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a obtencion de fibras proteicas es un

proceso que puede darse en cualquier tipo

de proteina. La fibrilacion implica nuevas
propiedades fisicas, quimicas y biologicas, que
en ocasiones pueden ser aprovechadas. En
otros casos, se generan reacciones patologicas.
El estudio del mecanismo de fibrilacion, asi
como de su inhibicion es un tema relevante en
el control de las propiedades de las proteinas.
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Resumen

Los procesos de fibrilacion
de proteinas se refieren a la
union de cadenas ligeramente
modificadas en su estructura
nativa, formando pequenas
fibras. Se conoce poco acerca
del mecanismo que conduce
a estas conformaciones, una
hipotesis difundida y acep-
tada es la del cono entropico,
segun la cual una estructura
pre-desplegada es crucial en
el crecimiento de fibras. La
fibrilacion puede presentar
ventajas en cuanto a que las
proteinas asi conformadas
tienen cualidades aprovecha-
bles tecnolégicamente. Por
otra parte, si el proceso ocurre
en tejidos podria generar
enfermedades conocidas como
amiloidosis. En la Universidad
Antonio Narifo se han estu-
diado moléculas macrociclicas
tipo resorcinareno capaces de
inhibir la fibrilacion de algunas
proteinas.
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Abstract

Protein fibrillation is a process
in which the peptide chains are
slightly modified form native
structure to yield fibers. The
mechanism that leads to this
fiber conformations is little
known. An accepted hypo-
thesis is the “entropic cone’,
according to this hypothesis a
pre-unfolded structure plays a
crucial role in the fiber growth.
Fibrillation can offer certain
advantages, since the new
structure offers technological
possibilities. On the other
hand, when the process occurs
inside tissues could be respon-
sible to generate a series of
illness known as “amyloidosis”
At the University Antonio
Narino a family of macrocyclic
molecules, the resorcinarenes,
is been studied. Preliminary
results indicate that thisma-
crocycles are able to inhibit
the fibrillation of certain
proteins.

Introduccion

La estructura de proteinas
estd estrechamente relacio-
nada con las propiedades y
funcionalidades que presen-
tan a nivel biolégico. Toda
proteina presenta una (o
varias) estructuras en las que
conserva una actividad biolo-
gica conocida como estado
nativo. Sin embargo, esta
estructura es susceptible

de sufrir modificaciones. En ocasiones, los
cambios conformacionales que pueden darse,
por sutiles que sean, generan enormes conse-
cuencias en las funciones biologicas y en las
propiedades fisico-quimicas. Una de ellas es la
agregacion de las unidades proteicas, es decir,
la union de varias proteinas que han sufrido
una escasa alteracion en su forma nativa Fink
(1998).

En ocasiones los agregados que se generan
no tienen formas definidas, estas uniones
se conocen comunmente como “coagulos” o
“precipitados”Menos frecuente es la union
de proteinas para generar agregados con una
forma definida dando lugar a estructuras
alineadas, las cuales crecen al unir miles de
pequenas moléculas, lo que conduce a una
estructura de tipo fibra,fenémeno que se
conoce como “fibrilacion”Ledney (2014).

En ocasiones los agregados que
se generan no tienen formas
definidas, estas uniones se
conocen comunmente como
“coagulos” o “precipitados”.

Es interesante notar dos fendmenos que rodean
la formacion de agregados. En primer lugar,
necesariamenteesta implicada la pérdida de
la funcionalidad de las proteinas que se unen,
indistintamente si la agregacion genera estruc-
turas organizadas o no. En segundo lugar, este
fenébmeno puede darse atn en el medio nativo
espontaneamente.

Los procesos de agregacion se han estudiado
recientemente con varios fines en mente:
entender los mecanismos que llevan a su
formacion, inhibir o promover esa formacion,
y obtener agregados con propiedades intere-
santes a nivel tecnologico.
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;Por qué se agregan las
proteinas?

