sèrum. Aquesta quantitat de sèrum assegura la 

supervivència del cultiu però no la divisió de les cèl·lules, de tal manera que durant tot 

l’assaig el nombre de cèl·lules a cada pou es manté constant. Després es va afegir a cada pou 

el tractament corresponent i es va deixar incubant a 37ºC durant 48 hores. Passat aquest temps 

es va afegir el volum necessari de MTT per a que la seva concentració a cada pou fos de 

0.5mg/ml i es va deixar incubat a 37ºC durant 90 minuts.  

 Finalment es va aspirar el medi, es va dissoldre el precipitat format amb 50 μl DMSO i 

es va mesurar l’absorbància del producte format a la longitud d’ona de 595 nm. La solució de 

MTT es va preparar en H2O destil·lada a una concentració de 5mg/ml i es va conservar 

protegida de la llum i a 4ºC fins el moment de la seva utilització 
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III.5.4.2- Mostres estudiades  

 A partir de les cinètiques d’agregació obtingudes amb la tècnica de fluorescència amb 

ThT (apartat III.2.2.2.- Cinètiques d’agregació amb Tioflavina T (ThT)) es van preparar les 

mostres per a l’assaig de MTT, corresponents a diferents temps d’incubació i, per tant, a 

diferents estats d’agregació de la mostra, tal i com s’esquematitza a la Figura 29.  

 
Figura 29. Mostres assajades pel mètode del MTT. Es van preparar mostres peptídiques a diferents temps 
d’incubació, tenint en compte les corbes d’agregació per ThT obtingudes prèviament, enlloc d’agafar 
directament alíquotes als temps corresponents perquè la sonda ThT resulta tòxica per a les cèl·lules. 
 

 La concentració peptídica a cada pou era de 50 μM i es van fer duplicats per a totes les 

mostres assajades. Es van estudiar mostres preincubades durant els temps indicats a la     

Figura 29, tant en absència com en presència d’heparina, dels pèptids Aβ(1-28) i        

PrP(185-208) i dels seus respectius mutants. 
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III.6.- Experiments amb dendrímers 

 En aquest treball es va estudiar l’efecte dels dendrímers en les cinètiques d’agregació 

dels pèptids Aβ(1-28) i PrP(185-208) realitzades per fluorescència i FTIR (apartats III.2.2.- 

Estudi de les cinètiques de formació de fibres amiloides i  III.3.4.4.- Estudi de les cinètiques 

d’agregació, respectivament). A la Taula 6 es detalla la composició dels diferents dendrímers 

utilitzats: 

 

Taula 6. Composició dels dendrímers 

Nom Grups terminals Nº de grups terminals Pes molecular [Da] 

PAMAM, Generació 3 –NH2 32 6909 

PAMAM, Generació 4 –NH2 64 14215 

PAMAM, Generació 5 –NH2 128 28826 

P-DENDRÍMER –NH(Et)2 96 33702 
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III.7.- Preparació de membranes model 

III.7.1.- Preparació de Liposomes Unilamel·lars Grans (LUVs) de 100 nm 

 La preparació dels LUVs es va realitzar seguint el protocol de L.D. Mayer et al. [160].      

En un baló es va afegir el volum necessari del lípid desitjat que, prèviament estava dissolt en 

cloroform i conservat a 4ºC, per tal d’obtenir una concentració final de 10 mg/ml. Es va 

evaporar el cloroform amb un corrent de N2 gas, quedant, així, una pel·lícula lipídica 

homogènia adherida a la superfície del baló. Aquesta pel·lícula va ser ressuspesa en un tampó 

aquós (10 mM Tris pH 7.5 per als experiments de fluorescència o 10 mM Hepes pD 7.5 per 

als experiments d’espectroscòpia d’IR, tal i com s’explicarà mes endavant) i vortejada fins 

que el lípid estava totalment dissolt, aconseguint una suspensió opaca que contenia liposomes 

multilamel·lars grans (MLVs). Després es van realitzar 5 cicles de congelació amb N2 líquid i 

descongelació amb aigua calenta. Un cop realitzats aquests cicles de congelació i 

descongelació la suspensió encara opaca va ser extrusionada 10 vegades a través de                 

2 membranes de policarbonat (Armatis), amb un diàmetre de porus de 100 nm mitjançant un 

extrusionador (Liposofast, Avestin). La suspensió lipídica després de l’extrusió presentava un 

aspecte translúcid, ja que els liposomes unilamel·lars formats tenien un diàmetre menor, de 

100 nm aproximadament. Els LUVs es van passar per una corrent de N2 gas per tal d’eliminar 

l’oxigen present i evitar així la seva oxidació, i es van guardar a 4ºC fins a la seva utilització . 

 

III.7.2.- Determinació de la mida dels LUVs  

 La mida dels LUVs obtinguts es va comprovar amb un analitzador de partícules 

Microtrack UPA 150. Es va fer una dilució dels LUVs en tampó 10 mM Tris pH 7.5 per tal 

d’aconseguir una concentració que permetés obtenir un nivell de senyal adient per al detector 

de l’aparell. El temps de lectura va ser de 10 minuts. La resta de paràmetres van ser fixats 

segons R. Barnadas [161]. La Figura 30 mostra la distribució de mida dels liposomes 

unilamel·lars en funció del volum i del nombre. 
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Figura 30. Liposomes unilamel·lars grans: distribució de la mida dels LUVs en funció del volum (a), i en 
funció del nombre (b), i imatge de microscòpia electrònica per transmissió (c).Els LUVs presenten un diàmetre 
aproximat de 100 nm.  
 

III.7.4.- Composició dels LUVs  

 Es van preparar LUVs de diferents composicions lipídiques i que contenien els 

principals elements que in vivo es troben formant part dels microdominis lipídics coneguts 

amb el nom de rafts lipídics. També es van preparar membranes model a partir d’un extracte 

lipídic de cervell, amb el qual s’aconsegueix una ratio, molt similar a la fisiològica, dels 

principals components de la membrana (fosfolípids, gangliòsids, colesterol i esfingomielina). 

A la Taula 7 es detalla la composició lipídica dels diferents tipus de LUVs estudiats: 
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Taula 7. Composició lipídica dels LUVs 

Tipus de liposomes Composició 

PC Fosfatidilcolina  

PC:Chol (9:1) v:v Fosfatidilcolina + Colesterol 

PC:PS (9:1) v:v Fosfatidilcolina + Fosfatidilserina 

PC:SM (1:1) v:v Fosfatidilcolina + Esfingomielina 

PC:GalCer (3:1) v:v Fosfatidilcolina + Galactosilceramida 

PC:GalCer:SM (2:1:1) v:v Fosfatidilcolina + Galactosilceramida + Esfingomielina 

PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) v:v Fosfatidilcolina + Galactosilceramida + Esfingomielina + 
Colesterol 

Extracte de cervell Fosfatidiletanolamina + Fosfatidilserina + Fosfatidilcolina + Àcid 
fosfatídic + Fosfatidilinositol + altres* 

* La companyia Avanti Polar Lipid no especifica la composició exacta. 
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III.7.5.- Mesura del potencial dipolar de membrana 

 Les membranes biològiques estan formades per diferents lípids i proteïnes que 

contenen càrregues elèctriques i grups amb moments dipolars. Donada la naturalesa 

amfipàtica dels elements que formen part de les membranes, els diferents grups polars tenen 

una orientació i una distància des del centre de la membrana fixes. Aquestes restriccions són 

compensades per les molècules d’aigua i electròlits presents en el medi. Tot això fa que les 

membranes biològiques tinguin associats 3 tipus de potencials: potencial transmembrana, 

potencial de superfície i potencial dipolar. Aquest últim (ψD) és la diferència de potencial 

entre el centre de la bicapa lipídica i la interfície aigua-lípid, i s’origina gràcies a les 

polaritzacions associades a les molècules de lípid i proteïna presents en la membrana.          

Els principals dipols que es troben a les molècules de lípid són: 

• els dipols associats als enllaços carbonils de l’enllaç èster del cap polar dels fosfolípids 

• els enllaços dipolars fòsfor-oxigen i fòsfor-nitrògen del grup fosfat del cap polar dels 

fosfolípids 

• determinats grups dels cap polar dels fosfolípids 

• els moments dipolars de les molècules d’aigua orientades a la interfície aigua-lípid 

 El resultat vectorial de tots el moments dipolars d’una meitat de la membrana és un 

vector positiu orientat cap al centre de la membrana. Aquest tipus de potencial pot tenir un 

efecte en els grups polars de pèptids i proteïnes que hi puguin interaccionar [162], de manera 

que pot modular diferents processos cel·lulars com la conductivitat de canals de membrana 

[163], dirigir el plegament de proteïnes de membrana [164], variar la difusió de substàncies a 

través de la pell [165] o modificar la unió de pèptids senyals [166] o de fusió vírics amb la 

membrana [167, 168].  

 

III.7.5.1.- La sonda fluorescent di-8-ANEPPS 

 La betaïna 1-(3-sulfonatopropil)-4-[β[2-(di-n-octilamino)-6-naftil]vinil] piridina és 

sonda fluorescent, més coneguda amb el nom de di-8-ANEPPS, que s’utilitza per mesurar el 

potencial dipolar de membrana, ja que la seva fluorescència varia en funció del camp elèctric, 

independentment de les possibles variacions del potencials de superfície. El desplaçament del 

màxim d’excitació d’aquesta sonda (al voltant de 470 nm) és sensible únicament a variacions 

del camp elèctric. Per poder seguir aquest desplaçament s’ha de calcular l’espectre de 

diferència després de normalitzar la intensitat dels espectres d’excitació (abans i després de la 
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pertorbació que causa la variació del camp elèctric). En el cas de compostos que provoquen 

un augment del potencial dipolar de membrana, com el cas del 6-KC o el colesterol, l’espectre 

de diferència reflecteix un desplaçament cap al blau amb un màxim al voltant de 430 nm i un 

mínim cap a 510 nm.  

 
Figura 31. Estructura molecular de la sonda di-8-ANEPPS i els seus espectres d’excitació i emissió. 
Aquesta sonda té un màxim d’excitació a 470 nm i un màxim d’emissió a 580 nm. 
 

III.7.5.2.- Marcatge dels LUVs amb la sonda fluorescent di-8-ANEPPS 

 Es van preparar LUVs seguint el procediment anteriorment explicat i es van marcar 

amb la sonda fluorescent di-8-ANEPPS, tal i com es descriu al treball de J. Cladera i O’Shea 

[169]. En una cubeta que contenia LUVs a una concentració final de 300 μM, es va afegir la 

sonda (d’una solució mare que estava dissolta en etanol) a una concentració final de 8 μM i es 

va incubar durant 24 hores a les fosques i a 37ºC per tal d’assegurar la màxima incorporació 

de la sonda als liposomes. 

 

III.7.5.3.- Mesura experimental del potencial dipolar amb la sonda di-8-ANEPPS 

 Les mesures de fluorescència per poder determinar la magnitud del potencial dipolar 

de membrana es van realitzar amb un fluorímetre SLM Aminco Brownam i una font 

d’il·luminació ELXE-500 (SLM instruments, inc.), fixant les longituds d’ona d’excitació i 
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d’emissió a 470 i 580 nm respectivament, les quals corresponen al màxim d’absorció i 

d’emissió de la sonda di-8-ANEPPS. La mostra es va mantenir en agitació contínua i a una 

temperatura constant de 37ºC amb un bany termostatitzador d’aigua Haake F3. 

 La mostra es va mesurar en cubetes de poliestirè per a fluorescència, amb un pas òptic 

d’1cm, a les quals es va afegir diferents concentracions de pèptid. Per a cada concentració, es 

va adquirir un espectre d’excitació de la mostra abans i després d’afegir el pèptid a la cubeta, 

es van normalitzar les seves intensitats i es van restar per tal d’obtenir un espectre de 

diferència. 
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IV.1.- Caracterització de la cinètica d’agregació del PrP(185-208) en 

comparació a la del pèptid Aβ(1-28) 
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IV.1.1.- Cinètiques d’agregació a baixa concentració de pèptid 

 L’estructura secundària del pèptid Aβ(1-28) en medi aquós és molt depenent del pH 

del medi en què s’estudia, de manera que a pH entre 1 i 4 o entre 7 i 10 el pèptid presenta 

majoritàriament una estructura no regular, la qual tendeix a adoptar una estructura β agregada 

a pH entre 4 i 7 [97], que a més es veu afavorida amb la temperatura. Tenint en compte això i 

el fet de què l’estat inicial de les mostres peptídiques afecta a la cinètica d’agregació (apartat 

I.6.- Fragments peptídics utilitzats a l’estudi de la formació de fibres amiloides in vitro) 

l’stock peptídic utilitzat per als experiments de fluorescència es va preparar en un tampó amb 

el pH ajustat a 7.5 per tal de garantir un estat monomèric. 

 Com s’ha explicat anteriorment (apartat III.2.2.1.- La sonda fluorescent Tioflavina T), 

la sonda ThT s’utilitza per a la detecció de fibres amiloides. En aquest treball s’ha estudiat la 

cinètica d’agregació dels pèptids Aβ(1-28) i PrP(185-208) en presència d’aquesta sonda i 

mitjançant espectroscòpia de fluorescència. A la Figura 32a es mostra la cinètica d’agregació 

del pèptid Aβ(1-28) a pH 5.5 i pH 7.5.  

 
Figura 32. Cinètica d’agregació dels pèptid Aβ(1-28) i PrP(185-208) al llarg del temps. La concentració 
final de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de 35 µM.                
(a) Aβ(1-28) a pH 5.5 (negre) i pH 7.5 (blanc).(b) PrP(185-208).  
 

 Durant el temps estudiat i a pH 5.5, aquest pèptid presenta la típica cinètica sigmoïdal 

de formació de fibres amiloides, característica d’un mecanisme de polimerització depenent de 

la nucleació. En canvi, a pH 7.5 l’agregació del pèptid és negligible. El fragment priònic 

PrP(185-208) no mostra agregació en cap dels pH estudiats i durant l’escala de temps 

utilitzada (Figura 32b). 
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IV.1.2.- Cinètiques d’agregació a elevada concentració de pèptid 

 Per tal de determinar si l’absència d’agregació detectada en els experiments de 

fluorescència amb ThT per al pèptid Aβ(1-28) a pH 5.5 i per al pèptid PrP(185-208) a pH 5.5 

i 7.5 implicava una inhibició del procés de formació de fibres o tan sols un alentiment de la 

fase de nucleació, es va procedir a la realització de mesures a elevada concentració peptídica 

(~1.2 mM). Així doncs, el procés d’agregació es va seguir mitjançant espectroscòpia 

d’infraroig (FTIR). 

 
 

Figura 33. Canvis en l’estructura secundària dels pèptids amiloidogènics en tampó Hepes/D2O 10 mM al 
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i durant un temps total 
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura secundària. Es va restar 
la contribució del tampó a tots els espectres. La temperatura va ser 37ºC. La concentració final va ser 1.2 mM. 
Les fletxes indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓)                             
(a) Aβ(1-28) a pD 5.5, (b) Aβ(1-28) a pD 7.5, (c) PrP(185-208) a pD 5.5, (d) PrP(185-208) a pD 7.5.  
 

 A la Figura 33 es mostren els espectres d’IR en funció del temps dels dos pèptids 

amiloidogènics en tampó deuterat, tant a pD 5.5 com pD 7.5. En els espectres d’IR adquirits 

al llarg del temps per al pèptid Aβ(1-28) a pD 7.5 (Figura 33b) es pot observar un màxim a 
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1648 cm-1 a l’espectre inicial, que es pot assignar a una barreja d’estructures α i no regulars, i 

una petita espatlla amb un màxim a 1616 cm-1, característica d’agregats proteics [157]. 

Aquesta espatlla no varia significativament la seva intensitat al llarg del temps. Segons els 

espectres es pot concloure, doncs, que l’agregació del pèptid Aβ(1-28) a pD 7.5 és molt poc 

important. En canvi, a pD 5.5 aquest pèptid (Figura 33a) presenta una banda intensa a       

1648 cm-1, la qual disminueix progressiva i gradualment la seva intensitat al mateix temps que 

comencen a aparèixer les bandes corresponents a estructures β agregades intermoleculars: 

1616 i 1685 cm-1. Tot plegat indica que el pD 5.5 és un element inductor de l’agregació del 

pèptid Aβ(1-28), d’acord amb el que s’havia descrit anteriorment [97]. En canvi, el fragment 

priònic PrP(185-208) no mostra cap indici d’agregació a pD 7.5 ni a pD 5.5, ja que els 

espectres d’IR mostren una banda majoritària amb un màxim a 1647 cm-1 i que no varia la 

seva intensitat al llarg del temps (Figura 33b). 

 Per tal de fer una comparació de les cinètiques de formació d’estructures agregades es 

va representar gràficament la relació d’absorbàncies entre la banda corresponent a les 

estructures α i no regulars (1648 o 1647 cm-1) i la de la banda corresponent a l’estructura β 

agregada (1616 o 1613 cm-1) en funció del temps. A la Figura 34 es mostren els resultats 

obtinguts. La relació d’intensitats a 1616 cm-1 i 1648 cm-1 per al pèptid Aβ(1-28) a pD 7.5 es 

manté gairebé constant, mentre que augmenta de manera exponencial quan el pD és ajustat a 

5.5, la qual cosa indica una formació d’estructura β agregada intermolecular en favor de 

l’estructura α i no ordenada. En el cas del fragment priònic PrP(185-208) la relació 

d’intensitats a 1613 cm-1 i 1647 cm-1 no experimenta cap canvi significatiu, de tal manera que 

la seva estructura secundària no varia al llarg del temps estudiat. 

 
Figura 34. Representació de la relació d’intensitats a 1616 (o 1613) cm-1 i 1648 (o 1647) cm-1 obtingudes a 
partir de l’adquisició d’espectres de FTIR per a cadascun dels pèptids amiloidogènics en funció del temps. 
(a) pèptid Aβ(1-28) a pD 5.5 (- -) i pD 7.5 (- -),  (b) pèptid PrP(185-208) a pD 5.5  (- -) i  pD 7.5 (- -). 
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IV.1.3.- Comparació del procés d’agregació a baixa i elevada concentració del 

pèptid Aβ(1-28) 

 Per tal de poder comparar, des d’un punt de vista estrictament cinètic, els processos 

d’agregació que tenen lloc a baixa i a elevada concentració peptídica es va normalitzar els 

valors d’intensitat de les cinètiques obtingudes per al pèptid Aβ(1-28) a pH 5.5 mitjançant 

espectroscòpia de fluorescència (Figura 32a) i espectroscòpia d’IR (Figura 34a) i es van 

representar conjuntament. El resultat obtingut es mostra a  la Figura 35.  

 Com es pot observar, la velocitat d’agregació del pèptid varia en funció de la seva 

concentració. A elevada concentració, és a dir, 1.2 mM de pèptid, aquest s’agrega en la seva 

totalitat en 75 minuts aproximadament. En canvi, quan la concentració és baixa, és a dir,      

50 μM, transcorregut aquest temps la cinètica encara es troba en la seva fase de nucleació.    

En aquestes condicions, la cinètica d’agregació finalitza aproximadament als 400 minuts 

d’incubació. Aquests resultats indiquen que quan el pèptid és incubat a elevada concentració 

es formen estructures oligomèriques molt ràpidament, de manera que s’accelera l’agregació. 

 
Figura 35. Comparació de la velocitat d’agregació del pèptid Aβ(1-28) a pH 5.5. Baixa concentració (negre) 
i elevada concentració (blanc) de pèptid. 
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IV.1.4.- Morfologia dels agregats i fibres formats durant les cinètiques 

d’agregació dels pèptids amiloidogènics 

 La morfologia dels agregats formats durant les processos d’agregació de cadascun dels 

pèptids amiloidogènics es va estudiar per microscòpia electrònica de transmissió. Per a les 

mostres procedents dels experiments de fluorescència amb ThT, es va prendre una alíquota a 

l’estat final de la cinètica mostrada a la Figura 32, directament de la cubeta de fluorescència. 

Cadascuna de les mostres observades corresponen a un temps de 500 minuts de la cinètica 

d’agregació. Les micrografies obtingudes per al pèptid Aβ(1-28) es mostren a la Figura 36.  

