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Prélogo

A lo largo de la evolucion, las proteinas han mantenido la responsabilidad de asegu-
rar el funcionamiento metabélico de todo ser vivo. En nuestros dias, reconocemos a
las proteinas como piezas fundamentales dentro del rompecabezas molecular funda-
mento de la vida y donde a través de la propia evolucion, todos los sistemas vivos han
desarrollado mecanismos moleculares altamente regulados, que por un lado aseguran
la adquisiciéon y mantenimiento de su estructura tridimensional funcional, asi como
su correcto catabolismo al final de su ciclo de uso. Sin embargo, en el ser humano,
diversas condiciones patologicas en las cuales atin no se ha descrito una etiologia defi-
nida, han empezado a encontrar su origen a nivel molecular al relacionar de forma
directa diversos cuadros fisiopatologicos con alguna modificacion en el plegamiento
de las proteinas o en los mecanismos que regulan a este fenémeno bioquimico.

En “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas” hemos
abordado una serie de conceptos que se adentran en la busqueda y estudio siste-
maticos de las modificaciones en el plegamiento de las proteinas y que en nues-
tros dias han empezado a ofrecer una explicacion molecular a un niamero impor-
tante de enfermedades con origenes desconocidos. La primer parte de esta obra
comprende la descripcion de los principios termodinamicos que rigen el plega-
miento de las proteinas, realizando una detallada descripciéon de las principales
interacciones moleculares que participan en este proceso. Con cerca de 40 afios
desde su publicacion, sin duda los trabajos de Christian Anfinsen y Cyrus
Levinthal siendo pioneros en este campo del conocimiento, atin contintian no
solo siendo vigentes, sino que han dado origen a uno de los campos mas fértiles
de investigacion en las dreas quimica, biologica y de la salud.

Por muchos afos, la funciéon de las proteinas se ha explicado a través de
modelos donde la funcién de las mismas aparentemente reside en estructuras
rigidas perfectamente ordenadas como se enfatiza en el modelo denominado de
llave-cerradura, en donde se visualiza a las proteinas como estructuras tridimen-
sionales rigidas. Sin embargo, este concepto ha quedado rebasado a través de una
amplia serie de estudios que han demostrado que la funciéon puede emerger de
proteinas o dominios especificos contenidos en las mismas sin una estructura
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tridimensional preestablecida. Actualmente se reconoce que los organismos filo-
genéticamente mas evolucionados contienen un numeroso grupo de proteinas
que explican su funcién a través de lo que se puede considerar como desorden
estructural. De este modo, diversas lineas de pensamiento las cuales explican la
funcion de las proteinas a través de cambios de estructura del tipo orden/desor-
den o desorden/orden, han empezado a emerger. En la presente obra, se amplia
este concepto para llegar al planteamiento y discusion del papel que puede pre-
sentar el plegamiento anomalo de las proteinas en el desarrollo de enfermedad.
Problemas a lo largo de la sintesis o durante la conversion estructural intermedia
previa a la adquisicion final de una estructura funcional terciaria, es lo que actual-
mente se empieza a reconocer como enfermedad conformacional. De esta forma
por ejemplo, dedicamos suficiente espacio para describir y analizar a los amiloides,
estructuras asociadas con padecimientos como la diabetes mellitus tipo II y algunas
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Hasta hace
pocos anos, las llamadas fibras de tipo amiloide, aunque directamente asociadas con
estas enfermedades, representaban una entidad estructural poco entendida.
Actualmente, sin embargo, maltiples estudios han demostrado que estas fibras del
tipo amiloide pueden ser una especie comtn en la naturaleza, y que en algunos orga-
nismos se ha reportado pueden estar asociadas a funciones fisiol6gicas normales, sin
causar toxicidad.

Hacia el final de la obra, el lector encontrara una seccién dedicada a las estra-
tegias farmacolégicas y a los estudios a gran escala de genémica y proteémica diri-
gidos al tratamiento y entendimiento de este tipo de enfermedades. Sin duda,
estas herramientas en conexién con el conocimiento estructural y funcional de las
proteinas generado dia a dia, en un plazo corto de tiempo nos permitira estable-
cer novedosas estrategias encaminadas al completo entendimiento de los meca-
nismos moleculares que seran utilizados en el disefio de tratamientos para enfren-
tar a las enfermedades asociadas con el plegamiento anoémalo de las proteinas.

Desde los primeros estudios de difraccion de rayos X enfocados en dilucidar
la estructura tridimensional de un nimero importante de proteinas hasta las
investigaciones actuales a nivel de protedmica, el estudio de las proteinas ha sido
objeto de constantes adelantos en la forma de entender a estas macromoléculas.
Con la realizacién de esta obra, por un lado deseamos contribuir a la difusiéon de
estos novedosos conceptos con potencial impacto en la medicina cientifica de
nuestro pais, asi como también poner en perspectiva los conceptos y trabajo
experimental realizado dentro de esta area de estudio por nuestro grupo de
investigacion durante los dltimos afios.

Jaime Mas Oliva

Victor Guadalupe Garcia Gonzalez
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Las proteinas son los “caballos de trabajo” de la célula. Sus funciones abarcan tra-
bajo tan diverso como por ejemplo, funcionar como maquinas moleculares o rea-
lizar funciones de sefalizacion muy particular. Asimismo efectGan reacciones
cataliticas de transporte, forman capsides virales, canales membranales y son las
responsables de la degradacion de 4cidos nucleicos y de si mismas al final de su
ciclo de uso. Son también los vehiculos de la respuesta inmune y las responsables
de la entrada de los nutrientes que necesitan las células. Debido a su importan-
cia, un esfuerzo considerable en ciencias como biologia, medicina y quimica se ha
centrado en el estudio de sus multiples funciones, a través de la investigacion de
sus cambios estructurales dentro y fuera de las células (figura 1).

En este sentido, la funcion de las proteinas depende de forma importante de
la adquisicién de su estructura tridimensional especifica, a través del plegamien-
to en escalas de tiempo fisiologicas. Bajo condiciones de equilibrio y fuera de él,
las proteinas desarrollan estados parcialmente estructurados, los cuales siendo
intermediarios en el proceso adoptan una estructura altamente similar a la pro-
teina por completo plegada. Estos intermediarios conocidos como glébulos fun-
didos tienen la facilidad de adoptar una gran variedad de conformaciones, debido a
cambios en las cadenas laterales de los aminoacidos. Considerando que el meca-
nismo para obtener una estructura por completo empaquetada se considera ener-
géticamente mas costoso que la formacion de intermediarios plegados de forma
parcial, la evolucion podria haber conferido a un ntimero importante de protei-
nas la capacidad de plegarse parcialmente y dependiendo de la presencia de ligan-
dos especificos cambiar por medio de transiciones desorden-al-orden hacia un
estado altamente ordenado y alcanzar la conformacion energética mas baja. El
desorden dentro de este contexto puede representar segmentos o las proteinas
completas, las cuales pueden coexistir en esta conformaciéon de manera fisiologi-
ca. Debido a que este tipo de transicion desorden-al-orden es reversible, se ha
asociado con frecuencia a eventos importantes de sefalizacion celular.
Considerando el papel central de este fenomeno dentro de la fisiologia celular, el

IX
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Figura 1. Estructuras tridimensionales de proteinas asociadas a funciones de sefializacion, transporte, catdlisis,
regulacion, movimiento y estructura. Las estructuras se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB), y fueron
visualizadas empleando el programa PyMOL.257
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plegamiento anémalo de proteinas y las transiciones desorden-al-orden se han
empezado a relacionar con un niimero importante de enfermedades.