La respuesta es muy sencilla:
ino se sabe! Sobre todo, consi-
derando que este proceso se
da espontaneamente, ain en
condiciones nativas que debe-
rian conservar una estructura
definida y funcional. Sin
embargo, existen hipotesis que
permiten entender los feno-
menos de agregacion. Una
explicacion muy util es la que
se conoce como “cono entropi-
co’Borgiaet al. (2015). Conviene
recordar brevemente algunos
conceptos termodinamicos
para entender esta hipoétesis.

Inicialmente, cuandoun proceso
se da espontaneamente se dice
que tiene una energia libre (AG)
negativa. La espontaneidad, a su
vez, se relaciona con la entalpia
(AH) y con la entropia (AS).
Cuando un proceso es espon-
taneo se debe a que es entalpica
o entropicamentefavorable. En
otras palabras, la entalpia se
relaciona con la energia térmica
y la entropia con el grado de
desorden molecular, por lo que
si un proceso libera calor es
favorable por entalpia, mientras
que si genera mas desorden es
favorable por entropia. Como es
de suponer, la union de cadenas
proteicas para formar estruc-
turas fibrilares es desfavorable
por entropia, ya que las fibras
presentan una estructura defi-
nida. Esto equivale, por ejemplo,
a lanzar un ovillo de lana al aire
y que al caer al suelo se formara
una bufanda espontaneamente.
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El cono entropico (Figura 1) ilustra un deli-
cado balance entre distintas posibilidades
estructurales en proteinas. Inicialmente
se tiene una “fase nativa” donde se da una
funcionalidad definida con una energia base
(arbitrariamente asignada). La estructura
puede sufrir cambios reversibles a formas de
mayor energia, sutilmente diferentes (estados
intermedios). Algunos estados (parcialmente
plegados) se forman por la uniéon de estruc-
turas muy similares al estado nativo que son
de menor energia y por tanto mas favorables.
Posiblemente el hecho de ser mas favora-
bles se deba a que un cambio conformacional
exponga hélices alfa hidrofobas (represen-
tadas como flechas azules en la Figura 1) que se
estabilizan por la union de dos cadenas, ya que
el entorno nativo es tipicamente acuoso y las
cadenas expuestas son hidrofobas. Hasta ahi
los cambios son netamente por plegamientos
sin mayores consecuencias en la funciona-
lidad de las proteinas, por lo que todo ello se
considera un mismo estado nativo. El proceso
de union puede continuar, es decir, no restrin-
girse a la union de dos cadenas. Estas uniones
mas grandes se conocen como nucleos.

o\ P ay
l\.—\/(\jr\ —~ Forma nativa V N N

Estados
Intermediarios ?
Estados
Parcialmente

plegados

Estado nativo

ENERGIA

Oligémeros

Agregados
amorfos

Fibras amiloides

PLEGAMIENTOS AGREGADOS

Figura 1. Modelo del cono entropico para la formacion de
agregados proteicos. El ancho de los picos se relaciona
con la probabilidad energética. Adaptado de Salahuddin
(2015).
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Los nucleos formados pueden tener varios
destinos: generar agregados amorfos, favo-
recidos por entropia, formar oligobmeros
parcialmente estructurados o formar fibras
amiloides. Esta es la razéon por la que las
regiones de agregacion se conocen como de
“cono entropico”. Muy similares son las uniones
que generan oligomeros, donde la favorabilidad
aun es entropica a pesar de que se generan
estados semi-organizados. Finalmente, es muy
poco probable que el cono genere uniones
que, aunque requieren una desorganizacion
previa, conduzcan a agregados paradojica-
mente organizados, las formas de fibra. Es
importante resaltar que el cambio de entropia
que lleve a formar fibras no puede darse de
cualquier forma. Es necesario una exposicion
de hélices hidrofobas. Teniendo esto en mente
se entiende que la fibrilacion es un proceso
realmente poco probable. No obstante, una
vez se genere un germen de nucleacion, el
proceso se auto-favorece por un arrastre en
un cono entropico. Esta teoria es debatible,
pero experimentalmente tiene solidez, debido
a que se ha detectado la presencia de estruc-
turas desorganizadas previa a la formacion de
fibras organizadas (Militello et al., 2003).

:Qué es lo bueno?