 

 

Figura 36. Micrografies electròniques dels pèptids amiloidogènics a baixa concentració de pèptid.           
Les mostres corresponen al temps final de la cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a la 
Figura 32 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 µM i 
la temperatura 37ºC. (a) Pèptid Aβ(1-28 a pH 5.5 i (b) pH 7.5, (c) Pèptid PrP(185-208) a pH 5.5. 

 

 Tal i com suggereix la cinètica de tipus sigmoïdal (Figura 32a), en un temps aproximat 

de 400 minuts i pH 5.5 el pèptid Aβ(1-28) forma fibres amiloides no ramificades i d’un 

diàmetre aproximat de 5-10 nm. Aquestes fibres també coexisteixen amb espècies 

oligomèriques similars a les trobades en altres estudis sobre el pèptid Aβ [59, 170, 171], tal i 
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com indiquen les fletxes (Figura 36a). A pH 7.5 únicament s’observen oligòmers no fibril·lars 

(Figura 36b). Per altra banda, el fragment derivat de la proteïna priònica humana no forma cap 

mena d’agregat peptídic observable mitjançant microscòpia electrònica de transmissió (Figura 

36c), ja que el pèptid s’estructura de manera desordenada i/o en hèlix α, tal i com indica la 

senyal constant en la mesura de la fluorescència de l’estudi cinètic mitjançant la sonda ThT 

(Figura 32b). 

 Finalment, també es va comprovar la morfologia que presentaven els dos fragments 

peptídics a elevada concentració, és a dir, quan van ser estudiats mitjançant FTIR. Així doncs, 

es van preparar mostres equivalents a les dels experiments mostrats a la Figura 33a i Figura 

33c i es van incubar durant 24 hores a 37ºC. Transcorregut aquest temps es van adquirir les 

micrografies electròniques mostrades a la Figura 37a  (pèptid Aβ(1-28)) i Figura 37b (pèptid 

PrP(185-208)). Tal i com es pot veure, a elevada concentració, només el pèptid Aβ(1-28) 

dóna lloc a fibres amiloides, de manera similar al que succeeix a baixa concentració peptídica. 

 

 
Figura 37. Micrografies electròniques dels pèptids amiloidogènics a elevada concentració de pèptid i       
pD 5.5. Les mostres corresponen a l’estat final de les mostres estudiades per FTIR i mostrades a la Figura 33a,c. 
La concentració de pèptid va ser 1.2 mM i la temperatura 37ºC. (a) pèptid Aβ(1-28) i (b) pèptid PrP(185-208). 
 

 Els resultats obtinguts a partir dels estudis de fluorescència, de FTIR i de microscòpia 

electrònica demostren que, d’acord amb estudis que hom pot trobar a la bibliografia [108], la 

protonació de les histidines és un factor inductor de l’agregació del pèptid Aβ(1-28), però no 

ho és en el cas del fragment priònic pèptid PrP(185-208). 
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IV.2.- Estudi de la influència de l’heparina en el procés d’agregació 
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 Tal i com s’ha vist anteriorment (apartat I.7.- Amiloidogènesi i glicosaminoglicans), se 

sap que la formació de les fibres amiloides pot ser modulada pels glicosaminoglicans que es 

troben presents en la matriu extracel·lular de les cèl·lules neuronals. Per tal d’estudiar l’efecte 

dels GAGs en l’agregació dels dos pèptids amiloidogènics d’aquest treball, es va escollir 

l’heparina com a GAG model.  

 Primer de tot es va voler determinar la concentració òptima de treball. Així doncs es 

va caracteritzar la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència d’heparina a 

diferents concentracions. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 38. Per a aquesta 

escala de temps, s’obté una cinètica de tipus sigmoïdal quan la relació heparina/pèptid és 0.25, 

és a dir quan la concentració d’heparina és de 0.0416 mg/ml. Per a concentracions d’heparina 

majors, la cinètica està notablement més alentida, possiblement per la repulsió electrostàtica 

entre complexos pèptid-heparina a causa de la gran concentració de càrregues negatives.  

 
Figura 38. Efecte de la concentració d’heparina en la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28).                 
La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de  
35 µM. (- -) 0.0416 mg/ml, (-◊-) 0.0083 mg/ml, (- -) 0.208 mg/ml, (- -) 0.416 mg/ml.                                            
 

 En el cas del pèptid PrP(185-208) es va veure que en aquesta mateixa relació 

heparina/pèptid s’obtenia també una cinètica sigmoïdal i durant el mateix interval de temps. 

Per tant, per caracteritzar les cinètiques d’agregació en presència de GAGs a baixa i a elevada 

concentració peptídica, i per a les dues seqüències peptídiques, es va mantenir la mateixa 

relació heparina/pèptid (0.25). 
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 Com es va explicar a la Introducció (apartat I.7.- Amiloidogènesi i glicosaminoglicans) 

s’ha descrit una seqüència consens per a la unió de GAGs a pèptids i proteïnes, la qual es pot 

identificar en la seqüència polipeptídica tant del pèptid Aβ(1-28) com del fragment priònic 

PrP(185-205). Així doncs, en el present treball es va plantejar l’estudi, a més de les 

seqüències wild type, de les seqüències mutants corresponents a la substitució de les His per 

Ala, per als dos pèptids, ja que hom troba a la literatura [108] que aquests residus 

aminoacídics són de vital importància en la unió de GAGs al pèptid Aβ. Els mutants escollits 

es mostren a la Taula 8: 

 

Taula 8. Seqüències polipeptídiques utilitzades per als estudis d’agregació en presència d’heparina. 

Aβ(1-28)      DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK 

Aβ(1-28)H13A      DAEFRHDSGYEVAHQKLVFFAEDVGSNK 

Aβ(1-28)H14A      DAEFRHDSGYEVHAQKLVFFAEDVGSNK 

PrP(185-205)      KQHTVTTTTKGENFTETDVKMMER 

PrP(185-205)H187A      KQATVTTTTKGENFTETDVKMMER 

La seqüència d’unió a l’heparina està assenyalada en negreta i els residus aminoacídics mutats a Alanina es 
mostren en color vermell 

 

IV.2.1.- Cinètica d’agregació a baixa concentració del pèptid Aβ(1-28) 

 L’efecte de l’heparina sobre el procés d’agregació del pèptid Aβ(1-28) ha estat 

estudiat anteriorment per J. McLaurin i P.E. Fraser [108] utilitzant discroïsme circular i 

microscòpia electrònica. En el present treball, s’han utilitzat altres tècniques, com 

l’espectroscòpia d’IR, i s’ha fet servir el pèptid Aβ(1-28) com a referència per tal de poder-hi 

comparar l’agregació del pèptid priònic PrP(185-208).  

 Per tal d’estudiar l’efecte d’aquest glicosaminoglicà, primerament es van realitzar les 

cinètiques d’agregació per espectroscòpia de fluorescència amb la sonda ThT i pH 5.5 del 

pèptid Aβ(1-28) i dels mutants His13A i His14A, en absència d’heparina. Els resultats 

obtinguts es mostren a la Figura 39a. Com es pot observar, cap dels dos mutants formen fibres 

detectables amb ThT durant l’escala de temps estudiada. En canvi, el pèptid Aβ(1-28) dóna 

lloc a la típica cinètica sigmoïdal característica de la formació de fibres amiloides.  

 En presència d’heparina, el pèptid Aβ(1-28) presenta una cinètica d’agregació més 

ràpida i sense fase de nucleació que quan l’heparina no és present en el medi. A més, la 

intensitat final assolida en el plateau de la corba és major, la qual cosa indica una major 
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quantitat de fibres formades (Figura 39b). La mutació de la His14A dóna lloc a una cinètica 

de formació d’una menor quantitat de fibres, mentre que la mutació de la His13A provoca la 

total inhibició de l’agregació del pèptid en l’escala de temps estudiada (Figura 39b). 

 

Figura 39. Cinètica d’agregació a pH 5.5 del pèptid Aβ(1-28) al llarg del temps. La concentració final de 
pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de 35 µM.                             
En absència d’heparina (a): (- -) Aβ(1-28), (- -) Aβ(1-28)H13A, (- -) Aβ(1-28) H14A;                                  i 
En presència d’heparina (b): (- -) Aβ(1-28), (- -) Aβ(1-28)H13A, (- -) Aβ(1-28)H14A.  

 

IV.2.2.- Canvis estructurals en el pèptid Aβ(1-28) induïts per la presència 

d’heparina 

 Per estudiar els canvis estructurals induïts per la presència d’heparina en el pèptid 

Aβ(1-28) i els seus mutants, i determinar així si l’efecte de la substitució de les His per Ala 

representa una inhibició o un alentiment de la formació de fibres, es van adquirir espectres 

seqüencials d’IR al llarg del temps, tant a pD 5.5 com pD 7.5. La concentració d’heparina 

estudiada va ser d’1mg/ml, de tal manera que es va mantenir la mateixa relació 

heparina/pèptid que en els experiments de fluorescència. Els resultats obtinguts es mostren a 

les Figures 40 i 41. 

 En els espectres d’IR adquirits al llarg del temps a pD 5.5 i absència d’heparina, tant el 

pèptid Aβ(1-28) (Figura 40a) com els mutants His13Ala (Figura 40b) i His14Ala (Figura 40c) 

mostren una banda a 1648 cm-1 a l’espectre inicial, característica d’una barreja d’estructures α 

i desordenada. A mida que avança el temps, aquesta banda disminueix la seva intensitat i de 

manera simultània apareix una banda a 1616 cm-1, indicativa d’estructures β agregades. Quan 
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el medi conté heparina, els espectres adquirits són ben semblants, amb la única diferència que 

la banda corresponent a estructura β agregada és més intensa i la banda a 1648 cm-1 és 

pràcticament inexistent, fet indicatiu de que l’estructura secundària present en els 3 fragments 

peptídics és majoritàriament β i que l’heparina actua com un intensificador del procés de 

formació d’agregats amiloides (Figura 40e-f).  

 
Figura 40. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid Aβ en tampó Hepes/D2O 10 mM pD 5.5 al 
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i durant un temps total 
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura secundària. Es va restar 
la contribució del tampó a tots els espectres. La temperatura va ser 37ºC. La concentració final va ser 1.2 mM. 
Les fletxes indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).                                      . 
En absència d’heparina, (a) Aβ(1-28), (b) Aβ(1-28)H13A, (c) Aβ(1-28)H14A.                                                  i 
En presència d’heparina, (e) Aβ(1-28), (f) Aβ(1-28)H13A, (g) Aβ(1-28)H14A. 
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 En general, a pD 7.5 i tant en absència com en presència d’heparina, l’agregació del 

pèptid Aβ(1-28) és inexistent o molt incipient durant l’interval de temps estudiat, no 

experimenta un procés d’agregació ja que la banda majoritària present en els espectres d’IR té 

un màxim a 1648 cm-1 (Figura 41). Aquest resultat fa pensar que l’estat de protonació de les 

His presents en la seqüència polipeptídica és essencial per a la interacció amb l’heparina. 

 
Figura 41. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid Aβ en tampó Hepes/D2O 10 mM pD 7.5 al 
llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i durant un temps total 
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura secundària. Es va restar 
la contribució del tampó a tots els espectres. La temperatura va ser 37ºC. La concentració final va ser 1.2 mM. 
Les fletxes indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).                                   . 
En absència d’heparina, (a) Aβ(1-28), (b) Aβ(1-28)H13A, (c) Aβ(1-28)H14A.                                                  i 
En presència d’heparina, (e) Aβ(1-28), (f) Aβ(1-28)H13A, (g) Aβ(1-28)H14A. 
 

 La representació gràfica de la relació d’absorbàncies entre la banda corresponent a les 

estructures α i no regulars (1648 cm-1) i la de la banda corresponent a l’estructura β agregada 

(1616 cm-1) en funció del temps va permetre fer una comparació de les cinètiques d’agregació 

a elevada concentració peptídica, obtingudes en cadascuna de les condicions experimentals 

estudiades. Els resultats es mostren a la Figura 42. 
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Figura 42. Representació de la relació d’intensitats a 1616 cm-1 i 1648 cm-1 obtingudes a partir de 
l’adquisició d’espectres de FTIR per al pèptid Aβ en funció del temps.                                                         I 
En absència d’heparina, Aβ(1-28) (- -), Aβ(1-28)H13A (- -), Aβ(1-28)H14A (- -).                                    i 
En presència d’heparina, Aβ(1-28) (- -), Aβ(1-28)H13A (- -), Aβ(1-28)H14A (- -). 

 

 Quan el pD del medi és ajustat a 5.5, tant per al pèptid Aβ(1-28) com per als mutants 

His13A com His14A, la relació d’intensitats a 1616 cm-1 i 1648 cm-1 augmenta de manera 

exponencial, la qual cosa indica una formació d’estructura β agregada intermolecular 

simultània a la desaparició de l’estructura α i no ordenada. El pendent inicial de la corba és 

lleugerament diferent per a cada pèptid, indicant petites diferències en la velocitat de formació 

dels agregats. També s’observa que per a cada pèptid el valor de la relació d’intensitats en el 

plateau de la corba és diferent, la qual cosa significa que la quantitat d’agregats formats també 

varia. Així doncs, es pot dir que, tant per la velocitat com per la quantitat d’agregats formats: 

   Aβ(1-28) > Aβ(1-28)H13A > Aβ(1-28)H14A 

 Quan el medi conté heparina, aquesta provoca una major formació d’estructura β i un 

augment, també de la velocitat de formació d’aquesta, respecte les cinètiques obtingudes en 

absència d’heparina. A pD 5.5, les mutacions de les His13 i His14 no semblen tenir cap mena 

d’efecte inhibitori del procés de formació d’agregats. La mutació His13A sembla no tenir 

efecte sobre la unió d’heparina, ja que la corba obtinguda és gairebé idèntica a la obtinguda en 

el cas del pèptid Aβ(1-28). En canvi, la mutació His14A provoca una petita disminució de la 

intensitat i, per tant, en el nombre d’agregats formats, del plateau assolit en la cinètica.          
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A pD 7.5 la relació d’intensitats a 1616 cm-1 i 1648 cm-1 pràcticament no varia, la qual cosa 

confirma que no hi ha canvis estructurals significatius en aquestes condicions. 

 Aquests resultats demostren que, d’acord amb els estudis de Fraser i McLaurin [108], 

la substitució de les His13 i His14 per Ala provoca un alentiment del procés de nucleació del 

pèptid Aβ(1-28). 

 

IV.2.3.- Cinètica d’agregació a baixa concentració del pèptid PrP(185-208) 

 Per estudiar el possible efecte de l’heparina en el procés d’agregació del fragment 

priònic PrP(185-208) és va identificar un possible motiu d’unió d’aquest GAG a la seqüència 

polipeptídica, per analogia a la seqüència d’unió present en el pèptid Aβ(1-28). A la Taula 8 

s’assenyala la possible seqüència d’unió en color groc. De la mateixa manera que es va 

plantejar amb el pèptid Aβ(1-28), també es va escollir un mutant d’His d’aquesta seqüència 

per al fragment priònic. 

 Tal i com es va comprovar anteriorment (apartat IV.1.1.- Cinètiques d’agregació a 

baixa concentració de pèptid), el fragment priònic és incapaç d’agregar i formar fibres 

amiloides a pH 5.5 durant l’escala de temps estudiada. El mutant His187A presenta el mateix 

comportament (Figura 43a). En presència d’heparina, però, el pèptid priònic PrP(185-208) sí 

que forma agregats amiloides (Figura 43b), observant-se una cinètica sigmoïdal a la mateixa 

relació heparina/pèptid utilitzada per al pèptid Aβ(1-28). En presència d’heparina, la 

seqüència mutant presenta una cinètica d’agregació més lenta. 

 
Figura 43. Cinètica d’agregació a pH 5.5 del pèptid PrP(185-208) al llarg del temps. La concentració final 
de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de 35 µM.                       I 
En absència d’heparina (a): (- -) PrP(185-208), (- -)PrP(185-208)H187A.                                                     i 
En presència d’heparina (b): (- -)PrP(185-208), (- -)PrP(185-208)H187A. 
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IV.2.4.- Canvis estructurals en el pèptid PrP(185-208) induïts per la presència 

d’heparina  

 Els canvis estructurals experimentats pel fragment peptídic derivat de la proteïna 

priònica humana es van estudiar mitjançant espectroscòpia d’IR. Es van adquirir espectres 

seqüencials al llarg del temps, tant a pD 5.5 com pD 7.5. La concentració d’heparina 

estudiada va ser d’1mg/ml, de tal manera que es va mantenir la mateixa relació 

heparina/pèptid que en els experiments de fluorescència. Els resultats obtinguts es mostren a 

la Figura 44. 

 
Figura 44. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid PrP en tampó Hepes/D2O 10 mM al llarg 
del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i durant un temps total 
aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura secundària. A tots els 
espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura va ser 37ºC. La concentració final va ser 1.2 mM. 
Les fletxes indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).                                 I 
En absència d’heparina, (a) pD 5.5, (b) pD 7.5.                                                                                                    i 
En presència d’heparina, (c) pD 5.5, (d) pD 7.5.                                              
 

 A pD 5.5 i durant el temps total d’adquisició d’espectres d’IR (unes 20 hores) el 

fragment priònic mostra una banda majoritària amb un màxim a 1647 cm-1 i una petita 

espatlla a 1613 cm-1, la qual cosa indica que aquest pèptid presenta una barreja d’estructures α 

i desordenada i una petita proporció de fulla β (Figura 44a). Per altra banda, a pD 7.5 la banda 

a 1647 cm-1 no varia la seva intensitat indicant que l’estructura secundària en forma d’hèlix α 
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i desordenada es manté constant (Figura 44b). Quan hi ha heparina en el medi la seqüència 

d’espectres d’IR posa de manifest la disminució d’intensitat de la banda a 1647 cm-1 gradual i 

simultània a l’augment d’intensitat de la banda a 1613 cm-1, la qual cosa indica que el 

glicosaminoglicà indueix la formació d’estructura β agregada (Figura 44c,d). 

 

 Per estudiar amb més detall els resultats obtinguts, es va representar gràficament la 

relació d’absorbàncies entre la banda corresponent a les estructures α i no regulars           

(1647 cm-1) i la de la banda corresponent a l’estructura β agregada (1613 cm-1) en funció del 

temps obtinguda per a cada experiment sobre el fragment peptídic priònic PrP(185-208). 

 
Figura 45. Representació de la relació d’intensitats a 1613 cm-1 i 1647 cm-1 obtingudes a partir de 
l’adquisició d’espectres de FTIR per al pèptid PrP en funció del temps.                                                         I 
(- -) PrP(185-208) en absència d’heparina, (- -) PrP(185-208) en presència d’heparina. 
 

 Com ja es desprèn de les seqüències d’espectres d’IR mostrades a la Figura 44, 

l’agregació és més important a pD 5.5 i en presència d’heparina. Aquests resultats es 

corroboren amb les cinètiques d’agregació representades a la Figura 45. El pèptid       

PrP(185-208) no forma agregats rics en estructura β, però a pD 5.5 i en presència d’heparina, 

presenta una cinètica de tipus sigmoïdal, amb una petita “lag-phase” d’uns 20 minuts, típica 

dels processos de formació de fibres amiloides. Quan el pD del medi augmenta (és a dir, pD 

7.5) únicament s’observa formació d’estructura β si el medi conté heparina. El valor, però, del 

plateau final assolit a la cinètica d’agregació és molt menor que quan el pD del medi està 

ajustat a 5.5 indicant, doncs, la formació d’un menor nombre d’agregats rics en estructura β. 
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IV.2.5.- Morfologia dels agregats i fibres formades a la cinètica d’agregació del 

pèptid Aβ(1-28) 

 Els agregats peptídics i fibres amiloides obtinguts en els diferents experiments a baixa 

concentració de pèptid van ser observats mitjançant microscòpia electrònica per estudiar-ne la 

seva morfologia. A la Figura 46, es mostren les micrografies obtingudes a partir de les 

mostres del temps final de les cinètiques d’agregació realitzades per fluorescència de la ThT i 

mostrades a la Figura 39. 