En consecuencia, el concepto del plegamiento y funcion de proteinas se
encuentra asociado de forma directa con el proceso de transiciones reversibles
desorden-al-orden, por medio del cual una cadena polipeptidica desplegada
adquiere su estructura funcional especifica a través del plegamiento.l,2 Aunque
por un largo tiempo se pensé que esta propiedad de las proteinas era s6lo un con-
cepto teodrico, en la actualidad se ha ido dilucidando que las proteinas con un ple-
gamiento anémalo estan relacionadas con el desarrollo de enfermedad. Dentro
del conocimiento actual que se dispone en relacion con las caracteristicas prima-
rias para que se lleve a cabo un complejo proteina-proteina, el novedoso concepto
del desorden presente en las proteinas ha llevado a empezar a dilucidar los meca-
nismos moleculares fundamentales en la correlacion que puede existir entre
estructura y funcion. Se ha estimado que una fraccion importante de proteinas
celulares son “nativa o intrinsecamente desordenadas”. Bajo esta condicion, una
proteina puede existir en una relacion de conformaciones de rdpida interconver-
si6n, de esta forma, se ha sugerido que las proteinas intrinsecamente desordenadas
son mas adaptables y por consecuencia presentan ventajas en su regulacion, asi
como durante la union a ligandos. Considerando que la conformacion nativa-
ordenada en las proteinas resulta ser la mas abundante, regiones especificas
altamente desordenadas en estas proteinas también pueden ser funcionales al
mantener un caracter adaptativo.

El nimero de los diferentes tipos de proteinas en los organismos superiores puede
alcanzar hasta 100 000, ya que estas moléculas estan involucradas en el control de vir-
tualmente cada una de las funciones sobre las cuales depende la vida. Se ha llegado a
estar familiarizados con las formas intrincadas y elegantes que estas moléculas adop-
tan en sus estados nativos funcionales (figura 1). Sin embargo, en la actualidad se ha
empezado a entender en detalle la manera en que estas estructuras se forman a tra-
vés del complejo proceso del plegamiento, independiente de si el fenémeno ocurre
en el interior de la célula de algtin tejido o en condiciones in vitro en el laboratorio.3-
5 También est4 llegando a ser evidente que los sistemas biolégicos han evolucionado
mecanismos altamente controlados para asegurar que las proteinas se plieguen de
manera adecuada, y si no lo realizan de forma correcta, son detectadas y degradadas
antes de que pueda aparecer un dafio celular.®

Una forma interesante de llevar a cabo estos estudios estructurales conecta-
dos a la busqueda de funciones, ha sido mediante la identificacion de lo que se
ha denominado complejos de unién proteina-proteina. De esta forma, si la fun-
cién de por lo menos uno de los componentes de estos complejos es conocida,
esto debe permitir la asignacion de la posible funcion de la segunda proteina que
integra el complejo. Esta aproximacion es vélida, ya que la mayoria de las tareas
que realizan las proteinas en la célula involucran interacciones proteina-proteina.
Por consiguiente, a través de la intricada red de estas interacciones se pueden tra-
zar rutas celulares y sus interconexiones, asi como su regulaciéon dinamica.
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Si bien, algunas de estas asociaciones son obligatorias y practicamente perma-
nentes, otras se forman y disocian continuamente de manera muy ripida. En
principio, desde el punto de vista fisicoquimico estos complejos son estabilizados
mediante interacciones hidrofilicas como los puentes de hidrogeno, asi como
interacciones electrostaticas y del tipo hidrofobico, que a nivel molecular son las
mas fuertes. Para poder predecir una interaccion proteina-proteina, se necesita
entender las diferentes facetas de su estructura, desde su complementariedad de
forma, hasta la organizacion y la relativa contribucién a su estabilidad mediante
los diferentes componentes fisicos que involucran aspectos estaticos y dindmicos.

Resulta l6gico establecer que la estructura de una proteina y su capacidad de
llevar a cabo su funcién estén estrechamente vinculadas, de forma tal que cam-
bios en la estructura nativa podrian producir alteraciones funcionales que even-
tualmente llevan a la aparicion de enfermedad. Estos cambios estructurales estan
presentes en enfermedades como la fibrosis quistica y la anemia de células falci-
formes, causadas por la supresion y mutacion respectivamente de un solo aminoécido,
ocasionando que las proteinas sean incapaces de llevar a cabo su funcién fisiol6-
gica. De manera especifica, la fibrosis quistica es un ejemplo clasico de como una
mutacion en el gen que codifica para una proteina clave de transporte molecular
resulta en un plegamiento anémalo, originando que no se encuentre en la canti-
dad requerida para realizar su funcién. Otras enfermedades, incluyendo algunos
tipos de enfisema familiar son el resultado de mutaciones que ocasionan un trans-
porte incorrecto de proteinas a los sitios donde son requeridas.

Este nuevo enfoque empieza a estar asociado con la posibilidad de que alte-
raciones en el plegamiento de las proteinas pueden estar directamente conecta-
das al desarrollo de enfermedad. En este sentido, las enfermedades del plegamiento
anomalo de las proteinas se pueden dividir en dos grupos: en el primero, cantida-
des excesivas de proteinas plegadas de manera anémala interaccionan formando
agregados moleculares de gran tamafio en forma de estructuras fibrilares.” Este es
el grupo de enfermedades conocido como amiloidosis, entre las cuales la enfer-
medad de Alzheimer es el caso maés estudiado. En el otro grupo, una mutacion en
el gen correspondiente conduce al plegamiento incompleto o incorrecto de la
proteina afectando su funcion, por ejemplo, esto ocurre con la proteina p53, en
donde el mal funcionamiento o pérdida de funcién de esta proteina supresora de
tumores esta relacionada con céncer. Asimismo, este fendmeno se presenta en la
fibrosis quistica y en la anemia de células falciformes. El plegamiento es un proceso
extremadamente eficiente, sin embargo puede existir la posibilidad de que este
mecanismo preciso pueda fallar y el encontrar alguna proteina con un plegamiento
anomalo puede ser altamente probable, lo cual puede conducir al desarrollo de
enfermedad.
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Consideraciones
termodinamicas en el
plegamiento de las proteinas

La estructura tridimensional de las proteinas estd determinada en gran medida
por su estructura primaria, la cual esta condicionada por su secuencia de amino-
dcidos. Este hecho queda demostrado por el gran niimero de proteinas que pue-
den desplegarse y después recuperar su estructura nativa in vitro, sin la presencia
de ningtn factor externo. Los recientes descubrimientos de la existencia de pro-
teinas, por ejemplo, de la familia de las chaperonas facilitadoras del plegamiento
de las proteinas in vivo no cambia el concepto fundamental del campo, el cual
considera que las proteinas contienen la informacién necesaria para plegarse
hacia su estado funcional. Atun queda mucho por entender cémo una cadena de
aminodacidos adquiere su estructura tridimensional en escalas de tiempo muy cortas,
las cuales son requeridas para su funcionamiento dentro de un ambiente celular alta-
mente concentrado. Sin duda, el describir los codigos que rigen el fenémeno del
plegamiento de proteinas es una tarea titdnica, la cual es considerada por muchos
investigadores como una de las més importantes en las ciencias quimico-biologi-
cas y con un alto impacto en la medicina.