Lo bueno de la fibrilacion de proteinas
consiste en dos situaciones distintas. La primera:
hay proteinas de uso tecnologico o industrial,
cuyas propiedades mejoran al fibrilarse. Por otra
parte, su estudio permite elucidar como pueden
controlarse los procesos de fibrilacion.

En efecto, industrias como la alimentaria
requieren de ingredientes para otorgar propie-
dades especiales a los productos finales, tales
como panes y bizcochos mas flexibles, masas
con humedad controlada, mayor digestibilidad
de los productos; e incluso, al fibrilarse, pueden
disminuirse reacciones alérgicas en ciertos
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productos, donde es famoso el
caso del gluten (Mohammadian
y Madadlou, 2018). Otras apli-
caciones tienen origen en la
diversidad de grupos funcio-
nales que se dan sobre las fibras
obtenidas, lo cual permite el
diseno de sensores de afinidad
variable a numerosos agentes,
como anticuerpos o metales
(Knowles y Mezzenga, s.f).
Ademas, la obtencion de fibras
estables permite el disenio de
nuevos materiales (Bolisetty y
Mezzenga, 2016).

+Qué es lo malo?

La fibrilacion puede ocurrir
tanto in vivo como in vitro.
En particular, es indeseable
que se formen fibras dentro
de células o tejidos vivos.
En medicina, las fibras se
conocen como “amiloides”
dando origen a una serie
de enfermedades llamadas
“amiloidosis” (Uversky y Fink,
2004). En medios vivos, la
formacion de una sola estruc-
tura fibrilar arrastra hacia la
propagacion del proceso, una
especie de proceso auto-ca-
talitico, que guarda relacion
con la teoria del cono entro-
pico, donde el aumento de
desorden es un paso previo
para la formacion de estruc-
turas fibrilares. Actualmente
existen mas de veinte enfer-
medades catalogadas como
amiloidosis, entre ellas estan
el Parkinson y el Alzheimer,
que son enfermedades neuro-

IOU9ID

ab
ab
4=
el
X
e
ab
Q.
ab




icada

1

Q
q+]
4]
-]
P
-
b
-
&

Revista SayWa, vol 1 No. 1, enero-junio. 2019

degenerativas e irreversibles, en donde las
fibras (en particular de la proteina “abeta
amiloide”) que se forman alrededor de células
neuronales generan una capa aislante entre
ellas inhibiendo la comunicacion intercelular
(Han et al., 2017). Otras proteinas, como la
albtmina de suero, aunque pueden fibrilarse
no estan asociadas a una patologia. De hecho,
en el cuerpo humano hay proteinas que deben
formar fibras: el colageno y la actina son ejem-
plos claros de ello.

:Qué es lo feo?

El proceso de fibrilacién no estd claramente
establecid (Militello et al., 2003), aqui se ha
mostrado solo una de las hipotesis que existen
en torno a €l. Pese ala gran utilidad que tendria
develar el misterio de la fibrilacion, atn no
existe una sola explicacion ampliamente acep-
tada. Otra particularidad es que se ha visto que,
en las condiciones adecuadas, toda proteina es
susceptible a formar fibras. Sin importar si se
trata de una proteina globular, amorfa o meta-
loproteina.

El estudio de la fibrilacion es complejo, incluso
porque hay ocasiones donde es muy dificil saber
si el material obtenido es o no una fibra. Existen
meétodos protocolarios para saber si un agre-
gado proteico es realmente fibrilar. Uno muy
popular consiste en la generacion de materiales
fluorescentes con sondas especializadas como
tioflavina Ty rojo Congo (Arasteh et al., 2016). Otra
técnica es la inspeccion visual, para confirmar
si el material forma pequenos hilillos. Esto se
hace mediante estudios de imagenes de micros-
copia 10. Ambas técnicas son motivo de debate,
ya que no estan totalmente estandarizadas para
detectar fibras.AUn mas dificil es el estudio
de estados pre-agregados. Las fases previas
escapan de la posibilidad de ser estudiadas por
métodos aplicables tanto a fases homogéneas
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(diversas espectroscopias) como
a heterogéneas (técnicas de
microscopia). Es necesario
aplicar métodos mixtos y facti-
bles solo en el estudio de cada
proteina en particular.