 El pèptid Aβ(1-28) a pH 5.5 forma fibres amiloides en un temps d’incubació 

aproximat de 500 minuts i a 37ºC, com ja s’intuïa amb la cinètica de tipus sigmoïdal 

observada i que caracteritza la formació de fibres amiloides. Aquestes fibres no estan 

ramificades i tenen un diàmetre aproximat d’uns 5 nm (Figura 46a). Pels mutants His13A i 

His14A, pels quals no hi ha un augment de la fluorescència de la ThT durant aquesta escala 

temporal, no s’observa formació de fibres. Però en el cas del mutant His14A s’observen 

formes oligomèriques que precedeixen a la formació d’agregats amiloides, que no són 

sensibles a la sonda ThT, ja que a la corresponent cinètica d’agregació en presència d’aquesta 

sonda no es va observar un augment de la seva fluorescència (Figura 39a). 

 La presència d’heparina en el medi accelera la formació de fibres per part del pèptid 

Aβ(1-28) i indueix la formació d’agregats rics en estructura β per part del mutant His14A, 

però no produeix cap efecte d’agregació en el mutant His13A, tal i com es va veure en la 

Figura 39b. Aquests resultats queden corroborats amb les micrografies electròniques 

mostrades als panells d, e i f de la Figura 46. En presència d’heparina el pèptid Aβ(1-28) 

forma fibres, de manera semblant a quan no hi ha heparina en el medi. Per altra banda, la 

presència del glicosaminoglicà indueix la formació d’agregats per part del mutant His14A i, 

en menor nombre, del mutant His13A. Els agregats del mutant His14A són rics en estructura 

β agregada, ja que són detectables mitjançant la fluorescència de la ThT, en canvi, els 

agregats als quals dóna lloc el mutant His13A no uneixen la sonda ThT i, per tant, la seva 

estructura secundària no és fulla β agregada (Figura 39b). 
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Figura 46. Micrografies electròniques del pèptid Aβ(1-28) i els seus mutants a pH 5.5.                             
Les mostres (a-f) corresponen al temps final de la cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a la 
Figura 39 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 µM i la 
temperatura 37ºC.                                                                                                                                                      I 
Les mostres dels panells (g-i) corresponen a l’estat final de les mostres estudiades per FTIR i mostrades a la 
Figura 45. La concentració de pèptid va ser 1.2 mM i la temperatura 37ºC. 
En absència d’heparina, (a) Aβ(1-28), (b) Aβ(1-28)H13A, (c) Aβ(1-28)H14A,                                                   i 
En presència d’heparina, (d,g) Aβ(1-28), (e,h) Aβ(1-28)H13A, (f,i) Aβ(1-28)H14A. 
 

 Finalment, els panells g, h, i de la Figura 46 mostren l’estat final de les mostres de 

pèptid Aβ(1-28) i els seus dos mutants, en presència d’heparina i a elevada concentració 

peptídica, estudiades per espectroscòpia d’IR (Figura 40e,d,f). Tal i com posa de manifest el 

canvi en l’estructura secundària de cada fragment peptídic (des d’estructura α i desordenada a 

estructura β agregada), després d’unes 20 hores d’incubació a 37ºC es formen fibres amiloides 

sense ramificar i en major nombre que les mostres anàlogues estudiades a baixa concentració 

peptídica. 
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IV.2.6.- Morfologia dels agregats i fibres formades a la cinètica d’agregació del 

pèptid PrP(185-208) 

 La Figura 47 mostra les micrografies obtingudes sobre els experiments d’agregació en 

presència i absència d’heparina del pèptid PrP(185-208) a pH 5.5. Les corresponents 

cinètiques d’agregació realitzades amb el pèptid PrP(185-208) i el seu mutant His187A en 

presència de la sonda ThT no mostren augment en la seva fluorescència quan el medi no conté 

heparina, indicant que no hi ha formació de fibres amiloides en un període d’uns 400 minuts 

aproximadament. Aquest fet queda confirmat amb l’absència d’agregats amorfs o fibres 

amiloides en les micrografies mostrades als panells a i b de la Figura 47. En canvi, quan hi ha 

heparina en el medi, tant el fragment priònic PrP(185-208) com el seu mutant His187A 

formen fibres amiloides sense ramificar i amb una aparença “entortolligada”, tal i com es veu 

en els panells c i d de la Figura 47.  

 
Figura 47. Micrografies electròniques del pèptid PrP(185-208) i el seu mutant a pH 5.5.                            
Les mostres (a-d) corresponen a al temps final de la cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a 
la Figura 43 i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 
µM i la temperatura 37ºC.                                                                                            I   
En absència d’heparina, (a) PrP(185-208), (b) PrP(185-208)H187A,                                                                      i 
En presència d’heparina, (c) PrP(185-208), (d) PrP(185-208)H187A 
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IV.2.6.- Viabilitat cel·lular 

 Es va estudiar el possible efecte citotòxic en cultius neuronals de mostres peptídiques 

de diferents temps d’incubació a baixa concentració de pèptid (50 μM), tant en presència com 

en absència d’heparina. Així doncs, a la Figura 48 es representa el % de cèl·lules vives 

després del tractament amb cadascuna de les mostres assajades del pèptid Aβ(1-28) i els seus 

dos mutants. La incubació del pèptid Aβ(1-28) no té un efecte citotòxic significatiu, ni quan 

els agregats contenen heparina o no. L’estat d’agregació de la mostra, és a dir, si el pèptid és 

monomèric, es troba en forma d’agregats amorfs o bé, forma part de les fibres amiloides 

(temps 0, 75 i 400 minuts, respectivament) tampoc influeix en el % de cèl·lules que 

sobreviuen al tractament. Els mutants His13A i His14A tampoc presenten un efecte tòxic 

important, ja que per a totes les seves mostres assajades el % de supervivència després del 

tractament supera el 90%. 

 
Figura 48. Viabilitat cel·lular en cultius neuronals SH-SY5Y tractats amb el pèptid Aβ(1-28).                   
Els diferents temps corresponen a diferents temps d’incubació de cada pèptid a 37ºC per tal de simular els 
diferents estadis d’agregació assolits durant la cinètica de formació de fibres estudiada per fluorescència amb 
ThT per al pèptid Aβ(1-28) i els seus mutants (Figura 39). La concentració de pèptid va ser 50 μM.                    
Control 1: cèl·lules sense tractar; control 2: cèl·lules tractades amb tampó Tris; control 3: cèl·lules tractades amb 
tampó Tris i heparina. 
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 En canvi, totes les mostres de PrP(185-208) estudiades provoquen aproximadament un 

20% de mortalitat cel·lular (Figura 49). El mutant His187A també té un efecte citotòxic, tot i 

que és menor que el del fragment priònic wild type. L’efecte citotòxic que presenten les dues 

seqüències polipeptídiques és independentment de la presència o absència d’heparina i de 

l’estat d’agregació que presenti la mostra, ja que per a totes les mostres s’observa un % de 

supervivència molt similar. 

 
Figura 49. Supervivència cel·lular en cultius neuronals SH-SY5Y tractats amb el pèptid PrP(187-208).   
Els diferents temps corresponen a diferents temps d’incubació de cada pèptid a 37ºC per tal de simular els 
diferents estadis d’agregació assolits durant la cinètica de formació de fibres estudiada per fluorescència amb 
ThT per al pèptid PrP(187-208) i el seu mutant (Figura 43). La concentració de pèptid va ser de 50 μM.                    
Control 1: cèl·lules sense tractar; control 2: cèl·lules tractades amb tampó Tris; control 3: cèl·lules tractades amb 
tampó Tris i heparina. 
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IV.3.- L’estudi de la influència dels dendrímers en el procés d’agregació 
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 Els resultats mostrats fins aquí posen de manifest una sèrie de característiques 

comunes per als dos fragments peptídics estudiats com poden ser la formació d’agregats i 

fibres amiloides rics en estructura β i la unió de la sonda fluorescent ThT. A més, els dos 

pèptids presenten una cinètica d’agregació sigmoïdal, la qual cosa indica que el procés de 

formació de les fibres segueix un mecanisme de polimerització nucleada. El fet de què 

ambdós pèptids presentin mecanismes comuns d’agregació és important ja que pot permetre 

el desenvolupament i el disseny de fàrmacs que puguin actuar en diferents punts del procés 

d’agregació. En aquest sentit, es va plantejar avaluar l’efecte dels dendrímers en la cinètica 

d’agregació del pèptid Aβ(1-28) i el fragment priònic PrP(185-208), ja que a la literatura es 

descriu la capacitat d’aquestes substàncies per interferir en l’agregació de la proteïna priònica 

i d’infectar les cèl·lules [60, 117-120]. 

 

 
 

Figura 50. Estructura de la tercera generació del dendrímer PAMAM. 
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IV.3.1.- Efecte dels dendrímers de poliamidoamina (PAMAM) en l’agregació dels 

pèptids amiloidogènics Aβ(1-28) i PrP(185-208) 

IV.3.1.1- Cinètiques d’agregació en presència dels dendrímers PAMAM i efecte de la seva 

concentració  

 Per tal de comprovar si la presència de dendrímers interfereix en el procés de formació 

de fibres, es va escollir la tercera generació de dendrímers de tipus PAMAM, els qual tenen 

32 grups amino a la seva superfície (Figura 50). 

 La Figura 51a mostra la variació de fluorescència de la ThT per al pèptid Aβ(1-28) a 

pH 5.5. Tal i com es va veure a l’apartat IV.2.1.- Cinètica d’agregació a baixa concentració 

del pèptid Aβ(1-28), aquest pèptid presenta una cinètica d’agregació sigmoïdal, característica 

d’un procés de polimerització nucleada. En presència d’heparina, aquesta cinètica és més 

ràpida, escurçant la seva fase de nucleació. Per altra banda, la presència del dendrímer 

PAMAM (5 μM) impedeix la formació de fibres amiloides en aquesta escala de temps.  

 
Figura 51. Cinètica d’agregació a pH 5.5 del pèptid Aβ(1-28) al llarg del temps. La concentració final de 
pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de 35 µM.                             
(a) Capacitat amiloidogènica del pèptid Aβ(1-28): (-�-) en tampó Tris 10 mM, (- -) en presència d’heparina,    
(- -) en presència de 5 μM de dendrímer.                                                                                                             I  
(b) Efecte de la concentració de dendrímer a la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència d’heparina: 
(- -) 0.001μM, (- -) 0 μM (control), (- -) 0.1 μM, (- -) 1 μM, (- -) 5 μM. 
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 Per tal de poder comprovar l’efecte de la concentració dels dendrímers sobre el procés 

d’agregació dels pèptids Aβ(1-28) i PrP(185-208), els experiments es van dur a terme en 

presència d’heparina, ja que aquest últim fragment peptídic només agrega en presència 

d’aquest GAG. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 51b. La variació de la 

fluorescència observada revela que la cinètica d’agregació està accelerada a concentracions 

baixes de dendrímer (0.001 μM), mentre que concentracions elevades de dendrímer en el 

medi (0.1, 1 i 5 μM) tenen un efecte alentidor del procés. Per altra banda, la intensitat final en 

el plateau assolit a la corba és gairebé la mateixa per a totes les concentracions de dendrímer 

estudiades, la qual cosa indica que la concentració de fibres formades al final del procés no és 

afectada per la presència de dendrímers en el medi. 

 De la mateixa manera que es va fer amb el pèptid Aβ(1-28), es va comprovar la 

capacitat amiloidogènica del pèptid PrP(185-208) en presència d’heparina (Figura 52a). Tal i 

com es va veure a l’apartat IV.2.3.- Cinètica d’agregació a baixa concentració del pèptid 

PrP(185-208), aquest pèptid en aquesta escala de temps només agrega si hi ha heparina en el 

medi. En aquestes condicions, doncs, es va estudiar l’efecte del dendrímer en la cinètica 

d’agregació. Els resultats es mostren a la Figura 52b.  

 
Figura 52. Cinètica d’agregació a pH 5.5 del pèptid PrP(185-208) al llarg del temps. La concentració final 
de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de 35 µM.                        
(a) Capacitat amiloidogènica del pèptid PrP(185-208): (-�-) en tampó Tris 10 mM, (- -) en presència 
d’heparina.                                                                                                                                                               I  
(b) Efecte de la concentració de dendrímer a la cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) en presència 
d’heparina: (- -) 0.01μM, (- -) 0 μM (control), (- -) 0.15 μM, (- -) 0.25 μM, (- -) 1 μM. 
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 De la mateixa manera que passa amb el pèptid Aβ(1-28), la concentració baixa de 

dendrímer (0.01 μM) accelera la cinètica d’agregació mentre que les concentracions més 

elevades de dendrímer (0.15, 0.25 i 1 μM) tenen un efecte alentidor del procés. En aquest cas, 

però, la presència del dendrímer en el medi afecta a la concentració final de fibres formades, 

ja que a mida que augmenta la concentració de dendrímer en el medi, disminueix el valor de 

la intensitat en el plateau assolit al final de cada cinètica d’agregació. 

 

IV.3.1.2- Ajustament matemàtic de les cinètiques d’agregació realitzades en presència dels 

dendrímers PAMAM 

 Per tal d’analitzar les dades cinètiques en termes d’un mecanisme de polimerització 

depenent de nucleació, es va fer servir un model matemàtic descrit per R. Sabaté et al. [172]. 

Aquest model considera la formació de fibres amiloides com un procés autocatalític amb una 

etapa de nucleació seguida d’una segona etapa d’elongació, amb les seves respectives 

constants cinètiques, kn i ke (Figura 53). 

 

 
Figura 53. Esquema del model autocatalític proposat per R. Sabaté et el. [172] per al procés d’agregació 
del pèptid Aβ. El model considera dues etapes: la nucleació i l’elongació, cadascuna amb les seves respectives 
constants cinètiques. M indica pèptid monomèric i Pn indica pèptid polimèric. Modificat de [172].  
 

 Els punts experimentals representats a les cinètiques d’agregació de les Figura 51b i 

Figura 52b es van ajustar a aquest model seguint la següent equació: 

  ( )[ ]{( ) ( )[ ]( ktktf ρρρρ ++−+= 1exp1/11exp   (equació 6) 

on f és la fracció fibril·lar, k = ke a, essent a la concentració inicial de pèptid, i ρ = kn / k. 

 Per fer aquest ajustament matemàtic, els punts experimentals de fluorescència van ser 

transformades en fracció fibril·lar, considerant f = 0 quan t = 0 i f = 1 en el plateau de cada 

corba sigmoïdal.  
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 A la Figura 54 es mostra l’ajustament matemàtic fet amb els punts experimentals de la 

cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència d’heparina. Es va fer aquest mateix 

ajustament amb les cinètiques d’agregació estudiades a diferents concentració de dendrímer. 

Les constants cinètiques que es deriven d’aquest ajustament es mostren a la Taula 9.  

 

 
Figura 54. Anàlisi cinètic del procés d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència d’heparina.                   
La línia contínua correspon a l’ajustament matemàtic amb l’equació 6, dels punts experimentals de la variació de 
fluorescència de la ThT al llarg del temps per al pèptid Aβ(1-28) a 50 μM i heparina 0.0416 mg/ml, a pH 5.5 
(Figura 51a). Els punts experimentals de la variació de fluorescència van ser transformats en fracció fibril·lar. 
 

Taula 9. Constants de nucleació i elongació calculades amb l’ajustament matemàtic dels punts 
experimentals mostrats a les Figura 51b i Figura 52b. 

 Dendrímer (µM) kn (s-1) ke (L mol-1 s-1) 

0 5.7·10-6 22.2 
0.001 2.5·10-5 22.2 
0.01 1.1·10-5 22.6 
0.05 1·10-5 23.4 
0.15 5.3·10-6 17.2 
0.25 5.4·10-6 11 

PrP(185-211) 

1 5.2·10-6 5.6 
0 2.1·10-8 97 

0.001 2.2·10-6 98 
0.01 7.3·10-10 80 

Aβ(1-28) 

1 6.5·10-10 70 
Els paràmetres ρ i k, derivats de l’equació ( )[ ]{( ) ( )[ ]( ktktf ρρρρ ++−+= 1exp1/11exp  es van utilitzar 
per calcular les constants cinètiques de tal manera que kn=ρ k  i  ke= k/a (a = concentració inicial de pèptid). 
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172]. 
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 D’acord amb aquesta taula, les concentracions baixes de dendrímer afecten a la 

constant de nucleació. Aquest efecte és clarament significatiu per al pèptid Aβ(1-28): la 

presència del dendrímer a 0.001 μM augmenta la constant de nucleació en dos ordres de 

magnitud. En el cas del pèptid PrP(185-208), tot i que l’efecte sobre la kn és menor, la 

concentració de 0.001 μM de dendrímer augmenta la kn 4 vegades. Per altra banda, 

concentracions per sobre de 0.1 μM de dendrímer fan disminuir la constant d’elongació, ke. 

Aquest efecte és major per al fragment priònic que per al fragment derivat del pèptid Aβ. 

 

IV.3.2.- Efecte dels dendrímers PAMAM en l’agregació dels pèptids 

amiloidogènics Aβ(1-28) i PrP(185-208), segons la generació de dendrímer 

 Com ja s’ha comentat anteriorment, els dendrímers han estat identificats com a 

possibles agents anti-prions [60, 117, 119, 120]. En aquest sentit, es va voler estudiar com 

l’estructura i el tamany del dendrímer poden afectar al procés d’agregació dels dos pèptids 

amiloidogènics d’aquest treball. Els dendrímers es sintetitzen de manera cíclica des d’un nucli 

o cor central que és rodejat per capes ramificades. Cadascuna d’aquestes capes s’anomena 

generació, de manera que a mesura que augmenta el número de generacions, augmenta també 

el tamany del dendrímer i el número de grups carregats a la seva superfície. 

 En aquest treball es va estudiar l’efecte de les generacions 3ª, 4ª i 5ª dels dendrímers 

de tipus PAMAM (Taula 6) en les cinètiques d’agregació dels pèptids Aβ(1-28) i       

PrP(185-208), realitzades per fluorescència amb la sonda ThT. La Figura 55 mostra les 

cinètiques d’agregació, estudiades en presència de la sonda fluorescent ThT, dels pèptids 

Aβ(1-28) i PrP(185-208) i de concentracions creixents de les tres generacions de dendrímers. 

Aquestes corbes van ser ajustades al model autocatalític proposat per R. Sabaté et al. [172] i 

explicat a l’apartat anterior. Les constants cinètiques que es deriven d’aquest ajustament 

matemàtic es presenten a la Taula 10.  
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Figura 55. Cinètica d’agregació en presència de dendrímers de tipus PAMAM-G3 (a), PAMAM-G4 (b), 
PAMAM-G5 (c). La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final 
de ThT va ser de 35 µM. (- -) 0 μM (control), (- -) 0.01μM, (- -) 0.1 μM, (- -) 1 μM. 
 



Resultats   

106 

 

 En el cas del pèptid Aβ(1-28) la presència dels dendrímers PAMAM gairebé no afecta 

a la constant de nucleació, kn, i, per tant, no fa variar significativament la durada d’aquesta.        

La concentració baixa de dendrímer (0.01 μM) gairebé no afecta a la velocitat d’agregació, ja 

que el pendent de la part exponencial de la corba és pràcticament igual que el del control en 

absència de dendrímer. Per altra banda, la presència de PAMAM-G3 disminueix la constant 

d’elongació, ke, quan és present en el medi a concentració 0.1 μM o 1 μM i redueix 

significativament la quantitat final de fibres formades (Figura 55a). Per aquestes mateixes 

concentracions de dendrímer, l’efecte de PAMAM-G4 i PAMAM-G5 en la fase d’elongació 

és molt més evident que en el cas del dendrímer PAMAM-G3, tot i que la concentració       

d’1 μM de PAMAM-G4 i de PAMAM-G5 inhibeix completament la formació de fibres 

amiloides durant l’interval de temps estudiat (Figura 55b,c). A mida que disminueix la 

generació del dendrímer, major és la influència d’aquest en la ke i, per tant, en la fase 

d’elongació de la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28). Aquest efecte, però, és menys 

pronunciat per a generacions majors (G4 i G5). En general, per a les tres generacions 

estudiades, hi ha una disminució en la quantitat final de fibres formades a mida que augmenta 

la concentració de dendrímer en el medi.  