Para adquirir su estructura tridimensional, las cadenas polipeptidicas desplega-
das requieren la intervencién de interacciones débiles. Impulsada por interacciones
hidrofobicas, la cadena polipeptidica empieza a plegarse cuando se encuentra en un
medio acuoso convirtiéndose rapidamente en un globulo fundido a la par de una
importante liberacion de calor latente. De manera que la estabilizacion del globu-
lo fundido se logra en especial a través de la distribucion de residuos hidrofébicos
lejos del medio acuoso. Por otro lado, debido a que los residuos polares contenidos
en las proteinas desarrollan puentes de hidrégeno tanto con la red de agua circun-
dante como entre ellos, las estructuras a-hélices y cadenas-B se pueden formar
cuando las interacciones cambian entre las moléculas. Se ha calculado que los puen-
tes de hidrogeno podrian estar oscilando en el orden de 10-12s, muy similares a los
que se encuentran en el agua sola. De modo que el equilibrio en el estado desple-

1
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gado hacia la adquisicién de una estructura especifica estd determinado por una
etapa rapida, en la cual el polipéptido desplegado se convierte en un globulo fun-
dido y una etapa lenta, en donde este globulo fundido se transforma hacia una
forma completamente plegada o estado nativo.8

Las proteinas facilitadoras del plegamiento permiten realizar este proceso de una
manera méas rapida al mejorar la cinética y evitar la formacién de estructuras diferen-
tes a la nativa. Uno de los estudios pioneros que ha permitido entender el proceso tan
complejo que resulta el plegamiento de proteinas fue realizado por Christian
Anfinsen et al., a principios del decenio de 1960-69 del siglo pasado. Su trabajo estu-
vo enfocado en la proteina ribonucleasa (RNAasa), la cual fue purificada de tejido
pancredtico de ganado bovino. Esta enzima de 124 aminoacidos que rompe a la molé-
cula de RNA (4cido ribonucleico) puede ser desplegada en temperaturas elevadas o
por la adicion de agentes quimicos, con la consecuente pérdida de su funcion.
Anfinsen mostré que el proceso de desplegamiento puede ser completamente rever-
sible al remover los agentes desnaturalizantes o por la disminucién de la temperatu-
ra, de manera que la ribonucleasa a través de la renaturalizacion recupera su funcion.9
Anfinsen propuso que toda la informacién requerida por la proteina para adoptar su
estructura tridimensional esta contenida en la secuencia de aminoacidos, siendo esta
configuracion final el estado de mas baja energia libre de Gibbs del sistema, por esta
aportacion le fue otorgado el Premio Nobel de Quimica en 1972 (figura 1-1).

Sin embargo, ;como encuentran las proteinas la conformacion funcional den-
tro del nimero interminable de distribuciones que potencialmente pueden

Figura 1-1. Christian Boehmer Anfinsen gano el Premio Nobel de Quimica en 1972, en gran medida por su
trabajo clasico sobre el plegamiento de proteinas.
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adquirir? Cyrus Levinthal fue uno de los pioneros en este campo de investiga-
cion, al estudiar cuales son las fuerzas que permiten que este proceso tan delica-
do se lleve a cabo de manera fisiologica tanto en un ambiente celular altamente
concentrado, como en un modelo in vitro, dentro de tiempos que oscilan entre el
microsegundo y un minuto. De acuerdo a calculos matematicos el tiempo de for-
macion de conférmeros resulta ser muy elevado tomando como base que el ple-
gamiento de las proteinas no es una reacciéon quimica ortodoxa, en donde existe
el rompimiento y formacién de enlaces, Levinthal propuso que si el plegamiento
de una proteina se lleva a cabo a través de una serie de eventos de prueba y error,
es practicamente imposible que suceda. Este proceso tardaria mas tiempo que el
representado por la edad del Universo. Por ejemplo, suponiendo que se encuen-
tran estudiando cémo se realiza el plegamiento de una proteina de 100 aminoa-
cidos, considerando que cada residuo es flexible y puede adquirir sélo dos dife-
rentes orientaciones espaciales, de forma teorica esta proteina puede adoptar una
cantidad de 1030 conformaciones posibles. Ademas, si para que la proteina alcan-
ce su estado nativo tuviera que pasar por cada una de las diferentes conformacio-
nes, y tomando en cuenta que la proteina es capaz de probar 100 billones de con-
formaciones diferentes por segundo, aun asi este proceso tardaria 100 billones de
afios para probar todas las posibilidades, a este analisis se le ha denominado “la
paradoja de Levinthal”.

Cyrus Levinthal propuso que la naturaleza a través de procesos evolutivos
tuvo que haber disenado métodos mas efectivos para alcanzar esto, asimismo pos-
tul6 la existencia de un panel definido de plegamientos, por lo que este proceso
puede llevarse a cabo en escalas de tiempo fisiologicas.!0 Ahora bien, el plega-
miento de una proteina debe conducir a un minimo de energia libre, es decir la
variacion de energia libre a lo largo del proceso es negativa, de manera que debe
estar determinada por el balance de los términos entélpico y entropico. Por lo
tanto, el plegamiento debe optimizar al maximo la energia del sistema, mejoran-
do las interacciones proteina-proteina y proteina-agua. Este cambio energético
estd determinado basicamente por las interacciones que a continuacion se describen.

INTERACCIONES DE ENLACE

La estructura nativa de las proteinas presenta todas las distancias y casi todos los
dngulos proximos a los valores de equilibrio. En este sentido, la gran mayoria de
las torsiones también estin en las zonas estéricas mas favorecidas, las cuales
representan los minimos dentro del mapa de Ramachandran. Respecto a los enla-
ces amida, en general se encuentran en la conformacion trans, con la excepcion
de las prolinas que pueden encontrarse en la conformacion cis. Cabe destacar que
el cambio de prolinas de conformacién cis a trans es muy importante in vivo y
que incluso existen enzimas especificas dedicadas a catalizar este proceso, las
peptidil-prolina-isomerasas o rotamasas.
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Un grupo de enlaces covalentes que merecen especial atenciéon son los puen-
tes disulfuro, los cuales se forman entre dos cisteinas cuyas cadenas laterales se
encuentran espacialmente proximas. En general, estos enlaces covalentes estabi-
lizan la estructura de las proteinas, como lo demuestra el hecho de que las pro-
teinas de vida extracelular tienen una buena concentracion en sus estructuras. No
obstante, los puentes disulfuro no mejoran la cinética del plegamiento, ya que a
lo largo del mismo se forman y rompen puentes disulfuro no nativos, lo que
puede hacer muy lento el proceso del plegamiento. De hecho, proteinas que se
pliegan en microsegundos, pueden tardar minutos si existe la posibilidad de for-
mar puentes disulfuro no nativos durante el plegamiento, de esta forma es posi-
ble entender cémo la naturaleza ha disefiado a las disulfuro-isomerasas, como
moléculas intermediarias del mecanismo que facilita la formacién de puentes
disulfuro nativos y la desestabilizacion de los no nativos.