Estudios realizados en
fibrilacion de albumina
de suero bovino

Recientemente en el grupo
de investigacion de Ciencias
Biologicas y Quimicas, de la
Universidad Antonio Narifio, se
ha estudiadola cinética de fibri-
lacion de la albimina de suero
bovino. La cual puede ser usada
como modelo de procesos de
agregacion mediante técnicas
de microscopia confocal de
barrido y fluorescencia de
tioflavina T. Ademas, se estudio
el efecto de macrociclos solu-
bles en agua tipo resorcinareno
(Figura 2) en dicha cinética.

Se ha encontrado que la pre-
sencia de resorcinarenos es
capaz de inhibir la fibrilacion en
rangos que van desde 20 a 60%
con respecto a las condiciones
de agregacion mas eficientes
de la albamina. Este hallazgo es
interesante en la busqueda de
sustancias con potencial apli-
cacion en farmacéutica.

El uso de macrociclos es una
alternativa interesante para
detener procesos de agregacion,
se ha visto que son versatiles
en cuanto a las posibilidades
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de interaccion que presentan
frente a una proteina, las cuales
incluyen: formacion de puentes
de hidrogeno, interacciones
en la cavidad de macrociclo
a través de uniones con la
nube electrénica de los anillos
aromaticos, interacciones por
cargas, todas ellas son uniones
donde no se genera una union
fuerte (de tipo covalente) por lo
que son conocidas como inte-
racciones supramoleculares.

Los resultados de la interaccion
con resorcinarenos han permi-
tido evidenciar una reduccion
considerable en la forma y tipo
de agregacion, para lo cual se
han usado técnicas de micros-
copia confocal de barrido. En la
Figura 3 se muestra coOmo una
fibra de albumina en ausencia
de macrociclo pasa a generar
agregados amorfos, mas cortos
e identificables como coagulos.

Se ha planteado que la inhibi-
cion de la fibrilacion obedece
a que la union del macrociclo
genera estructuras donde la
exposicion de las regiones
hidrofobas de la proteina se
ve impedida. Estas regiones
son ricas en motivos de tipo
hélice, que son fundamentales
para la alineacion los ntcleos,
tal como lo sugiere el modelo
del cono entropico. Dichas
uniones se han modelado
usando técnicas de docking
molecular, un ejemplo de ello
se muestra en la Figura 4.

Figura 2. A. Estructura general de los resorcinarenos. B.
forma de copa, en donde se muestra que pueden alojarse
moléculas que acttian como huésped.

Figura 3. A. Imagen microscopica de una fibra de alba-
mina. B Imagen de un agregado no fibrilar, ala misma
escala, inhibido por la acciéon de resorcinarenos.Tomada
usando microscopio confocal de barrido Olympus objetivo
FV1000 60x/1.42 oil PlanApo N.

Figura 4. A. Simulacién del sitio de unién de un resorci-
nareno en albamina. B.Ampliaciéon de la region marcada
en recuadro blanco.La visualizacion se realizé usando el
software CHIMERA 1.13.1rc.
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Otros estudios han reve-
lado que los resorcinarenos
también inhiben la fibrilacion
del amiloide abeta, relacio-
nado con el Alzheimer, y de
la insulina, relacionada con
la diabetes (Han et al., 2017).
El uso de albamina podria
permitir el estudio del meca-
nismo de agregacion por
medio de técnicas que no son
aplicables a proteinas poco
disponibles por la dificultad
que tienen en su purificacion.

Conclusiones

La fibrilacion de proteinas es
un tema de interés en la actua-
lidad. Uno de los principales
objetivos en la investigacion
de este tema es proporcionar
informacion que  permite
esclarecer los mecanismos que
conllevan a la agregacion fibri-
lar.A pesar de las aplicaciones
que tiene el estudio de este
tema, no es clara aun la forma
en que una estructura proteica
definida cambia a nivel de orga-
nizacion intermolecular para
agregarse perdiendo su funcio-
nalidad biologica. En el caso de
la investigacion que se realiza
en la Universidad Antonio
Narifio, se han descubierto
moléculas capaces de inhibir
eficientemente la formacion de
fibras.
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