Taula 10. Constants de nucleació i elongació calculades amb l’ajustament matemàtic dels punts 
experimentals mostrats a la Figura 55. 

 Generació Dendrímer (µM) kn (s-1) ke (L mol-1 s-1) 
 0 1.6·10-6 26.2 

0.01 1.4·10-6 25.1 
0.1 8.6·10-7 27.8 G3 
1 -- -- 

0.01 3.3·10-6 31.2 
0.1 1.2·10-6 22.8 G4 
1 -- -- 

0.01 3.3·10-6 25.9 
0.1 1.0·10-6 22.5 

Prp(185-208) 

G5 
1 -- -- 

 0 3.9·10-5 23.3 
0.01 5.6·10-5 20.7 
0.1 1.3·10-5 24.9 G3 
1 1.7·10-5 29.9 

0.01 1.0·10-4 18.6 
0.1 2.1·10-4 20.8 G4 
1 -- -- 

0.01 7.8·10-5 23.8 
0.1 5.9·10-5 22.5 

Aβ(1-28) 

G5 
1 -- -- 

Els paràmetres ρ i k, derivats de l’equació ( )[ ]{( ) ( )[ ]( ktktf ρρρρ ++−+= 1exp1/11exp  es van utilitzar 
per calcular les constants cinètiques de tal manera que kn=ρ k  i  ke= k/a (a = concentració inicial de pèptid). 
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172]. 
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 En el cas del fragment priònic PrP(185-208) la fase de nucleació dura gairebé el doble 

que en el cas del pèptid Aβ(1-28). La concentració de 0.01 μM i de 0.1 μM de PAMAM-G3 

no té cap efecte sobre la velocitat d’agregació del pèptid ni sobre la quantitat de fibres 

formades al final del temps mesurat. Quan el medi conté 0.01 μM de PAMAM-G4 o 

PAMAM-G5, la kn disminueix i el procés d’agregació sembla estar accelerat respecte el 

control, tot i que la variació en el pendent de la corba és petit. Per altra banda, la concentració 

de 0.1 μM de PAMAM-G4 o PAMAM-G5 alenteix el procés. En general i per a les tres 

generacions estudiades, quan la concentració de PAMAM és d’1 μM, l’agregació del pèptid 

Prp(185-208) està totalment inhibida durant l’interval de temps estudiat (Figura 55). 

 Per tal de completar els resultats dels experiments de fluorescència amb la sonda ThT, 

es va analitzar la morfologia de les mostres al final de la cinètica per microscòpia electrònica. 

La Figura 56 mostra les típiques fibres amiloides sense ramificar observades en la mostra 

control del fragment priònic PrP(185-208). En presència de PAMAM-G3 les fibres no tenen 

una forma tan recta com el control, sinó que són més amorfes, i a més, s’organitzen en grups. 

En presència de PAMAM-G5 s’observa una menor quantitat de fibres.  

 

 
Figura 56. Micrografies electròniques del pèptid PrP(185-208). Les mostres corresponen al temps final de la 
cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a Figura 55 i van ser presses directament de la cubeta 
de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 µM i la temperatura 37ºC.                                                 I 
(a) absència de dendrímer (control), (b) 1μM de PAMAM-G3, (c) 1μM de PAMAM-G5. 
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 Finalment, es va avaluar la possible capacitat dels dendrímers per desagregar les fibres 

amiloides formades durant la cinètica. Es van afegir concentracions creixents de dendrímers a 

les mostres agregades i es va mesurar el canvi de fluorescència després de cada addició.      

Els resultats es mostren a la Figura 57. Els tres tipus de dendrímers estudiats (G3, G4 i G5) 

són capaços de disminuir la fluorescència a 490 nm, la qual cosa indica una desagregació de 

les fibres i agregats amiloides. A mida que augmenta la generació del dendrímer, menor és la 

concentració necessària del dendrímer per tal d’aconseguir la desagregació de les fibres.       

La concentració que correspon a una disminució del 50% de la fluorescència i, per tant, de la 

quantitat de fibres amiloides (C50) és de 0.2, 0.5 i 1.1 μM de PAMAM-G5, PAMAM-G4 i 

PAMAM-G3, respectivament. 

 
Figura 57. Canvi de fluorescència de la ThT durant el procés de desagregació del pèptid PrP(185-208) en 
presència de dendrímers. Es van afegir concentracions creixents de dendrímer directament a la cubeta de 
fluorescència de mostres que havien arribat al plateau de la seva corba d’agregació i es va mesurar la 
fluorescència després de cada addició. (- -) G3, (- -) G4, (- -) G5. 
 

IV.3.3.- Influència dels P-dendrímers en l’agregació del pèptid PrP(185-208) 

 Els dendrímers que contenen fòsfor (P-dendrímers, Figura 58) inhibeixen la formació 

de PrPSC en cultius cel·lulars, eliminen la PrPSC preexistent en cèl·lules infectades per prions, i 

la seva presència en el medi fa que les cèl·lules perdin la seva infectivitat [120]. De fet, aquest 

tipus de dendrímer ha estat el primer que s’ha estudiat en models animals.  
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Figura 58. Estructura química del P-dendrímer. Els P-dendrímers es caracteritzen per la presència d’enllaços 
amb aminotiofosfats en la seva estructura i per tenir una superfície rica en amines terciàries protonades [173].  
 

 Continuant amb l’estudi de les propietats antipriòniques dels dendrímers, en el present 

treball es va plantejar estudiar el procés d’agregació del pèptid PrP(185-208) en presència de 

la quarta generació de P-dendrímer. Així doncs, a la Figura 59 es mostra la cinètica 

d’agregació d’aquest pèptid priònic en presència d’heparina i diferents concentracions de      

P-dendrímer. La cinètica va ser estudiada mitjançant la variació de la fluorescència de la 

sonda ThT al llarg del temps.  

 
Figura 59. Cinètica d’agregació del pèptid priònic PrP(185-208) en presència de P-dendrímer.                   
La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC. La concentració final de ThT va ser de   
35 µM. (- -) 0 μM (control), (- -) 1μM, (- -) 0.1 μM, (- -) 0.01 μM. 
 
 Tal i com es va veure en experiments anteriorment mostrats (apartat IV.2.3.- Cinètica 

d’agregació a baixa concentració del pèptid PrP(185-208)), el fragment priònic PrP(185-

208) presenta una cinètica de formació de fibres amiloides de tipus sigmoïdal, que pot ser 

interpretada com un procés de polimerització nucleada. La presència de P-dendrímer en el 

medi origina una disminució en la quantitat final de fibres formades, ja que el plateau assolit 

al final de la corba presenta una menor intensitat respecte al control. La concentració d’1 μM 
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de dendrímer és la que més eficaçment redueix a la meitat la quantitat final de fibres 

formades, és a dir, quan la relació dendrímer/pèptid és de 0.02. Quan aquesta relació és 10 

vegades major o 10 vegades menor, la quantitat final de fibres formades també es redueix 

considerablement, però a una velocitat més lenta. 
 

 Aquests resultats sobre les cinètiques de formació de fibres es van analitzar en termes 

del model de polimerització nucleada explicat anteriorment a l’apartat IV.3.1.2- Ajustament 

matemàtic de les cinètiques d’agregació realitzades en presència dels dendrímers PAMAM.  

A partir de l’ajustament matemàtic de les dades experimentals mostrades a la Figura 59 es van 

deduir les constants cinètiques kn i ke, corresponents als processos de nucleació i elongació 

respectivament. Aquestes constants estan resumides a la Taula 11. 
 

Taula 11. Constants de nucleació i elongació calculades amb l’ajustament matemàtic dels punts 
experimentals mostrats a la Figura 59. 

Dendrímer (µM) kn (s-1) ke (L mol-1 s-1) 

0 (control) 9.5 · 10 -6 8.8 
0.01 3.5 · 10 -6 8.8 
0.1 1.9 · 10 -6 6.6 
1 3.0 · 10 -6 6.4 

Els paràmetres ρ i k, derivats de l’equació ( )[ ]{( ) ( )[ ]( ktktf ρρρρ ++−+= 1exp1/11exp  es van utilitzar 
per calcular les constants cinètiques de tal manera que kn=ρ k  i  ke= k/a (a = concentració inicial de pèptid). 
Les unitats de les constants es mostren segons R. Sabaté et al. [172]. 

 

 L’addició de P-dendrímer al medi provoca una disminució en les constants de 

nucleació i d’elongació. Aquest efecte, però, és major en el procés de nucleació, aconseguint 

la màxima disminució quan la relació dendrímer/pèptid és de 0.02, és a dir, que quan la 

concentració de dendrímer és 0.1 μM la constant de nucleació disminueix 5 vegades respecte 

el control. Per altra banda, la disminució en la constant d’elongació depenent de la 

concentració de dendrímer en el medi. 

 

 Per estudiar els canvis estructurals del fragment priònic PrP(185-208) induïts per la 

presència de P-dendrímer en el medi es van adquirir espectres d’IR al llarg del temps i en 

presència d’heparina. Per a cada concentració de P-dendrímer estudiada (2 i 20 μM) es va 

mantenir la mateixa relació dendrímer/pèptid que en els experiments realitzats per 

fluorescència de la sonda ThT (Figura 59) i es va seguir el procés d’agregació en aquestes 

condicions a través de la relació d’absorbàncies de les bandes a 1613 cm-1 (estructura β 

agregada) i a 1648 cm-1 (mescla d’estructures desordenada i α-hèlix). La seqüència 
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d’espectres d’IR per a cada concentració de P-dendrímer es mostra a la Figura 60. Tal i com 

es pot observar, aquestes dues bandes són presents tant en absència com en presència de       

P-dendrímer, amb la diferència que la banda característica a estructures β agregades augmenta 

a diferent velocitat, depenent de la concentració de dendrímer present. 

 
 
Figura 60. Canvis en l’estructura secundària del pèptid PrP en tampó Hepes/D2O 10 mM i heparina 
1mg/ml al llarg del temps, mesurats per FTIR. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i durant un 
temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura secundària. 
A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura va ser 37ºC. La concentració final va 
ser 1.2 mM. Les fletxes indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).                 I  
(a) 0 μM de dendrímer (control), (b) 20 μM de dendrímer (relació dendrímer/pèptid 0.02),                               , 
(c) 2 μM de dendrímer (relació dendrímer/pèptid 0.002). 
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 Aquest fet queda palès a la Figura 61, on es mostra la representació gràfica de la 

relació d’intensitats a 1613 cm-1 i 1648 cm-1 obtingudes a partir de l’adquisició d’espectres de 

FTIR per al pèptid PrP(185-208) en funció del temps. D’aquesta figura es desprèn el fet de 

que per espectroscòpia d’IR no ha estat possible mesurar una fase de nucleació, a diferència 

dels experiments realitzats per fluorescència, on la concentració de pèptid és molt menor     

(50 μM). Tot i així, s’observa que quan la relació dendrímer/pèptid és de 0.002, el procés 

d’agregació s’alenteix notablement. Per altra banda, una relació dendrímer/pèptid 10 vegades 

major (relació dendrímer/pèptid 0.02) l’accelera, tot i que el plateau assolit té menor 

intensitat, indicant la formació d’una menor quantitat de fibres i agregats amiloides, en 

comparació al control en absència de P-dendrímer. Aquests resultats estan en concordància 

amb els obtinguts per espectroscòpia de fluorescència. 

 

 
 

Figura 61. Representació de la relació d’intensitats a 1613 cm-1 i 1648 cm-1 obtingudes a partir de 
l’adquisició d’espectres de FTIR per al pèptid PrP(185-208) en funció del temps.                                        I 
(- -) 0 μM de dendrímer (control), (- -) 20 μM de dendrímer (relació dendrímer/pèptid 0.02),                           
(- -) 2 μM de dendrímer (relació dendrímer/pèptid 0.002). 
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 Finalment, la morfologia dels agregats i fibres formades al final de les cinètiques 

d’agregació estudiades per fluorescència de la sonda ThT es va analitzar per microscòpia 

electrònica de transmissió. Com es pot comprovar a la Figura 62 en tots els casos s’observen 

les típiques fibres amiloides sense ramificar, la qual cosa significa que la presència de           

P-dendrímer en el medi no afecta a la morfologia de les fibres formades, sinó que només 

afecta a la quantitat final formada. Les micrografies electròniques no revelen presència 

d’altres tipus d’agregats proteics, com per exemple agregats amorfs.  
 

 
 

Figura 62. Micrografies electròniques del pèptid PrP(185-208). Les mostres corresponen al temps final de la 
cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a la Figura 59 i van ser presses directament de la 
cubeta de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 µM i la temperatura 37ºC.  
(a) absència de dendrímer (control), (b) 0.01 μM de dendrímer. 
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IV.4.- L’estudi de la influència de la composició lipídica de membranes model 

en el procés d’agregació 
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 Com ja es va comentar a la Introducció, a la literatura científica hom pot trobar treballs 

en què s’il·lustra el fet què les membranes biològiques afecten la cinètica d’agregació de les 

proteïnes i pèptids amiloidogènics, depenent de la seva composició lipídica [174, 175] i de la 

seva càrrega elèctrica neta [135]. Per altra banda, també hi ha evidències de què els processos 

de formació de fibres es localitzen en els microdominis específics de membrana, rics en 

esfingolípids i colesterol, coneguts amb el nom de rafts lipídics, de tal manera que aquests 

elements en poden resultar moduladors de l’agregació [133]. 

 En aquest sentit l’elucidació de la relació existent entre els mecanismes d’agregació i 

dipòsit de les proteïnes i pèptids amiloidogènics en els dominis lipídics de les membranes 

cel·lulars i el possible efecte inductiu d’aquestes interaccions pot donar noves pistes sobre els 

mecanismes que desencadenen les patologies. Així doncs, en el present treball s’ha estudiat la 

cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) i del fragment priònic PrP(185-208) en presència de 

membranes model de diferent composició lipídica i de diferent càrrega elèctrica. 

 Per altra banda, i com ja s’ha comentat anteriorment, R. Mahfoud et al [101] proposen 

un motiu d’unió a esfingolípids, comú al pèptid Aβ i la proteïna priònica humana PrP i que 

conté residus de Tyr i/o Phe, els quals participen en la unió als anells de sucre de carbohidrats 

complexes. A més, aquests residus poden ser essencials per al reconeixement de la 

galactosilceramida. En el present treball es van fer servir seqüències mutades en aquestes 

posicions per tal d’estudiar el seu efecte en les cinètiques d’agregació en presència de 

membranes model. 
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IV.4.1.- Efecte dels lípids sense càrrega neta en la cinètica d’agregació del pèptid 

Aβ(1-28) 

IV.4.1.1.- Cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) a baixa concentració peptídica 

 Seguint el mateix procediment que a l’apartat III.2.2.2.- Cinètiques d’agregació amb 

Tioflavina T (ThT), es va estudiar la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) mitjançant 

l’augment de fluorescència d’aquesta sonda al llarg del temps, a baixa concentració de pèptid 

(és a dir, 50 μM) i en presència i absència de membranes model (liposomes) de diferent 

composició lipídica. La concentració de liposomes estudiada va ser 300 μM, de tal manera 

que la relació pèptid/lípid va ser 0.16. 

 
Figura 63. Cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència de membranes model.                             
La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la concentració final de ThT va ser de  35 µM. La temperatura va 
ser de 37ºC. La concentració final de liposomes va ser de 300 μM i la seva composició exacta s’especifica a la 
Taula 7. Aβ(1-28) wild type a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b), Aβ(1-28)Y10A a pH 5.5 (c) i pH 7.5 (d).                             
(- -) control (absència de liposomes), (-�-) extracte de cervell, (- -) PC, (- -) PCChol,                             
(- -) PCGalCer, (- -) PCSM, (- -) PCCholSMGalCer, (- -) PCGalCerSM. 
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 Tenint constància de que els rafts lipídics semblen tenir un paper modulador dels 

processos de formació de fibres, es van preparar membranes model amb fosfatidilcolina (PC) 

com a fosfolípid base i amb diferents elements dels rafts lipídics, com l’esfingomielina (SM), 

la galactosilceramida (GalCer) i el colesterol (Chol). També es van preparar liposomes amb 

extracte lipídic de cervell. La composició exacta d’aquests liposomes es detalla a la Taula 7. 

A la Figura 63 es mostra la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència dels 

diferents tipus de liposomes.  

 A pH 5.5 (Figura 63a) i durant l’interval de temps estudiat, la cinètica d’agregació del 

pèptid es veu accelerada en presència de liposomes d’extracte lipídic de cervell i de liposomes 

PC:GalCer:SM (2:1:1) v:v i PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) v:v, que simulen un raft 

lipídic, i a més, la quantitat final de fibres formades és major que en el control. Per altra 

banda, la presència de només PC, SM o GalCer no afecten ni a la velocitat d’agregació ni a la 

quantitat de fibres formades, ja que el plateau assolit té la mateixa intensitat que el control.  

La presència de Chol sol disminueix la quantitat de fibres formades. Quan el medi té pH 7.5 

(Figura 63b) gairebé no s’observen canvis en la fluorescència de la sonda ThT durant el temps 

estudiat. Finalment, la substitució del residu de Tyr10 per Ala provoca un alentiment de la 

cinètica d’agregació en totes les condicions estudiades, independentment del pH del medi, tal 

i com posa de manifest la Figura 63c,d, on la intensitat de fluorescència de la ThT 

pràcticament no varia durant el temps estudiat. 

 

IV.4.1.2.- Morfologia dels agregats i fibres formades pel pèptid Aβ(1-28) en presència de 

membranes model  

 Tal i com es va procedir en els capítols anteriors, es van guardar alíquotes de les 

mostres estudiades per fluorescència, per a la seva posterior observació mitjançant 

microscòpia electrònica de transmissió i estudi de la morfologia dels agregats i fibres 

formades en presència de membranes model. A la Figura 64 es mostren les micrografies 

adquirides, procedents de mostres de pèptid Aβ(1-28) agregades (final de la cinètica) en 

presència de liposomes d’extracte de cervell. Com es va veure en les corresponents cinètiques 

d’agregació de la Figura 63, en presència de membranes model la seqüència wild type del 

pèptid Aβ(1-28) forma fibres amiloides en un temps d’incubació aproximat de 400 minuts. En 

tots els casos estudiats, és a dir, per als diferents tipus de liposomes, la morfologia de les 

fibres és ben similar a la mostrada a la Figura 64. Quan el pH del medi és 7.5 únicament 

s’observen espècies oligomèriques (Figura 64b). La mutació Y10A del pèptid Aβ(1-28) 



Resultats   

120 

alenteix el procés de formació de fibres, de tal manera que durant l’interval de temps estudiat 

només s’observen agretats no fibril·lars (Figura 64c,d) semblants als que forma la seqüència 

wild type a pH 7.5. 

 
Figura 64. Micrografies electròniques del pèptid Aβ(1-28) i el seu mutant Aβ(1-28)Y10A en presència de 
membranes model d’extracte de cervell. Les mostres corresponen al temps final de la cinètica d’agregació per 
fluorescència amb ThT mostrada a la Figura 63, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència.      
La concentració de pèptid va ser 50 µM i la de liposomes de 10 mM. La temperatura va ser de 37ºC. Aβ(1-28) a 
pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). Aβ(1-28)Y10A a pH 5.5 (c) i pH 7.5 (d) 

 

IV.4.1.3.- Canvis estructurals en el pèptid Aβ(1-28) induïts per la presència de lípid 

 Mitjançant espectroscòpia d’IR es van estudiar els canvis estructurals induïts per la 

presència dels diferents elements que formen part dels rafts lipídics, com Chol, SM i GalCer. 

També es van estudiar els canvis induïts en presència de membranes model preparades a 

partir d’extracte de cervell. Així doncs, es van adquirir espectres d’IR al llarg del temps fins 

que ja no es van observar canvis significatius en la estructura secundària del pèptid Aβ(1-28). 