INTERACCIONES NO COVALENTES

Representan al conjunto de interacciones electrostaticas y de van der Waals que
modulan la interaccion entre atomos no ligados por enlaces covalentes. Con base
en su funcion tedrica en fase gas, estas interacciones agrupan al conjunto de inte-
racciones de van der Waals e interacciones electrostaticas débiles que son por lo
general menores a 1 kcal/mol y que per se contribuyen poco a la estabilidad de la
proteina; sin embargo, en su conjunto son clave, contribuyendo de forma impor-
tante a la estabilidad global de las proteinas.

Los puentes de hidrégeno son interacciones basicamente electrostaticas de
una intensidad moderada, es decir menores a 10 kcal/mol, estas interacciones se
caracterizan por ser direccionales y su presencia es fundamental en los fenome-
nos de reconocimiento molecular y en la formacién de la estructura secundaria.
A pesar de su importancia, se ha planteado que los puentes de hidrégeno no son
las interacciones determinantes del plegamiento, esto se debe a dos razones fun-
damentales:

® Son interacciones demasiado direccionales y de corto alcance para organizar
el plegamiento global de la proteina.

e Si se consideran los puentes de hidrogeno totales de una proteina (proteina-
proteina y proteina-agua), el nimero de estas interacciones no cambia
demasiado después de que ocurre el plegamiento.

INTERACCIONES IONICAS

También denominadas puentes salinos, estas interacciones se forman entre las
cadenas laterales de aminoacidos cargados. Debido a la propiedad de ser interac-
ciones totalmente electrostaticas, representan una funcién importante en el reco-
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nocimiento molecular a largas distancias y pueden ser extraordinariamente fuer-
tes, superiores a 10 kcal/mol en fases apolares. Durante muchos afios se pensd
que de la misma manera que ocurre en otros sistemas quimicos, los términos de
enlace son los determinantes en la estructura tridimensional de las proteinas. Sin
embargo, como ya se comento, este postulado fue refutado por Anfinsen a prin-
cipios de 1960 en el experimento clisico de desplegamiento de la enzima
RNAasa, en donde demostré que las interacciones no enlazantes son las fuerzas
determinantes que pueden conducir el plegamiento de las proteinas.”

Algo que se puede concluir hasta este momento es que no existe una fuerza
tnica responsable del plegamiento de la proteina, sino més bien el plegamiento
depende de un conjunto de interacciones, muchas de ellas de escasa intensidad.
Para entender el plegamiento resulta importante pensar en la proteina como una
cadena polipeptidica sumergida en agua, y que la estructura va cambiando a lo
largo del proceso, hasta adquirir la estructura tridimensional que es la funcional.

TEORIA FISICOQUIMICA DEL PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

El plegamiento de una proteina comprende un término entilpico que est4 aso-
ciado a la variacion de energia del sistema. De tal manera que la contribucion de
la entalpia al plegamiento depende del balance de energia proteina-proteina, pro-
teina-agua y agua-agua. En lo que respecta al término entrépico, este parametro
depende del cambio en el grado de desorden que se obtiene durante el fenéme-
no del plegamiento en la proteina y en el agua que le rodea. Una gran cantidad
de estudios han mostrado que durante el plegamiento se produce una mejora en
las interacciones proteina-proteina, ya que existe un rearreglo entre los puentes
de hidrégeno proteina-agua y proteina-proteina, de manera que la aparicion de
la estructura secundaria se favorece por la formaciéon de puentes de hidrogeno
entre los aminoacidos que componen a la cadena polipeptidica, por ejemplo, los
puentes de hidrégeno intracatenarios en la estructura a-hélice. Por el contrario,
el término entropico es desfavorable, ya que el estado desplegado o “random-coil”
presenta un indice més alto de desorden comparado con el estado plegado.
Hasta ahora, la teoria mas aceptada para explicar el plegamiento lo represen-
ta el modelo del “embudo” o “cono entrépico”. De acuerdo a esta teoria, la pro-
teina se pliega moviéndose dentro de un embudo, considerando que el diametro
se aproxima a la entropia de la cadena polipeptidica y la profundidad determina
la parte energética del sistema. Asi, la proteina desplegada se asume que esta en
el borde superior del cono, con una energia interna lejos del valor 6ptimo, pero
con un valor entrépico alto. En esta region del embudo, la proteina puede mover-
se entre diferentes estados energéticamente desordenados; sin embargo, al ir
cayendo por el embudo donde cada vez hay menos entropia, el didmetro se vuel-
ve cada vez mas reducido y por lo tanto son accesibles menos estados, de mane-
ra que las conformaciones adquiridas se van volviendo energéticamente mas esta-
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bles. Al final se llega a la forma plegada, donde la energia sera 6ptima y el valor
entropico el més bajo (figura 1-2).

Como ya se ha comentado, aunque el proceso es en extremo eficiente, siem-
pre existe la posibilidad de que este mecanismo tan preciso pueda fallar y encon-
trar una proteina en un estado diferente al nativo es altamente probable.”
De manera que las proteinas que siguen esta ruta pueden presentar conformacio-
nes transitorias estables, las cuales podrian promover su interaccién con otras
moléculas, formar oligomeros y terminar en un estado de agregacion.

Un motivo de anélisis durante afios se ha originado en relacion al valor entro-
pico del estado desplegado. Por ejemplo, si se consideran alrededor de 1 000 esta-
dos o conférmeros posibles, el costo entrépico de pasar a uno solo seria enorme,
del orden de 200 kcal/mol. Debido a que desde el punto de vista energético esto
no es un proceso espontaneo, entonces ;cual es el grado de desorden de la forma
desplegada? Se asumia que la forma desplegada cambiaba dentro de una gran
region del espacio configuracional accesible; sin embargo, trabajos recientes de
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Figura 1-2. Campo energético del plegamiento en forma de embudo. Las proteinas globulares se organizan al
inicio como moléculas sin una estructura secundaria y terciaria definida. A lo largo de una pérdida entrépica
extensiva, la molécula adquiere la conformacion del glébulo fundido (regién de transicion). Esta ultima estructu-
ra se transforma a la conformacion nativa durante un cambio entrépico pequefio a expensas de una gran pérdi-
da de energia.
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dindmica molecular y espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN)
demuestran que la forma desplegada es una combinacion finita de un namero
limitado de estados, la interconversion entre ellos es lo que proporciona una ima-
gen de “desorden”. Esta nueva hipétesis sobre la entropia del estado desplegado
tiene consecuencias claras al ser el namero de estados alcanzados por la forma
desplegada mas pequenio de lo que se esperaba, por lo que el costo entropico del
plegamiento de la cadena polipeptidica es también mas reducido.

Ahora bien, ;cual es la funcion del agua? Considerando que la cantidad de
agua en los alrededores de la proteina es enorme, resulta evidente que tenga un
papel clave durante el plegamiento. De hecho, el agua modula el plegamiento de
las proteinas tanto a nivel entélpico como entropico, ya que puede formar puen-
tes de hidrégeno con ella misma y con todos los grupos polares de la proteina, o
formar estructuras poliédricas altamente ordenadas alrededor de los residuos
hidrofobicos. En principio se formaran mas puentes de hidrogeno proteina-agua
en la forma desplegada, por lo que podria pensarse que el agua no favorece el ple-
gamiento. No obstante, se sabe que el agua favorece el plegamiento y de hecho
remover agua con agentes hidrofobicos es uno de los mecanismos utilizados de
forma experimental para desnaturalizar a las proteinas. Cuando una cadena poli-
peptidica se mantiene desplegada, tanto sus grupos polares como los hidrofobi-
cos se encuentran rodeados de moléculas de agua. De tal manera que cuando el
agua estd cercana a los grupos hidrofobicos expuestos (una situaciéon comun en
la forma desnaturalizada) no puede interaccionar con ellos y responde forman-
do estructuras poliédricas altamente ordenadas a su alrededor. Estas estructuras
tienen por objeto maximizar la estabilidad intrinseca del agua en torno al soluto;
sin embargo, ocasionan un aumento en el grado de orden del sistema. Cuando
grupos hidrofobicos se encuentran en solucion, alrededor de ellos se forman estos
poliedros, de tal manera que la situacion entropica se vuelve critica.

La respuesta del sistema es la de agrupar y comprimir los grupos hidrofobi-
cos (igual que dos gotas de aceite en agua), para que al juntarse el area accesible
al agua se reduzca. De esta manera los poliedros de alto orden se hacen mas
pequefios, liberandose en el proceso moléculas de agua que aumentan el desor-
den del sistema. El fenémeno descrito se conoce como “efecto hidrofobico” y es
uno de los factores clave durante el plegamiento de las proteinas. En este senti-
do, a la formacion del globulo fundido también se le ha denominado “estado de
colapso hidrofobico”, el cual esta determinado por una forma compacta, en
donde los residuos hidrofébicos ya estan dirigidos hacia el interior del nacleo pro-
teico durante el plegamiento. La transicion de este estado compacto a la forma
nativa es entonces menos compleja, ya que implica s6lo movimientos localizados
de los residuos dentro del proceso de adquisicion final de la estructura nativa.

Sin embargo, la cinética del plegamiento es compleja de estudiar, la razon es
clara, la escala temporal del proceso es mucho mas rapida que la capacidad de
medicion. Muchas proteinas, pero sobre todo las de bajo peso molecular se plie-
gan en escalas de tiempo del microsegundo al milisegundo y en muchos casos las
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etapas mas importantes pueden pasar en el periodo de microsegundos, tiempo
demasiado corto para permitir el seguimiento experimental. De esta manera, el
mecanismo cinético del plegamiento de una proteina, incluso en estos dias de
gran adelanto tecnologico dista de estar completamente dilucidado. Aunado a la
enorme variedad de plegamientos que pueden adquirir las proteinas, resulta difi-
cil establecer una regla general para todas.

Durante los primeros decenios en los que inici6 el estudio del plegamiento se
plante6 la existencia de s6lo dos estados conformacionales para una proteina, el nati-
vo y el desplegado. De esta manera, el paso de uno a otro se llevaria a cabo via un
estado de transicion y no existirian intermediarios de ningan tipo. La evidencia en la
que este modelo se apoya es solida, derivada de manera fundamental de datos espec-
troscopicos y calorimétricos, asi como de la fuerte cooperatividad que se ha observa-
do experimentalmente durante el desplegamiento. Sin embargo, de forma alternativa
se han desarrollado otros modelos, en los cuales se propone que el plegamiento esti
dado por nucleos, es decir que no es un proceso del “todo o nada”, sino que estaria
organizado por una serie de centros de nucleacion que se compactan para dar un esta-
do que a continuacién evoluciona hacia la estructura tridimensional final. Asimismo,
este modelo predice la existencia de formas intermediarias durante el plegamiento, lo
cual estd apoyado por el hecho de que algunos glébulos fundidos se han encontrado
experimentalmente. De hecho, este estado puede visualizarse como una estructura
nativa desordenada, con los elementos fundamentales del empaquetamiento ya defi-
nidos, pero carente de la definicién fina de la estructura tridimensional. En este sen-
tido, se ha propuesto que la formacion del globulo fundido es rapida y que su reorga-
nizacion hasta adquirir la estructura tridimensional es el proceso que limita la veloci-
dad del plegamiento.

De acuerdo a lo anterior, se ha planteado que fenémenos relacionados con
la agregacion proteica pueden surgir a partir de intermediarios que —basados
en el tipo de estructura secundaria adquirida durante el plegamiento— podri-
an o no parecerse al estado nativo (figura 1-3).1112 Considerando que el esta-
do nativo est4 localizado en el punto mas bajo del “embudo del plegamiento”,
esto indica que es la configuracion mas estable desde el punto de vista termo-
dindmico bajo condiciones fisiologicas; sin embargo, cuando concentraciones
altas de proteina se encuentran presentes en el sistema, un niimero importan-
te de interacciones no nativas proteina-proteina pueden llevarse a cabo, lo que
favorece la posibilidad de observar agregados. A lo largo del campo energético
caracterizado por una alta o baja entropia, los agregados moleculares podrian
estar organizados en forma de fibras o cristales (figura 1-3). Por lo que en pro-
teinas cuyo estado funcional estd determinado por un plegamiento globular, un
plegamiento incompleto ocurre con menos probabilidad y de esta manera se
mantienen protegidas las proteinas contra la aparicion de fenémenos como la
agregacion,!3 que conducen a la formacion de estructuras anomalas. En los
siguientes capitulos se abordara en detalle este planteamiento.
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Figura 1-3. Campo energético de la agregacion de proteinas.
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Proteinas intrinsecamente
desordenadas

A diferencia de las proteinas altamente ordenadas, en las cuales las estructu-
ras tridimensionales exhiben s6lo pequefios cambios del eje central de 4tomos
de carbono sobre sus posiciones de equilibrio, también existen proteinas
desordenadas, las cuales se visualizan como ensamblajes dinamicos, en donde
las posiciones de los 4tomos y los angulos de Ramachandran del eje varian de
forma significativa en el tiempo. Por lo tanto, las proteinas y regiones intrinse-
cas desordenadas se diferencian de sus contrapartes estructuradas en su dina-
mica, y no necesariamente en la presencia o ausencia temporal de una estructura
secundaria. En este contexto, se ha encontrado que segmentos desordenados
presentes en las proteinas pueden localizarse dentro de regiones espaciales
tinicas, caracterizadas por presentar una combinacién de una hidropatia global
baja y una carga neta elevada, siendo enriquecidas en aminoacidos promoto-
res del desorden como 4cido aspartico, metionina, lisina, arginina, serina, glu-
tamina, prolina y acido glutimico.!4 Es precisamente esta habilidad la que
permite al concepto de “desorden en proteinas”, de que sea propuesto como
una propiedad clave en la capacidad de las proteinas de presentar regiones
especificas con caracteristicas de interruptor molecular,15-17 lo cual bajo con-
diciones especificas puede modular la funcién.