La concentració de pèptid va ser 1.2 mM i es va mantenir la mateixa relació pèptid/lípid que 

en els experiments a baixa concentració de pèptid. 
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 A la Figura 65 es mostren aquests canvis estructurals. A pD 5.5 s’observa un augment 

gradual de la banda a 1615 cm-1, corresponent a l’estructura β-agregada, i simultani a la 

desaparició de la banda a 1646 cm-1, corresponent a una mescla d’estructures desordenada i  

α-hèlix, tant en el control (en absència de liposomes) com en les diferents composicions 

lipídiques de membranes model estudiades, la qual cosa indica un procés de formació 

d’agregats. En canvi, quan el pD del medi és 7.5, només s’observa aquest canvi estructural 

quan el pèptid és incubat en presència de membranes que contenen Chol o SM. 

 Els canvis estructurals induïts per la presència de lípid en el medi també van ser 

estudiats en el cas del pèptid Aβ(1-28)Y10A. Els espectres d’IR obtinguts es mostren a la 

Figura 66. A pD 7.5, el pèptid Aβ(1-28)Y10A no experimenta canvis estructurals significatius 

ja que la banda corresponent a estructures desordenada i hèlix α (1648 cm-1) no varia la seva 

intensitat durant el temps estudiat. Per altra banda, a pD 5.5 el pèptid experimenta un procés 

d’agregació tant en absència com en presència dels diferents tipus de liposomes estudiats. 
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Figura 65. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid Aβ(1-28) al llarg del temps, mesurats per 
FTIR, en presència de membranes model de diferent composició lipídica. Es van adquirir espectres 
seqüencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis 
significatius en l’estructura secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura 
va ser 37ºC. Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes 
indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓). La composició exacta de cada tipus 
de liposoma es detalla a la Taula 7. 
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Figura 66. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid Aβ(1-28)Y10A al llarg del temps, mesurats 
per FTIR, en presència de membranes model de diferent composició lipídica. Es van adquirir espectres 
seqüencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis 
significatius en l’estructura secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura 
va ser 37ºC. Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes 
indiquen regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓). La composició exacta de cada tipus 
de liposoma es detalla a la Taula 7. 
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 Finalment, per tal de comparar les cinètiques d’agregació obtingudes per al pèptid 

Aβ(1-28) i el seu mutant, a elevada concentració peptídica i en presència dels diferents tipus 

de liposomes, es va representar gràficament la relació d’absorbàncies a 1615 i 1646 cm-1 en 

funció del temps. Els resultats obtinguts es detallen a la Figura 67.  

 
Figura 67. Representació de la relació d’intensitats a 1615 cm-1 i 1646 cm-1 obtingudes a partir de 
l’adquisició d’espectres de FTIR per al pèptid Aβ(1-28) en presència de membranes model.                       
La composició exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7.                                                              i 
Aβ(1-28) wild type a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b), Aβ(1-28)Y10A a pH 5.5 (c) i pH 7.5 (d).                             
(- -) control (absència de liposomes), (-�-) extracte de cervell, (- -) PC, (- -) PCChol, (- -) PCGalCer,        
(- -) PCSM.  
 

 En general, totes les cinètiques del pèptid Aβ(1-28) a pD 5.5 (Figura 67a) tenen un 

pendent similar i, per tant, la mateixa velocitat d’agregació. La intensitat del plateau assolit té 

un valor similar en cadascuna de les corbes, indicant la formació d’una quantitat final de 

fibres aproximadament igual en tots els casos. Tot i així, la presència de liposomes amb Chol 

fa disminuir la quantitat final de fibres formades, tal i com succeeix en la cinètica a baixa 

concentració peptídica (Figura 63a). Per altra banda, a pD 7.5 (Figura 63b) la cinètica 
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d’agregació només es manté si el pèptid és incubat en presència de membranes model amb 

SM o Chol, mentre que la resta de liposomes no indueixen la formació d’agregats. 

 Respecte la seqüència mutada en la posició Y10, l’agregació només té lloc a pD 5.5 

(Figura 63c,d). Tant en el control com en presència dels diferents tipus de liposomes, la 

velocitat d’agregació i la quantitat final de fibres formades és ben similar, excepte quan el 

medi conté liposomes amb Chol (Figura 63c), en què la velocitat és menor i es forma una 

menor quantitat de fibres i/o agregats rics en estructura β, tal i com succeeix amb la seqüència 

no mutada (Figura 63a). 

 

IV.4.2.- Efecte de la composició lipídica sense càrrega neta en la cinètica 

d’agregació del pèptid PrP(185-208) 

 Tal i com es va fer amb el pèptid Aβ(1-28), es va estudiar la cinètica d’agregació del 

pèptid PrP(185-208) en presència de membranes model, tant a baixa concentració peptídica i 

mitjançant el seguiment de l’augment de fluorescència de la sonda ThT al llarg del temps, 

com a elevada concentració peptídica i mitjançant l’adquisició seqüencial d’espectres d’IR. 

De manera anàloga, també es va analitzar l’efecte de la mutació Phe198Ala, considerat un 

residu específic i essencial per a la unió del lípid [101].  

 

IV.4.2.1.- Cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) a baixa concentració peptídica 

 La Figura 68 mostra el seguiment de la fluorescència de la sonda ThT al llarg del 

temps per al fragment priònic PrP(185-208) i per al seu mutant PrP(185-208)F198A.            

En general, el pèptid PrP(185-208) és incapaç de formar fibres tant en absència com en 

presència de membranes model de diferent composició lipídica, independentment del pH del 

medi, durant el temps total estudiat. La mutació F198A tampoc té cap mena d’efecte inductor 

de l’agregació en aquesta escala de temps. 

 Cal remarcar, però que aquests experiments es van realitzar amb una concentració 

lipídica de 300 μM, de tal manera que la relació molar lípid:pèptid va ser d’1:6, de manera 

que es podia pensar que l’absència d’agregació per part d’aquesta seqüència peptídica podria 

ser deguda a una concentració lipídica baixa. Per descartar aquesta possibilitat, es van 

realitzar experiments de fluorescència amb la sonda ThT en presència d’una major 

concentració, concretament, en presència d’1mM de liposomes d’extracte de cervell (relació 

molar lípid:pèptid 1:20). En aquestes condicions i durant l’interval de temps mesurat (uns 500 
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minuts) no es va observar augment de la fluorescència. Per tant, es pot afirmar que la 

presència de lípid no indueix l’agregació del fragment PrP(185-208). 

 
 
Figura 68. Cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) a pH 5.5 i en presència de membranes model.                           
La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la de ThT va ser de 35 µM. La temperatura de 37ºC.                   
La concentració final de liposomes va ser de 300 μM i la seva composició exacta s’especifica a la Taula 7.  i 
PrP(185-208) wild type (a) i PrP(185-208) F198A (b).                                                                                          i 
(- -) control (absència de liposomes), (-�-) extracte de cervell, (- -) PC, (- -) PCChol, (- -) PCGalCer,        
(- -) PCSM. 
 

IV.4.2.2.- Canvis estructurals en el pèptid PrP(185-208) induïts per la presència de lípid 

 Els espectres d’IR del fragment priònic en presència de membranes model adquirits al 

llarg del temps es mostren a la (Figura 69). Tal i com es pot observar, aquest fragment 

peptídic presenta una mescla d’estructures secundàries desordenada i d’hèlix α, que no varia 

al llarg de l’interval de temps estudiat. El fragment mutat, és a dir, el pèptid                     

PrP(185-208)F198A tampoc varia significativament la seva estructura secundària (Figura 70), 

excepte si el pèptid s’incuba en presència de membranes model d’extracte de cervell, en què 

s’observa un lleuger augment de la banda a 1611 cm-1, corresponent a estructures β agregades. 

En general, ni la seqüència wild type del fragment priònic ni la seqüència mutada formen 

fibres ni agregats peptídics rics en estructura β durant el temps estudiat. 
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Figura 69. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid PrP(185-208) al llarg del temps, mesurats 
per FTIR, en presència de membranes model de diferent composició lipídica. Es van adquirir espectres 
seqüencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis 
significatius en l’estructura secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura 
va ser 37ºC. Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament.                  
La composició exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7. 
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Figura 70. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid PrP(185-208)F198A al llarg del temps, 
mesurats per FTIR, en presència de membranes model de diferent composició lipídica. Es van adquirir 
espectres seqüencials cada minut i durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar 
canvis significatius en l’estructura secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La 
temperatura va ser 37ºC. Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. 
La composició exacta de cada tipus de liposoma es detalla a la Taula 7. 
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IV.4.3.- Efecte de les membranes model amb càrrega negativa neta en la cinètica 

d’agregació del pèptid Aβ(1-28) 

 Per tal d’avaluar l’efecte del lípid amb càrrega es va escollir la fosfatidilserina per 

confeccionar membranes model amb un 10% de càrrega neta negativa (liposomes PC:PS (9:1) 

v:v.). Es van realitzar les cinètiques d’agregació del pèptid Aβ(1-28) a baixa i elevada 

concentració peptídica en presència d’aquest tipus de membranes model, mitjançant el 

seguiment de la fluorescència de la sonda ThT i l’adquisició d’espectres d’IR, respectivament.  

 

IV.4.3.1.- Cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) a baixa concentració peptídica 

 A la Figura 71 es mostra la cinètica d’agregació a baixa concentració peptídica.          

A pH 5.5. s’observa la típica cinètica sigmoïdal de formació de fibres amiloides. En presència 

de liposomes carregats negativament, aquesta cinètica és més ràpida, tal i com indica el seu 

pendent, i es forma una major quantitat de fibres durant el temps estudiat. Per altra banda, a 

pH 7.5 la fluorescència de la sonda gairebé no varia, indicant que el procés d’agregació és 

notablement més lent. 

 

 
Figura 71. Cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28) en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v,          
a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la temperatura de 37ºC.                             
La concentració final de ThT va ser de 35 µM. La concentració final de liposomes va ser de 300 μM.                             
(- -) control (absència de liposomes), (- -) PC:PS. 
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 La naturalesa amiloide de les fibres formades al final de la cinètica a pH 5.5 queda 

palesa a la Figura 72, on s’observen feixos de fibres sense ramificar. En aquest interval de 

temps i a pH 7.5 només s’observen agregats amorfs i de baix pes molecular, que no són 

sensibles a la unió de ThT. 

 
Figura 72. Micrografies electròniques del pèptid Aβ(1-28) en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v, 
a pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). Les mostres corresponen al temps final de la cinètica d’agregació per fluorescència 
amb ThT mostrada a la Figura 63, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència. La concentració de 
pèptid va ser 50 µM i la de liposomes de 10 mM. La temperatura va ser de 37ºC.  
 

IV.4.3.2.- Canvis estructurals en el pèptid Aβ(1-28) induïts per la presència de membranes 

model amb càrrega negativa neta 

 Els espectres d’IR adquirits al llarg del temps (Figura 73) posen de manifest una 

disminució de les estructures desordenada i hèlix α a expenses de l’augment de la formació 

d’estructures β agregades durant l’interval de temps estudiat, quan el medi té pD 5.5, indicant 

l’existència d’un procés d’agregació. A pD 7.5, l’estructura del pèptid Aβ(1-28) pràcticament 

no experimenta canvis significatius.  

 Finalment, per avaluar les diferències entre aquestes cinètiques d’agregació es va 

representar gràficament la relació d’absorbàncies a 1615 cm-1 i 1646 cm-1. El resultat apareix 

a la Figura 74, on s’observa gairebé la mateixa velocitat de formació d’estructura β a pD 5.5, 

independentment de la presència de les membranes model carregades negativament. Aquest 

tipus de liposoma únicament afecta a la quantitat final de fibres formades. 
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Figura 73. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid Aβ(1-28) al llarg del temps, mesurats per 
FTIR, en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i 
durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura 
secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura va ser 37ºC.                      
Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes indiquen 
regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).  
 

 

 
Figura 74. Representació de la relació d’intensitats a 1615 cm-1 i 1646 cm-1 obtingudes a partir de 
l’adquisició d’espectres de FTIR per al pèptid Aβ(1-28) en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v, 
pH 5.5 (a) i pH 7.5 (b). (- -) control (absència de liposomes), (- -) PC:PS. 
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IV.4.4.- Efecte de les membranes model amb càrrega negativa neta en la cinètica 

d’agregació del pèptid PrP(185-208) 

IV.4.4.1.- Cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) a baixa concentració peptídica 

 De la mateixa manera que amb el pèptid Aβ(1-28), en aquest treball es va avaluar si la 

presència de membranes lipídiques amb càrrega neta negativa indueix l’agregació del 

fragment priònic PrP(185-208). Així doncs, es va estudiar la seva cinètica d’agregació per 

fluorescència de la sonda ThT en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v. A la Figura 75 

es mostra el resultat obtingut.  

 
Figura 75. Cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) en presència de membranes de PC:PS.                
La concentració final de pèptid va ser 50 µM i la de ThT va ser de 35 µM. La temperatura va ser de de 37ºC.   
(a) membranes de PC:PS (9:1) v:v. (- -) control (absència de liposomes), (- -) pH 5.5, (- -) pH 7.5.             
En ambdós casos la concentració final de liposomes va ser de 300 μM. 
(b) membranes de PC:PS (3:1) v:v. (- -) control (absència de liposomes); (- -) pH 5.5, (- -) pH 7.5, a una 
concentració final de liposomes de 300 μM, i (- -) pH 5.5 a una concentració final de liposomes d’1mM. 
 

 A la Figura 75 es mostra el seguiment de la fluorescència de la sonda ThT al llarg del 

temps per al fragment priònic PrP(185-208) en presència de liposomes PC:PS. Quan els 

liposomes contenen un 10% de càrrega negativa e independentment del pH del medi, la 

intensitat de la fluorescència pràcticament no varia, de tal manera que no s’indueix la 

formació d’agregats i fibres amiloides. S’obté un resultat ben similar quan el pèptid s’incuba 

en presència de liposomes amb un 25% de càrrega negativa. Únicament hi ha formació de 

fibres amiloides quan s’augmenta la concentració lipídica i la proporció de càrrega negativa 

conjuntament, tal i com mostra l’augment de la fluorescència de la ThT respecte el control en 

absència de liposomes. Cal remarcar, però, que tal i com s’ha comentat anteriorment (apartat 
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IV.4.2.1.- Cinètica d’agregació del pèptid PrP(185-208) a baixa concentració peptídica) la 

concentració elevada (1mM) de liposomes d’extracte de cervell no indueix l’agregació del 

fragment priònic. Segons el fabricant Avanti Polar Lipid, Inc., aquest extracte de cervell conté 

aproximadament un 10% en pes de fosfatidilserina. Així doncs, es pot afirmar que l’augment 

de fluorescència observat per al pèptid PrP(185-208) en presència d’1mM de PC:PS (3:1) v:v 

està degut a un augment conjunt tant de la concentració lipídica com de la proporció de 

càrrega negativa. 

 Per tal de demostrar aquests resultats es van adquirir micrografies electròniques 

corresponents al final de les cinètiques a pH 5.5 mostrades a la Figura 75.  

 
Figura 76. Micrografies electròniques del pèptid PrP(185-208) a pH 5.5 i en presència de membranes 
PC:PS. Les mostres corresponen al temps final de la cinètica d’agregació per fluorescència amb ThT mostrada a 
la Figura 75, i van ser presses directament de la cubeta de fluorescència. La concentració de pèptid va ser 50 µM 
i la temperatura va ser de 37ºC.                                                                                                                              I 
(a) PrP(185-208) en presència d’1mM PC:PS (3:1) v:v                                                                                        I 
(b) PrP(185-208) en presència de 300 μM PC:PS (3:1) v:v                                                                                     I 
(c) PrP(185-208) en presència de 300 μM PC:PS (9:1) v:v. 
 

 En presència d’una major concentració lipídica i una major proporció de càrrega 

negativa (Figura 75a) s’observen feixos amb les típiques fibres amiloides sense ramificar.   

Per altra banda, quan disminueix la proporció de càrrega negativa s’observen formes 
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oligomèriques que precedeixen a la formació d’agregats amiloides i que no són sensibles a la 

sonda ThT (Figura 75b). Aquestes espècies estan indicades a la Figura 76b amb fletxes. 

Finalment, quan tant la concentració de lípid i de càrrega negativa disminueixen 

conjuntament, no hi ha presència de cap mena d’oligòmer o agregat (Figura 75c). 

 Així doncs, en presència de membranes model amb un 25% de càrrega elèctrica 

negativa el pèptid PrP(185-208) forma petits oligòmers, mentre que l’augment de la 

concentració d’aquest tipus de liposomes accelera la formació de fibres amiloides. 

 

IV.4.4.2.- Canvis estructurals en el pèptid PrP(185-208) induïts per la presència de 

membranes model amb càrrega negativa neta 

 La Figura 77 mostra els espectres d’IR adquirits al llarg del temps de mostres de 

pèptid PrP(185-208) en presència de membranes model de PC:PS (9:1) v:v.  

 
Figura 77. Canvis en l’estructura secundària del pèptid pèptid PrP(185-208) al llarg del temps, mesurats 
per FTIR, en presència de membranes de PC:PS (9:1) v:v. Es van adquirir espectres seqüencials cada minut i 
durant un temps total aproximat de 20 hores, fins que ja no es van observar canvis significatius en l’estructura 
secundària. A tots els espectres es va restar la contribució del tampó. La temperatura va ser 37ºC.                     
Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 1.2 mM i 10 mM, respectivament. Les fletxes indiquen 
regions de l’espectre on la intensitat augmenta (↑) o disminueix (↓).  
 
 Durant l’interval de temps estudiat, aquest pèptid no presenta indicis d’agregació en 

cap de les condicions estudiades. Tant en presència com en absència de liposomes carregats 

negativament, el fragment priònic presenta una banda majoritària amb un màxim 
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d’absorbància a 1647 cm-1, que no varia la seva intensitat al llarg del temps i que correspon a 

una mescla d’estructures desordenada i hèlix α. Només quan el pD del medi és ajustat a 5.5 

s’observa una petita espatlla amb un màxim a 1614 cm-1, corresponent a estructura β 

agregada, l’intensitat de la qual és menyspreable en comparació amb la banda majoritària a 

1647 cm-1. 

 

IV.4.5.- Canvis en el potencial dipolar de membrana induïts per la presència de 

pèptid. 

 Tal i com s’ha explicat a Materials i Mètodes, es van adquirir els espectres d’emissió 

de fluorescència de liposomes marcats amb la sonda di-8-ANEPPS abans i després de 

l’addició de pèptid. Es van fer servir liposomes de PC, com a model de fosfolípid sense 

càrrega elèctrica, i liposomes de PC:PS (9:1 v:v). A més, es va fer servir un control intern de 

l’experiment amb un pèptid de fusió derivat del virus de l’HIV humà, per al qual ha estat 

prèviament descrit el seu efecte en el potencial dipolar [168]. A la Figura 78 es mostren els 

resultats obtinguts: 

 
Figura 78. Espectres de diferència, obtinguts a partir de la diferència entre els espectres normalitzats 
d’excitació de LUVs marcats amb di-8-ANEPPS abans i després de l’addició de pèptid. Es van normalitzar 
les àrees dels espectres d’excitació adquirits abans de calcular l’espectre diferència. La temperatura va ser 37ºC. 
Les concentracions finals de pèptid i de lípid van ser 10 μM i 300 μM, respectivament. Es va fer servir com a 
control, el pèptid de fusió de la proteïna gp41 del virus HIV humà, per al qual s’ha descrit el seu efecte 
disminuidor del potencial dipolar [168]. 
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 Tal i com es pot veure a la Figura 78, l’addició del pèptid Aβ(1-28) a la suspensió de 

liposomes de PC dóna lloc a un espectre de diferència amb un mínim al voltant de 430 nm i 

un màxim al voltant de 500 nm, indicatiu d’una disminució en el potencial dipolar de 

membrana. El fragment priònic PrP(185-208) exerceix el mateix efecte sobre les membranes 

de PC. Així doncs, es pot dir que les dues seqüències peptídiques poden interaccionar amb les 

membranes lipídiques. 

 Per tal de comprovar si aquesta interacció també té lloc en membranes carregades 

negativament, es van adquirir espectres de diferència en suspensions de liposomes amb un 

10% de càrrega negativa (PC:PS 9:1 v:v). Els resultats es mostren a la Figura 78, on l’addició 

tant dels fragments Aβ(1-28) com del fragment PrP(185-208) esdevenen en una disminució 

del potencial dipolar de membrana, demostrant també una interacció amb aquest tipus de 

membranes lipídiques. 