DESCRIPCION DE LAS PROTEINAS DESORDENADAS

Resulta impresionante notar que alrededor de 30% de las estructuras tridi-
mensionales reportadas en el Protein Data Bank (PDB) estan por completo
exentas del desorden.18 De manera que las proteinas por completo estructu-
radas en apariencia representan la excepcion y no la regla. Desde un enfoque
general, las regiones desordenadas en las proteinas se han dividido en dos cla-
ses, la primera est4 relacionada con proteinas que presentan un porcentaje
bajo de estructura secundaria junto con una estructura terciaria inestable
durante el estado de globulo fundido, la cual es conocida como la clase

11
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colapsada y la clase extendida, en la cual las proteinas con un esqueleto de
carbono altamente extendido son similares a una conformaciéon de hoja-
B.19,20 A este respecto, un grupo internacional de trabajo encabezado por
Keith Dunker, Zoran Obradovic y Vladimir Uversky han planteado un cam-
bio en el paradigma de la relacion proteica estructura-funcion, extendido mas
alla del concepto clasico, en el cual se visualiza que las estructuras tridimen-
sionales altamente ordenadas son indispensables para realizar la funcién, ya
que se ha comprobado que la funciéon de las proteinas podria emerger de
manera tan eficiente de las estructuras ordenadas como de las desordenadas,
sean estados de globulos prefundidos (clase extendida) o el glébulo fundido
como tal (clase colapsada). Incluso la funcion puede derivar de las transicio-
nes entre algunas de estas conformaciones. Esta propuesta ha sido definida
como “el modelo del cuarteto de transicion estructural de proteinas” (figura
2-1). En este sentido se ha encontrado que un gran ntimero de funciones
estan directamente asociadas a transiciones desorden-al-orden y otra parte
importante puede estar relacionada con la presencia especifica del estado
desordenado. De manera que el planteamiento que relaciona la secuencia-
estructura y funciéon ha quedado rebasado.

Un ejemplo de esta propiedad esta representado por la proteina a-sinucleina,
la cual ha mostrado estar plegada de manera parcial; sin embargo, esta condicion
puede modificarse hacia una conformacion de glébulo prefundido en la presen-
cia de iones metélicos divalentes y trivalentes, los cuales interaccionan con los
sitios especificos de union a cationes presentes en la a-sinucleina.2! Asimismo, los
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Figura 2-1. Modelo del cuarteto de transicion estructural en las proteinas (adaptado de las referencias 19 y 20).
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arreglos estructurales que ocurren de una conformacién desordenada hacia un
estado similar al globulo fundido, se han observado en la proteina basica mielina
bajo la interaccion con lipidos.22 Incluso, se ha propuesto que desde un punto de
vista evolutivo, el desorden intrinseco en las proteinas podria haber sido una de
las fuerzas motoras detras de muchos de los procesos de adaptabilidad encontra-
dos en las proteinas.” 23

Dentro de la clasificacion de las funciones asociadas a proteinas con regiones
desordenadas y a las transiciones entre diferentes estados conformacionales se
han agrupado ocho clases, siendo la asociacion proteina-proteina la mas comun,
seguida por uniones entre proteina-DNA y proteina-RNA 24 incluso es posible
que la funcion de las chaperonas esté basada en el desorden intrinseco.2> A con-
tinuacion se mencionan las clases funcionales que hasta ahora se han asociado al
“cuarteto proteico” y a las transiciones que ocurren entre los cuatro estados con-
formacionales de acuerdo a la figura 2-1.26

e Chaperonas: ayudan a otras proteinas o al RNA a alcanzar el estado plega-
do, evitando la aparicion de fenémenos de agregacion proteica. Asimismo
participan en la renaturalizacion de las proteinas mal plegadas.

e Ensamblaje molecular: participan en el ensamblaje, regulacion y estabiliza-
cién de complejos proteicos.

e Como moléculas efectoras de reconocimiento molecular: permiten la uniéon
de multiples ligandos con alta especificidad y baja afinidad, por lo comtn
usado en la sefalizacion celular.

e Como moléculas quelantes de reconocimiento molecular: acumulan y neu-
tralizan a sus ligandos, o ambas funciones.

e Formacion de cadenas favorecidas de manera entropica: funcionan como
producto del desorden, a menudo conectan dos dominios ordenados y per-
miten la regulacion a distancia entre ellos.

Union a metales: participan en la unién y neutralizacion de metales pesados.
Sitios de modificacion: permiten la modificacion de proteinas, ya sea por
modificacion quimica o a través de la digestion por proteasas.

e En funciones que atin no se han definido.

En la actualidad 667 proteinas con 1 467 regiones desordenadas se han incluido
en la base de datos DisProt: Database of Protein Disorder, este sitio electronico es
una de las bibliotecas virtuales que acumula una amplia informacion sobre las
proteinas desordenadas, ademas funciona como conector para servidores electro-
nicos que predicen la presencia de regiones desordenadas. Asimismo, en una
caracterizacion mas amplia de las funciones asociadas a proteinas desordenadas y
a las transiciones entre los cuatro estados conformacionales, en el sitio DisProt se
encuentran descritas mas de 35 funciones especificas derivadas de las ocho clases
mencionadas previamente, entre las cuales destacan de manera interesante fun-
ciones como la unién proteina-proteina, activacion transcripcional, union a ligandos,
union a DNA, fosforilacion, sefializacion celular, unién a metales, la autorregulacion



14 o El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas

y funciones asociadas con regiones conectoras que permiten el movimiento entre
dominios adyacentes (cuadro 2-1).24

De acuerdo con resultados experimentales, las proteinas intrinsecamente desor-
denadas estidn extendidas con amplitud.27,28 Varios acercamientos computacionales
han sido aplicados para predecir las regiones desordenadas de una gran cantidad de
secuencias polipeptidicas (DisEMBLT™ DISOPRED2, IUPred, PONDR®, VL3,
VL3H, VL3E). En este sentido, la exactitud del desorden calculado de forma teérica,
comparado con el desorden observado de manera experimental es mayor a 80% para
cadenas mayores a 40 residuos contiguos. 29,30 De tal forma, que el namero de pro-
teinas caracterizadas de manera experimental como desordenadas, en adicion al
nimero de evidencias documentadas del involucramiento del desorden en la senali-
zacion y regulacion celular, esta creciendo con rapidez.24,26,31,32

La aplicacion del programa computacional PONDR® a varios proteomas indica
que las proteinas de organismos eucariontes contienen largas regiones desordenadas
que va de 35 a 51% en sus secuencias, mientras solo de 7 a 33% y de 9 a 37% estan
presentes en bacterias y hongos, respectivamente.2’ De forma similar, la aplicacion de
un método de consenso a genomas enteros, arrojé que los organismos mas complejos
contienen fracciones sustancialmente mas grandes de proteinas desordenadas que los
mas sencillos.2833 Este aumento en la prediccion del desorden en eucariontes com-
parado con bacterias o arqueobacterias, se ha sugerido como una consecuencia del uso
importante del desorden en las proteinas para funciones como sefializacion y regula-
cion celular en organismos multicelulares.27.28 Como fue demostrado en un estudio
reciente, 82% de las proteinas asociadas con la regulacion celular y 66% de las prote-
inas de sefalizacion celular contienen por estudios de prediccion regiones desordena-
das.32 Dentro de este contexto, la primera evidencia experimental especifica sobre
una transicion desorden-al-orden fue presentada hace mas de 30 afios en la descrip-
cién del mecanismo de conversién del tripsindgeno a su forma activa, la tripsina.34
Este mecanismo se caracteriza por la remocion de un hexapéptido de la region N-ter-
minal del tripsindgeno para formar la tripsina, este cambio minimo promueve la tran-
sicion de un estado desordenado en la cavidad especifica del tripsindgeno hacia un
estado ordenado presente en la tripsina funcional 3>

Esta relativamente “nueva vision” del plegamiento, esta empezando a ser estu-
diada de forma extensiva; sin embargo, también se ha encontrado que las condi-
ciones del microambiente que rodea a las proteinas son clave en las transiciones
bien comprobadas entre los estados desordenados y ordenados.!19:36,37 A conti-
nuacion se analizan tres casos, en donde las transiciones desorden-al-orden estan
asociadas a funciones celulares especificas.

INTERACCION PROTEINA-RNA

En lo relacionado a la funcién del RNA, varias RNA-chaperonas con una participa-
cion clave en el metabolismo celular del RNA se han descrito como organizadoras
de varias redes de interaccion RNA-RNA, RNA-proteina y proteina-proteina.38
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Estas moléculas chaperonas que presentan un importante desorden intrinseco
participan en la funciéon del RNA a través de ciclos sucesivos de transiciones
desorden-al-orden y orden-al-desorden, con el propésito de ayudar al RNA a
adquirir la conformacion mas estable requerida para su funcion.39 Un ejemplo
clasico es la NCp7, una proteina de 55 aminoacidos de la nucleocépside del virus
VIH tipo 1, la cual representa un segmento estructural importante de la nucleo-
capside del virus VIH. NCp7 esta caracterizada por tener en su estructura dos
motivos dedos de zinc,#0:41 asimismo participa en varias funciones clave durante
el ciclo viral, las dos principales funciones de NCp7 estan asociadas a la desesta-
bilizacién de estructuras en loop del RNA#2-44 y la condensacién-agregacion del
dcido nucleico.4>-47 NCp7 ha sido estudiada en especial a través de la interaccion
de sus cuatro estructuras contiguas en asa, en donde estas regiones denominadas
SL1, SL2, SL3 y SL4 pertenecientes al sitio clave de reconocimiento  del VIH-
148-50 muestran un alto grado de desorden, representando sitios excelentes de
adaptacion para su interaccion con un amplio rango de secuencias de RNA y

DNA (figura 2-2).49-53

PROTEINAS DE UNION A LiPIDOS:
RELACION ESTRUCTURA-FUNCION

En un intento por definir la posibilidad de que las caracteristicas clave del plega-
miento en proteinas que participan en la unién y transporte de lipidos puedan

N

Atomos de zinc

c-términal c-términal

Proteina NCp7 con 2 atomos de zinc DNA Sitio de unioén a NCp7 Complejo NCp7/DNA
(residuos 12-53)

Figura 2-2. Conformaciones estructurales en la proteina NCp7 (residuos 12-53). a) se muestra a NCp7 en
un estado poco estructurado en coordinacién con atomos de zinc; b) en la presencia de DNA (sitio de unién
a NCp7) se observa un cambio en la estructura secundaria (a-hélice en color azul) al formarse un complejo
alrededor del sitio de interaccion de DNA. Las estructuras se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB), codigos
de acceso: 1esk y 2jzw. Imagenes visualizadas empleando el programa PyMOL.257
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proporcionarnos la manera de como explicar funciones basicas, como el reconoci-
miento a receptores, la actividad de transferencia de lipidos y el autointercambio lle-
vado a cabo por varias apolipoproteinas, nuestro grupo de investigacion ha estudiado
estas propiedades a través de mediciones directas de los cambios de conformacién
molecular de las apolipoproteinas en interfaces aire/agua y lipido/agua.5* Esto se ha
logrado empleando monocapas de Langmuir en conjunciéon con microscopia de
angulo de Brewster, microscopia de fuerza atémica en peliculas de proteinas de
LB,55-58 difraccion de rayos X en angulo razante sobre monocapas de proteinas® y
por medio de mediciones de fuerza superficial.®0 Después de una amplia serie de
investigaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo, no se logr6é definir si la
estructura secundaria de segmentos especificos de las apolipoproteinas CI y -All se
mantiene estable independiente de su posicion en interfases aire/agua y lipido/agua
(figura 2-3); sin embargo, en la actualidad se ha manejado la posibilidad de que estas
regiones especificas responden a cambios especificos del microambiente circundan-
te de lipidos y por medio de transiciones desorden-al-orden pueden funcionar como
interruptores moleculares que disparan la funcion.61,62

Aire Aire

Figura 2-3. Representacion de monocapas de Langmuir de apo Cl en interfaces aire/agua bajo presiones
laterales bajas (a) y altas (b). Monocapas de Langmuir binarias de fosfatidilcolina/apoCl en interfaces lipido/agua
a presiones laterales bajas (c) y altas (d). La propuesta de nuestro grupo de trabajo esta enfocada en que la
region C-terminal presenta un cambio conformacional en presiones laterales altas, el cual puede funcionar como
un interruptor molecular.
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La apolipoproteinaC-1 (apoC-I) es sintetizada con un péptido sefial de 26
aminoéacidos que es removido cotranslacionalmente en el reticulo endoplasmico
rugoso. ApoC-I inhibe a la fosfolipasa A263,64 y a la lipasa hepatica,65 asimismo
activa a la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT)66 y se ha reportado que la
region C-terminal actGa como inhibidor de la proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP).67 Por otro lado, el descubrimiento de que las particulas lipo-
proteicas de muy baja densidad (B-VLDL) enriquecidas en apoE se unen al
receptor relacionado a lipoproteinas (LRP)68 ha permitido estudiar el efecto del
contenido de la apoC-I bajo esta unién.69 En este sentido, cuando se estudiaron
los miembros de la familia de apolipoproteinas-C, se encontré que especifica-
mente la apoC-I es el inhibidor mas potente de la union de apoE-B-VLDL hacia
el LRP.70 Se ha sugerido que aparte del desplazamiento de la apoE de la particu-
la lipoproteica, la unién de la apoC-I podria inducir un cambio en la conforma-
cién de la apoE, que en su turno suprimiria la capacidad de interaccién con el
LRP. La apoE es una proteina de 299 residuos que existe con tres variantes aléli-
cas, denominadas apoE2, -3 y -4. En la enfermedad de Alzheimer, el alelo apoE4
es un factor de riesgo asociado con una forma temprana de inicio de la enferme-
dad en casos esporadicos.”1,72

Aunque la funcion dependiente de manera especifica de las proteinas com-
pletamente desordenadas representa el caso extremo, el concepto de tener seg-
mentos desordenados en proteinas que s6lo responden y adquieren una estructu-
ra secundaria definida bajo la unién a ligandos especificos, es ya un fenémeno
mas comun de lo que se habia pensado. En este sentido, la adquisicion de una
rapida conformacion a-helicoidal dependiente de lipidos a partir de una transi-
ci6n desorden-al-orden en el dominio C-terminal de la apoC-I ha proporcionado
una nueva vision sobre como esta proteina puede modular su funcion.60,62
Cambios en la composicion de lipidos de las particulas HDL podrian promover
una modificacién en las transiciones desorden-al-orden normales encontradas en
la apoC-I, alterando sus propiedades de interruptor molecular y de esta forma
originar una predisposicion a la aparicién de enfermedades relacionadas con la
activaciéon de LCAT vy la funciéon de CETP.62 Ademas, en el estudio de péptidos
derivados de regiones especificas de la apolipoproteina A-I, cuando se mantuvie-
ron en agua a 4 °C una muy lenta transicion desorden-al-orden se desarrolld
durante el curso de semanas, desde un estado desordenado hacia una bien defini-
da estructura secundaria-.”3 Este comportamiento apoya el hecho de que las
caracteristicas fisicoquimicas del microambiente que rodea a las proteinas deben ser
consideradas como un factor clave en el desplazamiento del equilibrio, dentro de la
estructura secundaria de una proteina o segmentos especificos hacia la formacion de
a-hélices o cadenas-B.74 En este caso, el resultado de que segmentos especificos de
la apolipoproteina A-I lentamente desarrollan estructuras parecidas a las fibras ami-
loides, indica la posibilidad de que mecanismos patolégicos como la aterogénesis
también se podrian considerar como procesos de tipo amiloidético (figura 2-4).75
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Figura 2-4. Imagen obtenida a través de microscopia de fuerza atémica del péptido denominado DRV, deri-
vado de la region N-terminal de la apolipoproteina A1 (residuos 9-24). Se muestran fibras de tipo amiloide
con una longitud promedio de 300 nm y un grosor de 25 nm después de cuatro meses de incubacion a 4 °C.