 

 

 
 



 

   137

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSSIÓ 



 

138 

 



                                                                 Discussió 

   139

 Quan hom examina la bibliografia sobre les anomenades malalties conformacionals, se 

n’adona de que les proteïnes i pèptids relacionats amb aquestes patologies, tot i que no tenen 

un origen comú ni presenten gaire homologia seqüencial, donen lloc a agregats proteics 

amiloides de característiques fisico-químiques semblants. Aquesta semblança, permet pensar 

en la possibilitat de l’existència de mecanismes d’agregació comuns. La caracterització 

d’aquests mecanismes hauria de contribuir al disseny d’estratègies terapèutiques útils en el 

tractaments de moltes d’aquests patologies. 

 

 Així doncs, i considerant com a punt de partida el treball publicat per R. Mahfoud et 

al. [101] en aquesta tesi es volgueren avaluar les possibles característiques amiloides del 

fragment peptídic derivat de la proteïna priònica humana, PrP(185-208), donada la seva 

possible homologia estructural amb el pèptid Aβ(1-28). El citat treball posa de manifest que 

aquests dos fragments peptídics presenten un motiu semblant al bucle V3 de la proteïna gp120 

del virus HIV, el qual és un domini d’unió a esfingolípids que intervé en la fusió de 

membranes durant el reconeixement cèl·lula-virus. Aquest motiu conté residus His, Tyr i/o 

Phe que poden facilitar la unió a esfingolípids mitjançant interaccions amb els anells de sucre 

dels glicoesfingolípids presents a les membranes biològiques. Concretament, el residu Tyr21 

de la proteïna gp120 i la Phe198 de la proteïna priònica humana, que tenen la mateixa posició 

i orientació espacial, intervenen en el reconeixement i unió de galactosilceramida (GalCer), 

un dels elements constitutius dels rafts lipídics, mentre que la Tyr10 del pèptid Aβ i la Phe20 

de la proteïna gp120 també són residus superposables. De fet, tant Aβ(1-28) com l’esmentat 

fragment priònic interaccionen amb monocapes de galactosilceramida i esfingomielina [176]. 

A més, el mateix grup de recerca ha trobat un domini d’unió a glicolípids present en el 

fragment 20-29 del polipèptid amiloide de l’illot humà, hIAPP, en el qual també existeix un 

residu aromàtic, Phe21, essencial per a la interacció amb la GalCer [177]. En aquest sentit i 

segons J. Fantini et al.[178, 179], les interaccions d’stacking π-π entre aquests residus 

aromàtics i els anells dels carbohidrats tindrien un paper clau en el procés de formació de 

fibres amiloides. Tot i així, les propietats amiloidogèniques difereixen segons la proteïna o 

pèptid involucrat. En el cas de la proteïna priònica humana, els rafts lipídics actuarien com 

una mena d’ancoratge on s’uneix PrPC impedint el canvi conformacional α→ β que condueix 

a la formació de fibres amiloides [178, 179]. En canvi, la interacció del fragment 20-29 del 

pèptid hIAPP amb la GalCer no impedeix la formació de fibres amiloides [177].                     
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A la Figura 79 s’assenyalen les cadenes laterals d’algunes proteïnes amiloides, implicades en 

la unió a glicoesfingolípids en la membrana plasmàtica: 

 
Figura 79. Domini d’unió a esfingolípids comú a la proteïna gp120 del virus HIV-1 i altres pèptids 
amiloidogènics.                                                                                                                                                                 
(a) Comparació del loop V3 de la proteïna gp120 del virus HIV-1 amb el pèptid Aβ de la malaltia d’Alzheimer i 
la proteïna priònica humana. En tots ells, els residus aminoacídics implicats són His, Phe o Tyr.                       I 
(b) Superposició estructural del fragment 20-29 del polipèptid amiloide de l’illot amb el loop V3 de la proteïna 
gp120 del virus HIV-1 i interacció amb la GalCer.                                                                                                 I  
(c) Alineament de seqüències del loop V3 de la proteïna gp120 del virus HIV-1, el pèptid Aβ, la proteïna 
priònica humana (PrP) i el polipèptid amiloide de l’illot humà (hIAPP).                                                  I  
Esquema adaptat de J.Fantini et al. [178] i M.Levy et al. [177]. 
 

 En qualsevol cas, el treball de R. Mahfoud et al. [101] permet considerar la possibilitat 

de que el fragment priònic PrP(185-208) pugui tenir característiques amiloidogèniques, és a 

dir que, més enllà de la possible homologia estructural amb el pèptid Aβ(1-28), pogués 

formar fibres amiloides i respongués a la presència de elements moduladors com els 

glicosaminoglicans o les membranes biològiques.  
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Les característiques amiloides del fragment 1-28 del pèptid Aβ de la Malaltia 

d’Alzheimer han estat àmpliament estudiades [105, 106, 108] i, per tant, aquest pèptid s’ha 

utilitzat com a control en l’estudi de les propietats amiloidogèniques del pèptid PrP(185-208). 

Els resultats presentats en aquesta tesi demostren precisament, per comparació amb el 

pèptid amiloide Aβ(1-28), que el pèptid priònic PrP(185-208) és capaç de seguir processos de 

formació d’agregats peptídics amb característiques fisicoquímiques típiques dels amiloides 

(capacitat d’unió de la sonda fluorescent ThT, detecció d’estructures fibril·lars per 

microscòpia electrònica, sigmoïdaliat de la corba experimental de la cinètica d’agregació, 

estructures agregades riques en estructura β). Tal i com succeeix en el cas del pèptid Aβ(1-28) 

i d’altres pèptids amiloides, aquests processos depenen, en el seu detall molecular, de la 

presència de glicosaminoglicans, i es veuen afectats per la presència de membranes 

biològiques. En aquest últim cas, i en relació al pèptid PrP(185-208), la càrrega superficial 

negativa d’aquestes membranes resulta de vital importància per la formació de fibres en 

presència de membranes model. Aquest fet es pot posar en relació amb la capacitat del pèptid 

per formar agregats amiloides en presència d’heparina, un polímer lineal carregat 

negativament. Els dos fets posen de manifest, la importància de les interaccions 

elèctrostàtiques entre el pèptid i els elements moduladors presents en el medi. Aquestes 

interaccions semblen explicar els efectes observats en el cas del pèptid priònic, molt per sobre 

d’altres possibles influències com poden ser la composició lipídica. Aquesta última, en canvi, 

sembla ser, juntament amb les interaccions electrostàtiques, un factor molt important en la 

modulació del procés d’agregació del pèptid Aβ(1-28). Tots aquests aspectes es discuteixen 

de manera més detallada en els apartats que segueixen. 
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V.1.- Caracterització de la cinètica d’agregació del PrP(185-208) en 

comparació a la del pèptid Aβ(1-28) 

 L’estructura secundària del pèptid Aβ(1-28) en medi aquós depèn del pH del medi en 

que s’estudia, de manera que a pH entre 1 i 4 o entre 7 i 10 el pèptid no està agregat i presenta 

majoritàriament una estructura no regular. En canvi, tendeix a adoptar una estructura β 

agregada a pH entre 4 i 7, que a més es veu afavorida per la temperatura [97, 180]. Així 

doncs, per dur a terme els experiments exposats en aquesta tesi, es va treballar amb stocks 

peptídics amb un pH ajustat a 7.5, per tal de garantir un estat monomèric com estat de partida 

en els experiments d’agregació.  

 La dependència del pH que exhibeix el pèptid Aβ(1-28) posa de manifest la 

importància de l’estat de protonació de les cadenes laterals dels aminoàcids que formen part 

de la seva seqüència (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK). Els residus 

aminoacídics que presenten un pKa en la franja de pH en la qual el pèptid agrega són les His 

(pKa~6), Asp i Glu (pKa~3), Lys (pKa~9) i Arg (pKa~10), de tal manera que quan el pH del 

medi està ajustat a pH 5.5, els Asp con els Glu estan desprotonats i, per tant, carregats 

negativament, mentre que els residus His es troben protonats i carregats positivament.          

En aquestes condicions, el pèptid Aβ(1-28) presenta la típica cinètica d’agregació de tipus 

sigmoïdal (Figura 32), característica de pèptids i proteïnes amiloidogènics. La formació 

d’estructura β estaria afavorida per l’establiment intermolecular de ponts salins entre parells 

aminoacídics His-Asp/Glu, Lys-Asp/Glu, tal i com suggereixen alguns treballs [55, 155, 181, 

182]. Per altra banda, aquesta estructura β quedaria estabilitzada per les interaccions 

hidrofòbiques e intermoleculars establertes en el clúster hidrofòbic LVFFV (residus 17-21) 

[155] (veure, més endavant, apartat V.6.- Fibres amiloides dels pèptids Aβ(1-28) i Prp(185-

208): un model estructural.). 

 El fragment priònic PrP(185-208) estudiat en aquest treball es troba formant part del 

loop comprès entre l’hèlix α2 i l’hèlix α3 de la PrPC humana i part d’aquestes dues hèlices.    

A la bibliografia no existeixen treballs sobre l’estructura del fragment peptídic PrP(185-208) 

o que tractin de les seves possibles característiques amiloidogèniques, però a l’estudi fet per 

W.Q. Zou et al.[183], el fragment priònic 195-213 exhibeix la típica cinètica sigmoïdal de 

formació de fibres amiloides amb una fase de nucleació inicial. A més la seva agregació es 

veu afavorida quan el pH del medi és baix. Aquestes condicions mimetitzen l’ambient del 

sistema endosoma/lisosoma, on es suposa que té lloc in vivo la transformació PrPC PrPSC.                
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A diferència d’aquest estudi i de la cinètica d’agregació del pèptid Aβ(1-28), els resultats 

d’aquesta tesi mostren que el fragment priònic PrP(185-208) és incapaç d’agregar durant 

l’interval de temps estudiat, independentment del pH del medi d’incubació (Figura 32).         

Tal i com mostren els espectres d’IR a elevada concentració de pèptid (Figures 33 i 34) i a 

diferència del pèptid control Aβ(1-28), el fragment priònic PrP(185-208) presenta al principi 

de la cinètica una mescla d’estructures desordenada i hèlix α, que no es transformen al llarg 

del temps en estructures β (Figura 33 i 34). Aquest resultat demostra que la incapacitat del 

pèptid priònic d’agregar en els experiments de fluorescència no és tan sols degut a una 

diferència en la cinètica d’agregació entre el pèptid Aβ(1-28) i el pèptid priònic a les 

concentracions a que s’han portat a terme el experiments amb ThT, sinó que el fragment 

priònic és incapaç d’agregar en aquestes condicions experimentals. En el fragment priònic 

també és possible l’establiment d’interaccions electrostàtiques entre residus His i residus 

carregats negativament, així com interaccions entre residus negatius i Arg i Lys, de manera 

semblant a com poden tenir lloc en el pèptid Aβ(1-28), tot i que, aquesta possibilitat no 

resulta suficient per a la formació de fibres amiloides (veure, més endavant, apartat V.6.- 

Fibres amiloides dels pèptids Aβ(1-28) i Prp(185-208): un model estructural.). 
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V.3.- Estudi de la influència de l’heparina en el procés d’agregació 

V.3.1.- Cinètiques d’agregació i efecte de la substitució de les His per Ala. 

 Els glicosaminoglicans es troben associats als dipòsits amiloides formats in vivo per 

pèptids i proteïnes tan diversos com el pèptid Aβ, la proteïna tau, l’α-sinucleïna, la              

β2-microglobulina o la proteïna priònica [102]. Com ja s’ha comentat a la Introducció, 

aquests elements de la matriu extracel·lular poden actuar com a moduladors del procés de 

formació de fibres, ja que es poden unir al motiu consens d’unió a GAGs presents en la 

seqüència aminoacídica.  

 D’aquesta manera i continuant en la línia de la caracterització amiloide del fragment 

priònic PrP(185-208), en aquesta tesi es va plantejar l’estudi comparatiu de la influència dels 

GAGs en el procés d’agregació. Es va escollir l’heparina com a GAG model ja que és un dels 

més freqüent i fàcilment utilitzats.  

 D’acord amb els treballs publicats per McLaurin i Fraser [106, 108], la presència 

d’heparina en el medi d’incubació provoca una acceleració de la cinètica d’agregació del 

pèptid control Aβ(1-28) (Figura 39b), a través de la seva interacció amb la seqüència consens 

VHHQKL. La substitució per Ala tant de la His14 com de la His13 provoca un alentiment de 

la mateixa. Tal i com s’ha mencionat anteriorment, quan el medi té pH 5.5 es poden establir 

fàcilment ponts salins entre diferents residus aminoacídics de càrrega elèctrica contrària.       

A més, aquestes condicions també afavoreixen l’establiment de ponts salins entre les 

càrregues positives del pèptid i les negatives de l’heparina, de tal manera que el 

glicosaminoglicà actuaria com una mena de lloc d’anclatge que facilitaria la formació 

d’estructura β. 

 En el present treball s’han portat a terme mesures del procés d’agregació del pèptid 

Aβ(1-28) en presència d’heparina, equivalents a les realitzades en els treballs de McLaurin i 

Fraser [106, 108], però utilitzant dues tècniques que els autors no havien utilitzat: la mesura 

de la formació de fibres amiloides amb la sonda ThT i amb espectroscòpia d’IR. Els resultats 

obtinguts en el nostre cas, són totalment consistents amb els obtinguts per McLaurin i 

col·laboradors [106, 108] i reafirmen la importància de les His13 i His14 per al procés 

d’agregació i per l’efecte de l’heparina en aquest procés, en el sentit de produir l’efecte 

d’alentiment tot just comentat anteriorment.  

 En el cas del fragment priònic PrP(185-208), el qual no forma agregats amiloides a  

pH 5.5 (apartat V.1.- Caracterització de la cinètica d’agregació del PrP(185-208) en 
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comparació a la del pèptid Aβ(1-28)), en presència d’heparina presenta una cinètica 

d’agregació (mesurada amb la sonda ThT) típica d’un procés de polimerització nucleada 

(forma sigmoïdal), semblant a la del pèptid Aβ(1-28) en presència del mateix GAG.              

El fragment priònic es comporta, per tant, com un pèptid amiloide en presència d’heparina. 

Les micrografies electròniques obtingudes a partir de les mostres estudiades amb ThT al final 

del procés, han confirmat la formació de fibres equivalents, en quant a la seva morfologia, a 

les fibres que formen altres pèptids i proteïnes amiloides.  

L’observació de la seqüència d’aminoàcids del fragment priònic PrP(185-208) posa de 

manifest l’existència d’una histidina (His187), que forma part d’un motiu (KQHTV), prou 

coincident amb el motiu VHHQKL d’unió a GAGs de l’Aβ(1-28). De fet, el resultats del 

present treball sobre l’efecte de la substitució de la His187 per Ala en la seqüència del 

fragment priònic, mostren que es produeix un efecte d’alentiment del procés d’agregació, tal i 

com s’ha observat en el cas del pèptid Aβ(1-28), tot i que en el cas del pèptid priònic l’efecte 

és menys accentuat (Figura 39 i Figura 43). 

 

V.3.2.- Disminució de la població cel·lular en cultius neuronals tractats amb 

PrP(185-208) 

 D’acord amb treballs ja publicats [184], el pèptid Aβ(1-28), tot i ser capaç de formar 

agregats amiloides morfològicament equivalents als que formen altres pèptids amiloides 

citotòxics, no indueix citotoxicitat en cultius cel·lulars (Figura 48). En canvi el pèptid priònic 

PrP(185-208), tal com s’exposa en aquesta tesi, disminueix en un 20-25% la població cel·lular 

en cultius de neuroblastoma (Figura 49). Aquest efecte sembla ser independent de la presència 

d’heparina o del temps d’incubació del pèptid en el moment d’afegir-lo en el cultiu. Tot i així, 

aquest fet no significa que la interacció del GAG amb el fragment priònic no sigui important 

per produir un efecte tòxic o que l’espècie tòxica sigui el pèptid monomèric. D’una banda, és 

possible que, un cop afegit en el medi el pèptid interaccioni amb els GAGs i/o proteoglicans 

presents en la superfície cel·lular, i de l’altra, que durant el procés d’incubació del pèptid amb 

les cèl·lules experimenti un procés d’agregació. 
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V.4.- Influència dels dendrímers en el procés d’agregació i el seu possible ús 

en el disseny d’estratègies anti-amiloidogèniques. 

V.4.1.- Efecte dels dendrímers PAMAM en l’agregació dels pèptids Aβ(1-28) i 

PrP(185-208)  

 Com ja s’ha mostrat prèviament, la presència d’heparina, un polímer amb una elevada 

densitat de càrrega negativa, en el medi incrementa i accelera el procés d’agregació tant del 

pèptid Aβ(1-28) com del pèptid PrP(185-208). Considerant els resultats obtinguts amb 

heparina, es va plantejar la possibilitat de que polímers amb càrrega elèctrica positiva puguin 

afectar el procés d’agregació i, per tant, va sorgir la possibilitat d’estudiar l’efecte dels 

anomenats dendrímers. Aquests polímers ramificats són petites esferes que poden tenir una 

càrrega superficial positiva, negativa o neutra, i s’estudien en una varietat de processos 

biològics i d’interès biomèdic. En aquest sentit, a la bibliografia es descriu la seva capacitat 

d’interferir en la producció d’agregats amiloides priònics en cultius cel·lulars infectats [117-

119].  

 Els dendrímers PAMAM, són estructures amb grups amino a la seva superfície i, per 

tant, carregades positivament a pH neutre. Com s’ha vist en els resultats presentats en aquest 

treball, són capaços de modular el procés d’agregació tant del pèptid Aβ(1-28) com del 

PrP(185-208). En ambdós casos, a més, ho fan de manera molt semblant i la interacció depèn 

de la relació pèptid/dendrímer. 

 Tenint en compte que l’heparina té càrrega elèctrica negativa i els dendrímers 

PAMAM estan carregats positivament, és fàcil pensar en una possible interacció directa entre 

dendrímers i heparina, de manera que la influència del glicosaminoglicà en el procés 

d’agregació es veiés bloquejada. Els resultats obtinguts sobre l’efecte dels dendrímers 

PAMAM, demostren però que la possible neutralització de l’heparina no és l’únic efecte en 

joc en la influència d’aquests polímers en la capacitat del pèptid per formar agregats 

amiloides. Per una banda, en els experiments sobre l’efecte dels dendrímers en l’agregació del 

pèptid Aβ(1-28) en absència d’heparina, es constata que els dendrímers són capaços 

d’interaccionar amb el pèptid (inhibint l’agregació en el temps mesurat, Figura 51). Per altra 

banda, examinant els resultats de les Figura 51 i Figura 51 (pàgs 100 i 101) es pot veure que si 

l’únic efecte dels dendrímers fos el de la neutralització de l’heparina, a baixes relacions 

dendrímer/pèptid, en que la neutralització de l’heparina en el medi seria mínima, la durada de 

la fase de latència podria aproximar-se a la del control (absència de dendrímer), però mai seria 
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més curta. És evident però, que a relacions dendrímer/pèptid prou baixes es donen fases de 

latència més curtes que les del control. Aquest fet implica que el dendrímer està 

interaccionant també amb el pèptid.  

 Els dendrímers PAMAM afecten les propietats amiloidogèniques d’ambdues 

seqüències polipeptídiques. L’ajust matemàtic realitzat per a cada cinètica d’agregació   

(Taula 9) posa de manifest que la presència del dendrímer afecta principalment la constant de 

nucleació en el cas del pèptid Aβ(1-28), i la constant d’elongació en el cas del fragment 

priònic PrP(185-208). Per altra banda, la baixa concentració de PAMAM en el medi         

(0.01 μM) augmenta la constant de nucleació per als dos pèptids estudiats, de tal manera que 

la formació del nucli d’agregació té lloc de manera més ràpida (fase de latència més curta).  

En canvi, l’elevada concentració de dendrímer afecta preferentment a la constant d’elongació, 

fent que aquesta etapa del procés d’agregació sigui més lenta. Aquests resultats fan pensar que 

quan la concentració de PAMAM és baixa, les molècules de dendrímer podrien actuar com un 

centre de nucleació, facilitant la interacció entre molècules de pèptid i, per tant, facilitant la 

formació del nucli d’agregació que precedeix a la formació de fibres. Per altra banda, quan la 

concentració de PAMAM és més alta, els dendrímers crearien una mena de capa al voltant del 

nucli d’agregació format pel pèptid, de manera similar a la descrita en treballs sobre la 

interacció del dendrímers amb l’albúmina [185], i que dificultaria l’addició de més monòmers 

peptídics, alentint la fase d’elongació.  

 Aquest efecte modulador dels dendrímers pot ser interessant en la recerca de fàrmacs, 

la diana dels quals sigui la formació d’agregats amiloides i, en concret els intermediaris 

estructurals de baix pes molecular que podrien ser responsables de la toxicitat cel·lular.        

En aquest sentit, les baixes concentracions de PAMAM podrien accelerar la formació de 

fibres amiloides i, per tant, disminuir el temps de vida mitja dels agregats formats abans de les 

fibres (efecte neuroprotector). Aquest efecte seria més important en el cas del pèptid Aβ(1-28) 

que en el pèptid PrP(185-208), per al qual la presència del dendrímer té un menor impacte en 

la fase de nucleació. Contràriament, l’elevada concentració de PAMAM alentiria la formació 

de fibres i augmentaria el temps de vida mitja de les espècies oligomèriques, de manera que 

contribuiria a l’augment de la citotoxicitat. Així doncs, les dades exposades en aquest estudi 

poden ajudar en l’estudi dels dendrímers com a possibles agents anti-amiloidogènics.  

 Pel que fa al disseny i desenvolupament de fàrmacs que actuïn sobre la formació de 

fibres, recentment s’han identificat diversos agents inhibidors (porfirines, ftalocianines i 

policicles aromàtics) [186-188]. Es poden distingir dos tipus d’inhibidors: cinètics o 

termodinàmics. [189] segons la forma de la corba d’agregació en comparació amb la corba 
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control, de tal manera que els inhibidors cinètics serien aquells que no afectarien al plateau 

assolit al final de la corba (quantitat final de fibres formades) sinó que afectarien a la durada 

de la fase de nucleació i, per tant, a la velocitat de formació de les fibres. Per altra banda, els 

inhibidors termodinàmics no afecten a la velocitat d’agregació sinó que redueixen la quantitat 

final de fibres formades.  

 A partir dels experiments portats a terme en aquesta tesi per tal d’avaluar la influència 

de la generació de dendrímer PAMAM, es pot dir que es podria donar una inhibició cinètica 

en el cas del fragment priònic PrP(185-208) en presència de 0.01 i 0.1 μM PAMAM-G4 i de 

0.01 i 0.1 μM PAMAM-G5 (s’observa clarament un allargament de la fase de nucleació, però 

s’assoleix el mateix nivell de fluorescència al final de les sigmoides, Figura 55b,c). Per altra 

banda, en el cas del pèptid Aβ(1-28) en presència de PAMAM-G4 i PAMAM-G5 es pot 

observar un efecte d’inhibició termodinàmica, els quals tenen un efecte molt petit en les 

constants de nucleació i elongació (Taula 10) però que clarament disminueixen el valor del 

plateau final de la corba (Figura 55a,b).  

 Prenent en consideració els diferents mecanismes de formació de fibres amiloides i els 

diferents tipus d’inhibidors, a la bibliografia es poden trobar diferents models per a aquesta 

inhibició: per inhibició de la concentració efectiva de pèptid, per bloqueig dels extrems de 

creixement de les fibril·les, o per augment de la velocitat de trencament de les fibril·les. [189], 

tal com s’esquematitza a la Figura 80. 

 

 
Figura 80. Possibles vies d’inhibició de la formació d’agregats amiloides: (a) per unió a les molècules de 
pèptid, (b) per trencament de les fibril·les, (c) per bloqueig dels extrems de creixement de les fibril·les. 
L’inhibidor de la formació d’agregats està representat per un cercle gris. 
 

 Els inhibidors, com per exemple els dendrímers, es poden unir a les molècules de 

pèptid i disminuir la concentració de pèptid capaç d’autoensamblar-se per formar fibres 

(Figura 81a). En aquest sentit, l’afinitat dels dendrímers per les proteïnes ha estat àmpliament 
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descrita a la bibliografia [185, 190]. Poden crear una mena de capa a la superfície de proteïnes 

com l’albúmina i modificar, així, la seva conformació, o afectar l’activitat enzimàtica. Aquest 

mecanisme d’inhibició es pot donar en els experiments en presència dels dendrímers 

presentats en aquesta tesi. A baixa concentració de dendrímer però (baixa relació 

dendrímer/pèptid) l’efecte del bloqueig de monòmers no seria gaire eficaç (disminuiria poc la 

concentració efectiva de pèptid monomèric) i, de fet, en aquestes condicions encara 

s’observen clares agregacions sigmoïdals, això sí, amb les cinètiques afectades.  

 Un fet comú a ambdós pèptids és l’acceleració de la cinètica d’agregació quan el medi 

conté una concentració baixa de PAMAM (0.01 μM), independentment de la seva generació. 

Aquest efecte és típic d’inhibidors que afecten a la velocitat de trencament de les fibril·les 

[191]. Un nivell de trencament moderat durant el transcurs del procés amiloidogènic pot 

augmentar la velocitat de formació de nous agregats peptídics ja que els fragments resultants 

dels trencaments poden actuar com a llocs de nucleació per donar lloc a fibres madures. Si la 

velocitat d’aquest trencament és massa elevada es pot donar el cas que disminueixi 

progressivament la població fibril·lar fins que en el medi només restin monòmers peptídics. 

D’aquesta manera si el mecanisme inhibitori de la fibril·logènsi té lloc per acceleració 

d’aquest procés de trencament, una baixa dosi d’inhibidor podria accelerar la fibril·logènesi, 

subministrant nous agregats que serveixin com a centres d’agregació (de nucleació). Aquest 

efecte ha estat demostrat en el cas del Congo Red [192]. 

 La capacitat dels dendrímers per desagregar fibril·les pre-existents es mostra a la 

Figura 57. A mida que disminueix el tamany del dendrímer, major és la concentració 

necessària per desagregar les fibril·les, d’acord amb l’efecte descrit de la poli-L-lisina sobre 

els agregats amiloides [191]. Aquest polipèptid té una gran capacitat per dissoldre els agregats 

amiloides, a diferència dels monòmers de L-lisina, de petit tamany en comparació amb el 

polipèptid.  

 Finalment, la formació de fibres amiloides pot ser inhibida per bloqueig dels extrems 

de creixement de les fibril·les. Sovint, els inhibidors que produeixen aquest efecte són 

semblants a les proteïnes i pèptids amiloides [193], de tal manera que es poden unir fàcilment 

als extrems de les fibril·les i en bloquejen la seva elongació degut a la seva diferent estructura. 

Tot i que, els dendrímers han estat considerats com a proteïnes artificials i que en alguns casos 

poden mimetitzar certes funcions [194], òbviament no mantenen una gran similitud amb les 

proteïnes, però de tota manera, és possible que puguin unir-se inespecíficament a les fibril·les 

amiloides afectant, així, a la seva elongació. Aquesta hipòtesi es recolza en les micrografies 

electròniques mostrades per al fragment priònic PrP(185-208) a la Figura 56. En presència de  
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dendrímers de generació petita (PAMAM-G3) les fibril·les tenen una aparença més curvada i 

tendeixen a organitzar-se en grups, potser degut a la forma estrellada del dendrímer i el fet de 

que la superfície d’aquest conté un gran nombre de grups amb els que pot interaccionar amb 

els pèptids o les fibril·les, tal i com mostra el model proposat a la Figura 80a. El dendrímer 

PAMAM-G5, donat el seu major tamany i major nombre de grups a la seva superfície, sembla 

ser més efectiu per interaccionar amb els monòmers peptídics i/o per trencar de manera més 

eficient (i ràpida) les fibril·les pre-formades, ja que és menor la quantitat de fibres que 

s’observen per microscòpia electrònica (Figura 56c). Així, i tal com s’indica a la Figura 81b 

els PAMAM-G5 podrien acabar bloquejant els monòmers peptídics.  

 En general, com més gran és el tamany de la molècula de dendrímer, major és 

l’activitat observada contra la formació de fibril·les, fet que concorda amb estudis ja publicats 

sobre la capacitat de disrupció d’agregats priònics en cultiu cel·lular [118] i que mostren que 

els dendrímers de poliamidoamina i polipropileneimina són una eina eficaç per a l’eliminació 

de PrPSC degut a la seva gran ramificació. En els estudis presentats en aquesta tesi, 1 μM de 

PAMAM-G5 és suficient per inhibir completament la formació de fibres (en l’interval de 

temps mesurat). Aquesta concentració de dendrímer correspon a una relació pèptid:dendrimer 

50:1 i a una relació de pèptid:grups positius de la superfície de 2.56. Això il·lustra com 

concentracions molars relativament baixes de dendrímer poden ser eficients gràcies a l’elevat 

nombre de càrregues superficials.  

 Per altra banda, la naturalesa química d’aquests grups (–NH2) i, per tant, les 

interaccions electrostàtiques que puguin tenir lloc entre el pèptid i el dendrímer, són de gran 

importància, com posa de manifest l’ineficient efecte inhibitori dels dendrímers amb grups     

–OH en el treball de S. Supattapone et al. [118]. 
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Figura 81. Model d’interacció entre els pèptids i les fibril·les en presència de dendrímers PAMAM.         
(a) generació petita (PAMAM-G3), (b) generació gran (PAMAM-G5) 



Discussió   

152 

V.4.2.- Efecte dels P-dendrímers en l’agregació del pèptid PrP(185-208)  

 Els dendrímers que contenen fòsfor han estat descrits com a agents capaços d’interferir 

en la replicació dels prions en models animals [120]. De fet, els resultats exposats en aquesta 

tesi posen de manifest que aquest tipus de dendrímer és capaç també d’inhibir l’agregació del 

fragment priònic PrP(185-208). Concretament, la presència de P-dendrímers en el medi 

disminueix el nombre de fibres formades i augmenta la durada de la fase de nucleació, fent el 

procés de fibril·logènesi notablement més lent. Els resultats de fluorescència (Figura 59) 

semblen indicar que els P-dendrímers podrien interferir en les interaccions entre els 

monòmers i oligòmers peptídics que solen tenir lloc durant la fase de nucleació i que 

permeten la formació de fibres. Aquests resultats estan d’acord amb el treball de J.Solassol et 

al. [120] en que es descriu la capacitat dels P-dendrímers per unir-se a la proteïna priònica. 

 Els espectres de FTIR mostren una mescla inicial d’estructures α i desordenada, a 

mida que avança el temps d’incubació apareix la banda característica d’agregats rics en 

estructura β. L’efecte del dendrímer en la cinètica d’agregació per FTIR és comparable a 

l’obtingut per fluorescència, mantenint les mateixes relacions dendrímer:pèptid. En tots dos 

casos existeix una concentració òptima de dendrímer amb la qual s’obté el màxim efecte en la 

fase de nucleació. En aquestes condicions, la relació dendrímer:pèptid és de 0.02 (1 μM de 

dendrímer). Una relació dendrímer:pèptid 10 vegades menor o 10 vegades major suposa una 

fase de nucleació més ràpida, tot i que la concentració de fibres al final del procés sempre és 

menor que en el control.  

 L’activitat del dendrímer depèn dels grups catiònics que conté a la seva superfície, de 

tal manera que, molt probablement, les interaccions entre aquest i el pèptid i tinguin lloc 

mitjançant interaccions electrostàtiques. Les condicions de treball a pH 5.5 mimetitzen certs 

compartiments cel·lularars acídics, com els lisosomes, on tindria lloc la interacció entre els 

dendrímers i PrPSC [119]. A pH 5.5, aproximadament un 70% de les amines terminals 

presents a la superfície del dendrímer estan protonades. És possible que els 6 grups catiònics 

individuals de la superfície del dendrímer s’uneixin als monòmers i/o oligòmers formats 

durant la fase de nucleació, impedint que es puguin unir més molècules de pèptid o bé que els 

oligòmers es combinin per donar lloc a les fibres. Així doncs, tenint en consideració l’elevat 

nombre de grups catiònics i el seu elevat grau de protonació, es pot explicar que relacions 

relativament baixes dendrímer:pèptid puguin interferir de manera eficaç en el procés 

d’agregació. 
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 Finalment, cal remarcar que els P-dendrímers són capaços d’eliminar ràpidament les 

molècules de PrPSC del medi d’incubació en un temps aproximat de 4 hores [120]. Aquesta 

activitat no solament suposa una unió als monòmers i la inhibició de la síntesi de novo sinó 

que, de manera semblant als dendrímers PAMAM, també pot tenir lloc un trencament dels 

oligòmers i/o fibril·les formades.  

 

V.4.3.- Els dendrímers com a agents terapèutics anti amiloidogènics  

 La influència dels dendrímers en l’agregació dels prions ja ha estat estudiada 

prèviament [117-119], encara de manera molt limitada, però quan hom examina la 

bibliografia referent al pèptid Aβ no troba cap treball experimental. Aquesta tesi exposa el 

primer estudi en que es descriu un efecte dels dendrímers sobre pèptids relacionats amb la 

malaltia d’Alzheimer i, a més, estén i detalla l’estudi de la influència dels dendrímers en els 

processos d’agregació dels pèptids i proteïnes priòniques. La gran semblança entre els efectes 

dels dendrímers en l’agregació dels pèptids estudiats (l’Aβ(1-28) i el PrP(185-208)), suposa, 

afegida a la hipotètica homologia estructural proposada per R. Mahfoud et al. [101],  una nova 

característica comuna entre aquests dos pèptids. 

 Així doncs, i segons el que hem discutit en els paràgrafs anteriors, els dendrímers 

semblen interferir en la formació de fibres amiloides de dues maneres diferents: per bloqueig 

del creixement fibril·lar i per trencament de les fibril·les formades, tot i que la seva eficiència 

és limitada i pot esdevenir en la formació d’agregats amorfs i no fibril·lars. Cal remarcar que 

les fibres amiloides, gràcies a la seva estructura, són resistents a les proteases. S. Supattapone 

et al. [119] han demostrat que en presència de dendrímers, els agregats resistents tornen a ser 

sensibles a l’atac per proteases. Aquest fet pot ser de gran utilitat en el disseny i 

desenvolupament de nous fàrmacs antripriònics. Tot i així, cal tenir en consideració el 

problema que suposa la barrera hematoencefàlica. En el cas dels P-dendrímers no existeix cap 

evidència experimental de que molècules tan grans puguin creuar aquesta barrera i entrar en el 

sistema nerviós central. En aquest cas, els dendrímers haurien d’ésser subministrats 

directament a través del fuid cerebrospinal o ésser sintetitzats com a pro-fàrmac amb capacitat 

per creuar la barrera hematoencefàlica [120]. Alternativament, resulta interessant seguir 

investigant les propietats del dendrímers per trobar estructures que no tinguin efectes 

indesitjables. Els dendrímers PAMAM poden resultar tòxics i d’altra banda, també caldria 

minimitzar la grandària, amb l’objectiu d’aconseguir subtàncies que fossin capaces de 

travessar la barrera hematoencefàlica. 
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V.5.- Efecte dels membranes biològiques 

V.5.1.- Efecte dels lípids sense càrrega neta en la cinètica d’agregació del pèptid 

Aβ(1-28) 

Tal i com s’ha comentat a la Introducció, les proteïnes i pèptids amiloidogènics poden 

interaccionar amb les membranes biològiques i aquestes interaccions poden tenir un paper 

clau en els mecanismes de toxicitat. El pèptid Aβ té un fragment C-terminal transmembrana, 

gràcies al qual podria pertorbar l’estructura de la bicapa lipídica, formar canals iònics o fins i 

tot afectar a la fluidesa de la membrana [131, 144, 195-204]. En alguns d’aquests estudis però, 

s’ha vist que la interacció de la part hidrofílica del pèptid (segment 1-28) amb la superfíce de 

la membrana també pot ser important, quan aquesta presenta una certa càrrega elèctrica.         

A més, la hipotètica afinitat tant del pèptid Aβ(1-28) com del PrP(185-208) per esfingolípids, 

obre la porta a possibles interaccions d’aquests pèptids amb membranes que continguin 

aquests tipus de lípids. 

En el present treball s’ha utilitzat un extracte lipídic de cervell, amb el qual 

s’aconsegueix una ratio molt similar a la fisiològica, dels principals components de la 

membrana (fosfolípids, gangliòsids, colesterol i esfingomielina). Tot i que el fragment del 

pèptid de l’Alzheimer estudiat no conté el segment transmembrana, s’ha vist que hi ha 

agregació i formació de fibres en presència d’aquestes membranes lipídiques (Figura 63).    

La presència de liposomes d’extracte de cervell accelera la cinètica d’agregació del pèptid 

Aβ(1-28) a pH 5.5 i es forma un major nombre de fibres. A pH 7.5 la presència de membranes 

és necessària per a la formació de fibres a alta concentració de pèptid. A pH 7.5 i baixa 

concentració, en canvi, el pèptid no agrega independentment de la presència o absència de 

membranes. Aquest fet seria consistent amb els resultats presentats per C.M.Yip i J.McLaurin 

[174], en els que es va treballar a pH neutre i baixa concentració de pèptid (inferior a 50 μM). 

Aquests autors concloïen que, tot i associar-se amb els caps polars dels fosfolípids de les 

membranes, el pèptid no podria formar estructures riques en fulla β. El mateix efecte 

accelerador i intensificador de la formació de fibres s’ha observat en presència de membranes, 

la composició lipídica de les quals simula la dels microdominis lipídics coneguts com a rafts 

(PC:GalCer:SM (2:1:1) v:v i PC:Chol:SM:GalCer (2:1:0.5:0.5) v:v). De fet, a la bibliografia 

hom troba diverses evidències de la influència dels rafts lipídics en el canvi estructural que ha 

d’experimentar el pèptid abans de formar fibres i en la seva oligomerització [178, 205-208]. 

Per altra banda, a baixa concentració de pèptid, membranes de PC:SM o de PC:GalCer, no 
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tenen cap influència en l’agregació del pèptid, mentre que les membranes de PC:Chol 

alenteixen el procés d’agregació i disminueixen el nombre final de fibres. Els estudis d’IR en 

canvi, efectuats mantenint la relació lipid/pèptid constant, però amb una concentració de 

pèptid 20 vegades més alta (1.2 mM), donen resultats diferents. Les diferents composicions 

lipídiques tendeixen a disminuir la formació d’estructura β.  

En els cas de les mesures d’IR, s’ha de considerar que l’estructura β que es detecta no 

és només la de les fibres. Alguns dels oligòmers d’alt pes molecular que es formen durant la 

fase de latència i que al final del procés coexisteixen amb les fibres (Figura 36a) també 

contenen estructura β [209], que en els espectres d’infraroig serà detectada juntament amb la 

de les fibres. Per altra banda, en els estudis de fluorescència a baixa concentració de pèptid, la 

sonda ThT només detecta formació de fibres. D’aquesta manera, els resultats obtinguts 

(Figura 63a) mostren que les membranes d’extracte de lípid de cervell o amb composició 

lipídica típica de raft incrementen la formació de fibres. En aquest sentit, cal destacar que 

T.J.Pinehiro et al. [150] (Figura 19), han proposat un efecte semblant per a la proteïna 

priònica en presència de rafts lipídics. D’altra banda, els nostres resultats indiquen que les 

membranes fetes de PC i colesterol, disminueixen la formació de fibres.  

Examinant els resultats obtinguts en l’estudi de la influència de les membranes 

d’extracte de cervell en el procés d’agregació a elevada concentració de pèptid (Figura 67a, 

mesures de FTIR), s’observa una menor formació d’estructura β en presència d’aquest tipus 

de membranes model. Com que s’ha mantingut la relació lípid/pèptid, la concentració del 

pèptid en les membranes pot ser la mateixa que la dels experiments amb ThT. Tenint aquest 

fet present, si les membranes d’extracte de cervell incrementen les fibres formades però 

disminueixen la quantitat total d’estructura β, és raonable pensar que la disminució 

d’estructura β és deguda a una disminució d’espècies β no fibril·lars (oligòmers d’alt pes 

molecular). Possiblement les membranes tenen una alta afinitat per les espècies no fibril·lars, 

formades durant la fase de nucleació, que contenen estructura β i les transformen en fibres 

més del que ho farien en absència de membranes. D’aquesta manera, en el medi quedarien 

espècies no-fibril·lars sense estructura β, possiblement en més abundància de les que hi 

queden quan no hi ha membranes. En resum, les membranes de lípid de cervell i les que 

simulen rafts augmenten la quantitat de fibres formades, respecte el control en absència de 

membranes, però disminueixen la quantitat d’espècies β no fibril·lars presents en el medi. 

 L’efecte del colesterol, que implica tant una disminució del nombre de fibres formades 

(experiments de ThT) com del total d’estructura β (experiments d’IR), podria ser degut a una 
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elevada afinitat per part de les espècies no-fibril·lars i sense estructura β per les membranes de 

PC:Chol. Aquesta interacció faria que aquestes espècies no-fibril·lars no progressessin ni cap 

a espècies fibril·lars amb estructura β ni cap a fibres. 

 Un altre aspecte interessant, és l’efecte de les membranes a pH 7.5 (Figura 63b i 

Figura 67b). En aquest cas, els experiments amb ThT conclouen que no es formen fibres 

durant l’interval de temps mesurat. Els experiments d’IR, però, ens indiquen que les 

membranes (unes composicions lipídiques més que altres) afavoreixen la formació 

d’estructura β. Aquesta estructura β correspondria en part a les fibres que s’han detectat per 

microscòpia electrònica i, en altra part, a oliogòmers β d’alt pes molecular (no fibril·lars).   

Per tant, quan les His del pèptid estan desprotonades i sense càrrega (pH 7.5) les membranes, 

afavoreixen la formació d’estructures β. És interessant observar que aquest efecte depèn de la 

presència de la Tyr10 en la seqüència del pèptid, ja que l’efecte no es produeix si es 

substitueix aquest residu per Ala. D’aquesta manera, la formació d’una major quantitat 

d’estructura β, dependria d’una interacció de la Tyr10 amb les membranes. Aquesta 

interacció, però, no sembla dependre de la presència de GalCer a les membranes. 

 La Tyr 10 és necessària també per a l’agregació del pèptid en absència de membranes. 

A pH 5.5 i baixa concentració de pèptid no s’observa formació de fibres (Figura 63c), però sí 

que s’observa formació d’estructura β en els experiments d’IR (Figura 67c), la qual correspon 

almenys en part a les fibres detectades per microscòpia electrònica. D’aquesta manera, s’entén 

que l’absència de la Tyr 10 alenteixi el procés d’agregació a pH 5.5 (His protonades i 

carregades) i que no s’observi agregació a pH 7.5 (Figura 67d). 

 Pel que fa a la interacció amb esfigolípids en general, tal i com suggereixen els treballs 

del grup de recerca de J. Fantini [101, 177-179], es podrien establir interaccions d’stacking   

π-π entre els anells de sucre presents en esfingolípids com la GalCer i l’anell de la Tyr present 

en la seqüència del pèptid Aβ(1-28). Els estudis realitzats en la present tesis amb una 

seqüència peptídica en la qual la Tyr10 del pèptid Aβ(1-28) ha estat substituïda per Ala, 

demostren que aquest residu resulta de vital importància ja per l’agregació del pèptid en 

absència de membranes lipídiques, de manera que la seqüència mutant no agrega. De totes 

maneres, el resultats dels processos d’agregació de la seqüència wild type estudiats en 

presència de membranes que contenien GalCer, indiquen que no es produeixen interaccions 

específiques amb aquest esfingolípid que puguin influir en el procés d’agregació. Els efectes 

inductors de l’agregació depenen de la presència conjunta de GalCer i SM, i probablement 

depenguin d’altres tipus d’interaccions entre el pèptid i aquest lípids [101] 
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V.5.2.- Efecte dels lípids sense càrrega neta en la cinètica d’agregació del pèptid 

PrP(185-208) 

 En examinar la bibliografia sobre prions, hom se n’adona de l’absència de treballs 

sobre fragments peptídics derivats de la proteïna priònica humana, ja que la major part de la 

recerca està centrada en la proteïna sencera, ja sigui recombinant o purificada. Únicament es 

poden trobar treballs sobre el fragment 106-126, l’anomenat “miniprió” donat el seu 

comportament citotòxic i amiloide, comparable al de la proteïna sencera. En tots dos casos, se 

sap que les membranes biològiques poden modular el seu procés d’agregació. Tenint com a 

punt de partida el treball en que R. Mahfoud et al. [101] proposen un motiu d’unió a 

esfingolípids present en el fragment priònic PrP(185-208), un dels objectius en aquesta tesi va 

ser comprovar si la composició lipídica influeix en el procés d’agregació del citat pèptid. 

 Tal i com mostren els resultats, el fragment priònic PrP(185-208) però, no agrega ni 

forma fibres en presència de cap de les membranes electroneutres model estudiades, ni en 

presència ni en absència de GalCer (el lípid que podria interaccionar específicament amb la 

Phe187 del fragment priònic). Aquest resultat es dóna tant a concentració peptídica baixa com 

elevada, de tal manera que es pot dir que la incapacitat de formar fibres en presència de lípid 

és una característica intrínseca d’aquesta seqüència peptídica. No es tracta, però, de que el 

pèptid no interaccioni amb les membranes. De fet els resultats obtinguts d’estudiar la 

interacció del pèptid amb les mateixes membranes model electroneutres marcades amb la 

sonda di-8-ANEPPS, demostren que hi ha una certa interacció del pèptid amb les bicapes 

lipídiques, suficient com per produir una alteració del valor del potencial dipolar de 

membrana. En qualsevol cas, aquesta interacció no és rellevant per al procés de formació 

d’agregats amiloides i, certament, no sembla dependre de la presència de GalCer a les 

membranes. En aquest sentit, la hipòtesi de J. Fantini [101, 177-179], que implicaria 

l’existència d’una relació entre el procés d’agregació i la possible unió de anells aromàtics al 

sucre de la galactosilceramida, no és aplicable al cas del pèptid PrP(185-208). 

 

V.5.3.- Efecte dels lípids amb càrrega neta negativa en la cinètica d’agregació dels 

pèptids Aβ(1-28) i PrP(185-208) 

 Hi ha treballs que posen de manifest la capacitat del pèptid Aβ per interaccionar amb 

les membranes lipídiques i, en particular, amb les que contenen fosfolípids carregats 

negativament [129], els quals induirien el canvi conformacional amb que s’inicia el procés de 
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fibril·logènesi. En aquest sentit, cal remarcar el treball d’A.Chauhan et al. [129] en que es 

posa de manifest una relació directa entre els fosfolípids aniònics (PS, PA, PI, PIP. PIP2) i la 

fibril·logènesi d’Aβ, i que aquesta augmenta amb el grau de fosforil·lació de PI (és a dir, 

PIP2>PIP>PI). En presència d’aquest tipus de fosfolípid es promou la fibril·logènesi d’Aβ, 

mentre que quan s’incuba Aβ en presència de gangliòsids o de fosfolípids aniònics sense 

grups fosfat, no hi ha indicis d’agregació. Així doncs, aquests autors suggereixen que els 

grups fosfat són necessaris per a que tingui lloc la interacció Aβ-lípid, mitjançant la unió als 

residus aminoacídics carregats positivament. En el cas dels pèptid Aβ(1-40) i Aβ(1-42) es 

produiria la interacció del fragment C-terminal dels pèptids amb la part hidrofòbica de la 

membrana. En aquest mateix treball, es conclou que el fragment peptídic Aβ(1-28) no 

interaccionaria amb membranes carregades negativament amb àcid fosfatídic. En canvi, en els 

resultats exposats en aquesta tesi queda demostrada la interacció del fragment Aβ(1-28) amb 

membranes de PC:PS i el seu procés de formació de fibres amiloides, tant a baixa com a 

elevada concentració peptídica. En presència de membranes model que contenen un 10% de 

càrrega negativa neta s’observa una cinètica d’agregació que dona lloc a fibres amiloides, 

amb la típica morfologia microscòpica. Aquesta cinètica, a més, es veu accelerada si el pH del 

medi està ajustat a 5.5. Aquests resultats no contradiuen necessàriament els d’A.Chauhan et 

al. [129], ja que si hom examina i compara les condicions experimentals pot veure que el pH 

del medi està ajustat a pH 7.4. En aquestes condicions de pH, nosaltres hem trobat que es 

formen agregats i formes oligomèriques d’una manera molt més lenta que a pH 5.5 i, 

probablement, no foren detectats en el treball d’A.Chauhan et al. A més, també hem 

comprovat, mitjançant mesures amb la sonda di-8-ANEPPS, que el pèptid Aβ(1-28) 

interacciona amb les membranes model, modificant la magnitud del potencial dipolar de 

membrana. 

 En el cas de la proteïna priònica se sap que es localitza en els caveolae, regions de la 

membrana que contenen colesterol i esfingolípids principalment, però també una quantitat 

significativa de glangliòsids amb càrrega negativa [130, 210]. Estudis fets amb membranes 

model posen de manifest la capacitat de PrPC per unir-se a membranes amb glicerofosfolípids 

carregats negativament i experimentar un canvi conformacional cap a la forma PrPSC [151, 

152]. Aquesta unió pot tenir rellevància en el procés de conversió PrPC  PrPSC que té lloc en 

caveolae. Estudis recents mostren com el fragment priònic PrP(106-126) adopta estructura β 

en presència de membranes model amb càrrega negativa [211]. Els resultats obtinguts en 

aquesta tesi sobre el pèptid priònic PrP(185-208) demostren clarament que el pèptid és capaç 

de seguir una cinètica d’agregació amiloide amb formació de fibres en presència de 
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membranes carregades negativament amb PS. L’agregació d’aquest pèptid, que no forma 

agregats quan es troba sol en el medi, per tant, depèn de la presència d’una certa densitat de 

càrrega negativa, ja sigui associada a un polímer com l’heparina o a la superfície de les 

membranes biològiques. 

 La capacitat dels pèptids d’interaccionar amb la superfície de membranes carregades 

negativament i la influència que aquesta interacció pugui tenir en el procés d’interacció, és 

rellevant en relació a alguns processos biològics relacionats amb l’aparició de càrregues 

negatives a la superfície de les membranes. Els fosfolípids es distribueixen de manera 

asimètrica en la membrana plasmàtica: els fosfolípids àcids es troben orientats cap a la part 

citoplasmàtica de la membrana, mentre que els fosfolípids sense càrrega es troben orientats 

cap a l’exterior cel·lular. En situacions de dany cel·lular, com processos d’oxidació i 

d’apoptosi, la membrana perd la seva asimetria i els fosfolípids aniònics com la PS es 

transloquen des de la monocapa interna cap a la monocapa externa de la membrana. 

D’aquesta manera, la PS quedaria exposada cap a la superfície extracel·lular i així podria 

interaccionar amb el pèptid Aβ. De fet, a la bibliografia existeixen diverses evidències que co-

relacionen la deposició d’Aβ en la malaltia d’Alzheimer i l’estrés oxidatiu, de manera que la 

la pèrdua d’asimetria i, per tant, la translocació de PS, generada amb l’estrés oxidatiu que 

acompanya a la malaltia, podria acabar provocant una major acumulació de pèptid amiloide 

en les membranes de les cèl·lules afectades.  
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V.6.- Fibres amiloides dels pèptids Aβ(1-28) i Prp(185-208): un model 

estructural. 

Els resultats obtinguts en l’estudi del pèptid Aβ(1-28) permeten, considerats en el seu 

conjunt i en relació a d’altres treballs, proposar un model d’estructura que explicaria la 

formació de fibres. Aquest model es presenta de manera esquemàtica a la Figura 82. 

 
Figura 82. Model estructural de les fibres amiloides formades pel pèptid Aβ(1-28), (a) amb fulla β paral·lela 
o (b) amb fulla β antiparal·lela. En ambdós casos es podrien establir interaccions salines entre His-Glu/Asp i 
Asp-Lys i interaccions d’stacking π-π a través de l’apilament intermolecular del residu de Tyr10. Les Phe19 i 
Phe20 també podrien apilar-se i establir interaccions d’stacking π-π intermoleculars principalment en el cas de la 
fulla β paral·lela. 
 

La cadena polipeptídica en forma d’estructura β es tancaria sobre ella mateixa, 

formant una forquilla estabilitzada per la interacció entre residus His i residus Asp i Glu.      

La formació d’una forquilla d’aquesta mena, ha estat proposada per A.Baumketner i J.E. Shea 

[182] en una simulació per dinàmica molecular (Figura 83) per al fragment 12-28 del pèptid.  
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Figura 83. Models estructurals proposats per al pèptid Aβ12-28. Extret d’A.Baumketner i J.E. Shea [182]. 

 

La formació de la forquilla vindria possibilitada per la formació de ponts salins entre 

les His13 i His14 i els Glu22 i Asp23. Aquesta estructuració, permetria que l’apilament de 

forquilles donés lloc a un alineament dels anells aromàtics de la Tyr10, de tal manera que 

s’establirien interaccions d’apilament π-π. Així doncs, a l’estructura de la fibra hi hauria una 

franja longitudinal de residus His que dibuixaria un possible lloc d’unió d’heparina i una altra 

franja longitudinal d’anells aromàtics dels residus de Tyr que interaccionarien entre ells, 

contribuint a estabilitzar l’estructura. Aquest model comporta, a més, l’apilament dels residus 

Phe19 i Phe20, que podrien contribuir també, a través d’interaccions entre els anells 

aromàtics, a l’estabilització de l’estructura. 

El model permet explicar els efectes de la substitució dels residus His per Ala, i també, 

els resultats observats en els experiments en que les Tyr han estat substituïdes per Ala.         

La substitució del residu His13 o His14 per Ala impedeix la formació d’interaccions 

electrostàtiques que estabilitzin la forquilla. En aquestes condicions, però, les fibres es poden 

formar, tot i que més lentament, ja que encara es poden donar les interaccions per apilament 

π-π dels residus de Tyr10 i els residus de Phe19 i Phe20. Per altra banda, l’apilament de les 

Tyr10 permet explicar l’alentiment de la cinètica d’agregació, quan es substitueix aquest 

residu per Ala a pH 5.5 (His carregades positivament) i inhibidor de la formació de fibres a 

pH 7.5 (His no carregades). 
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 En el cas del pèptid priònic, la Figura 84 mostra la possible formació d’una forquilla 

similar a la del pèptid Aβ(1-28). Fins i tot, amb un parell iònic prop del gir de la forquilla i 

amb un alineament de residus d’His i també de residus Phe, que podrien establir interaccions 

d’stacking π-π a través de l’apilament de les cadenes aromàtiques. Tot i així, els resultats 

mostren clarament que el pèptid priònic per sí mateix no forma agregats amiloides. Examinant 

l’estructura esquematitzada a la Figura 84, sembla que aquest fet podria ser degut a 

l’existència de càrregues elèctriques no compensades que introduirien efectes repulsius, més 

importants que els atractius. La presència d’heparina o de membranes carregades 

negativament podria, però, contribuir a vèncer aquestes repulsions interaccionant amb la 

franja d’His i Lys, i afavorir així la formació de fibres, tal com s’ha vist en els resultats 

presentats. 

 
Figura 84. Model estructural de les fibres amiloides formades pel pèptid PrP(185-208), (a) amb fulla β 
paral·lela o (b) amb fulla β antiparal·lela.En ambdós casos es podrien establir interaccions salines entre His/Lys-
Glu, però les interaccions d’stacking π-π a través de l’apilament intermolecular del residu de Phe198 només es 
podria establir en el cas de la fulla β paral·lela. 
 



 

   163

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONS 



 

164 

 
 

 

 



                                                            Conclusions 

   165

 A partir dels resultats sobre el fragment peptídic 185-208 derivat de la proteïna 

priònica humana i del fragment 1-28 del pèptid Aβ se’n deriven les següents conclusions: 

 

 1.- El fragment 185-208 de la proteïna priònica humana, PrP(185-208), forma agregats 

amiloides en presència d’heparina (polímer carregat negativament) o en presència de 

membranes biològiques amb càrrega superficial negativa. L’agregació del pèptid segueix la 

típica cinètica sigmoïdal, interpretable com a un procés de polimerització nucleada.  

 

 2.- A diferència del fragment Aβ(1-28) del pèptid β amiloide relacionat amb la 

malaltia d’Alzheimer, amb el que comparteix una hipotètica homologia estructural, el 

fragment priònic no forma agregats amiloides en absència d’heparina o de membranes amb 

càrrega negativa. 

 

 3.- L’efecte de l’heparina sobre l’estat d’agregació del pèptid, es produeix en part a 

través de la His187, la qual formaria part d’un possible domini d’unió a glicosaminoglicans, 

KQHTV, per comparació amb el domini present en la seqüència del pèptid Aβ(1-28), 

KQHHV. La substitució de la His187 per Ala, en la seqüència del fragment priònic, produeix 

un alentiment del procés d’agregació, de la mateixa manera que la substitució de les His13 o 

His14 en la seqüència de l’Aβ(1-28), alenteix el seu procés d’agregació. En el cas del 

fragment priònic però, l’alentiment del procés és menys pronunciat que en el cas de      

l’Aβ(1-28).  

 

 4.- Tal i com indiquen les mesures de variació del potencial dipolar de membrana, el 

pèptid PrP(185-208) interacciona amb membranes model. Tot i això, aquesta interacció no té 

cap repercussió en l’estat d’agregació del pèptid si les membranes estan formades per lípids 

electroneutres. En aquest sentit la hipòtesi de J.Fantini i col·laboradors segons la qual, una 

hipotètica interacció dels anells aromàtics del pèptid amb el sucre de la galactosilceramida de 

les membranes podria determinar l’estat d’agregació, resulta irrellevant en aquest cas. 

L’agregació del pèptid PrP(185-208) sí que es veu afavorida per la presència de membranes 

amb càrrega superficial negativa. Aquest fet, juntament amb l’efecte inductor observat per a 

l’heparina, posa de manifest la necessitat d’un substrat amb una determinada densitat de 

càrrega elèctrica negativa perquè el pèptid formi agregats amiloides. 
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 5.- Contràriament al que estava descrit fins ara, la presència de membranes afecta 

clarament el procés d’agregació del pèptid amiloide Aβ(1-28). L’efecte depèn de la 

composició lipídica i sembla produir-se a partir de la interacció de certes espècies agregades 

(no fibril·lars) que es formen durant la fase de nucleació amb les membranes.                      

Les composicions lipídiques que simulen els rafts o microdominis de les membranes cel·lulars 

acceleren la formació i augmenten la quantitat de fibres amiloides. La presència de només 

colesterol en membranes de fosfatidilcolina, en canvi, alenteix el procés i fa que es formin 

menys fibres. La presència de galactosilceramida en les membranes (possibles interaccions 

amb els anells aromàtics del pèptid) no sembla tenir cap efecte específic sobre el procés 

d’agregació. 

 

 6.- La Tyr10 del pèptid Aβ(1-28) és important per a la formació d’estructures 

amiloides. Quan les His13 i His14 estan carregades positivament, l’absència de la Tyr10 

alenteix la formació de fibres. Si les His13 i His14 no estan carregades positivament, 

l’absència de la Tyr10 inhibeix la formació de fibres. 

 

 7.- Els polímers ramificats anomenats dendrímers, amb càrregues positives a la 

superfície tenen la capacitat d’interferir en el procés d’agregació dels pèptids amiloides  

Aβ(1-28) i PrP(185-208). Ens els dos casos l’efecte observat sobre les cinètiques d’agregació 

depèn de la relació dendrímer/pèptid: a relacions elevades es produeix un alentiment de la 

fase de latència, mentre que a relacions prou baixes s’observa una acceleració d’aquesta fase. 

En el cas del fragment priònic la presència de dendrímers sembla afectar més la fase 

d’elongació i la quantitat final de fibres, mentre que en el cas del pèptid Aβ(1-28), afecta 

principalment el procés de nucleació. 

 

 8.- El fragment PrP(185-208) de la proteïna priònica humana és citotòxic.               

S’ha demostrat que disminueix fins a un 25% la viabilitat d’una línia cel·lular de 

neuroblastoma en cultiu cel·lular. 
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