PROTEINA p53

Otro ejemplo corresponde a la proteina supresora de tumores p53, una de las
proteinas mas estudiadas en la historia, activadora de un gran ntimero de genes.
Considerando que su principal funcién es el arresto del ciclo celular en las fases
G1 y G2, p53 permite la activacion de los mecanismos de reparacion del DNA
lo cual origina el desarrollo de sus propiedades inhibitorias en la aparicién de can-
cer. Por lo general el sistema p53 esta desconectado o en espera, se activa dentro
de una célula si ésta llega a estar excesivamente estresada o dafiada, originando
mutaciones genéticas en el DNA que pueden ser la causa de una divisién no con-
trolada y el desarrollo de la proliferacion celular, el sello distintivo de la forma-
cién tumoral.

La proteina p53 ejecuta tan bien su trabajo que una simple modificacion en
la cadena de DNA es suficiente para activarla. Esta proteina es movilizada al
ntacleo de la célula e induce la sintesis de otras proteinas, las cuales paran la divi-
si6on celular descontrolada o en algunos casos disparan el proceso de apoptosis.
Esta funcion supresora de tumores asociada a p53 es de tan alta importancia que
la proteina ha sido llamada “el guardian del genoma y de la célula”. Individuos
que heredan una sola copia del gen p53 estan predispuestos a desarrollar varios
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tipos de tumor, esta condicién ha sido encontrada en el sindrome de Li-Fraumeni
(FLS), en donde los portadores estin predispuestos a desarrollar sarcomas, leuce-
mias, carcinomas adrenocorticales y cancer de mama a edades tempranas.’6,77 En
este contexto, mas de 50% de los canceres en humanos se han relacionado con
mutaciones en p53, el anilisis sistematico de 882 mutaciones revela que 304
afectan la estructura del dominio nuclear de p53, modificando el plegamiento
global de la proteina.’8 Aunque la agregacion reversible podria jugar un papel
importante en el plegamiento del nucleo proteico de p53,79 queda pendiente
estudiar si un porcentaje de estos cambios estructurales estdn asociados con tran-
siciones localizadas desorden-al-orden, las cuales a su vez podrian modular y
entonces afectar las interacciones proteina-DNA (figura 2-5).

ACERCAMIENTO A LA RELACION ENTRE PROTEINAS
DESORDENADAS Y ENFERMEDAD

Considerando el papel central que juega el plegamiento de proteinas en biologia,
resulta inevitable pensar que un plegamiento anémalo puede dar origen a la pér-
dida de la funcion, modificando el proceso en donde participa la proteina, lo cual
puede llevar hacia un estado patolégico. De forma interesante, se ha observado

Figura 2-5. Arreglo molecular entre la proteina supresora de tumores p53 y un fragmento de DNA. La estruc-
tura fue obtenida del Protein Data Bank (cédigo de acceso: 1 tup) y visualizada empleando el programa
PyMOL.257
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que la propiedad de desorden puede ser comun entre las proteinas relacionadas
con varias enfermedades humanas, incluyendo cancer, enfermedades degene-
rativas, cardiovasculares y diabetes. En el caso concreto de proteinas asociadas
con cancer se ha encontrado que contienen fracciones 1.7 y 6.1 mas altas de
secuencias con regiones desordenadas, en relaciéon con proteinas eucariotas
normales.32 Siguiendo una tendencia similar, se ha calculado que mas de 60%
de las alrededor de 480 proteinas asociadas con enfermedad cardiovascular
contienen largas regiones desordenadas. Otro estudio indicé que la mayoria de
autoantigenos sistémicos nucleares responsables de las altas concentraciones
de anticuerpos en pacientes con enfermedades sistémicas autoinmunes, son
muy ricos en proteinas consideradas como altamente desordenadas.80 De este
modo, se ha empezado a encontrar la conexion entre el desorden en proteinas
y la aparicién de enfermedad.

Debido a que en muchas de estas condiciones, mecanismos de sefalizacion
celular estan involucrados, existe una fuerte posibilidad de que transiciones
desorden-al-orden en las proteinas que realizan funciones normales de interrup-
tores moleculares podrian verse modificadas, asi eliminando o transformando las
interacciones normales proteina-proteina en un lenguaje aberrante. De tal mane-
ra, las propiedades clave de un mecanismo de interruptor molecular deben estar
basadas en un equilibrio entre alta especificidad y baja afinidad, estando el mecanis-
mo acoplado a un descenso importante de entropia conformacional. Este fenémeno
se fundamenta en que al momento de unién, las transiciones desorden-al-orden
deben superar las restricciones estéricas, permitiendo la interaccion de superficies
grandes en los complejos proteina-proteina, comparado a los que pudieran llevar-
se a cabo en proteinas rigidas.81 A pesar de la enorme importancia de este tipo
de transiciones, atin contintia carente la falta de estudios biofisicos detallados que
pudieran demostrar la relacién cercana entre este tipo de transiciones desorden-
al-orden y la funcién proteica.

Con base en una amplia serie de investigaciones y considerando los resulta-
dos de prediccién obtenidos a través de PONDR®,82 un alto porcentaje de las
proteinas involucradas con algtan tipo de enfermedad se ha relacionado con la
presencia de regiones desordenadas. Tomando en cuenta las funciones clave en las
que participa este tipo de proteinas, en especial asociadas a la regulacion, recono-
cimiento, sefializacion y control celular, la pérdida de funcioén debe estar relacio-
nada con fenémenos patologicos. Asimismo, en un analisis computacional a gran
escala de las interacciones que se pueden llevar entre genes directamente relacio-
nados con enfermedad, se ha encontrado de manera sorprendente que muchos de
estos genes codifican para proteinas con regiones desordenadas, por lo que se ha
planteado la existencia de un panel de proteinas con la propiedad de poseer
regiones desordenadas dentro de la expresion global de proteinas (proteoma). Sin
duda este concepto denominado unfoldome (sin una traduccion al espaiiol) va a
ser motivo de un amplio anilisis en los afios venideros.83,84
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Plegamiento anémalo de
proteinas y enfermedad
conformacional

Tomando en cuenta que existen varias estrategias de regulacién y control que han evo-
lucionado en los sistemas bioldgicos para proteger al proceso del plegamiento en las pro-
teinas, es solo cuando éstos fallan que la condicion patoldgica asociada al plegamiento
anormal se torna evidente. En este sentido, el ntimero de enfermedades conocidas en la
actualidad que estan relacionadas con un plegamiento anémalo aumenta de forma gra-
dual; estas enfermedades son a menudo familiares, debido a que el cambio en el plega-
miento reside en una mutacion en la secuencia del DNA. De manera que las mutacio-
nes pueden incrementar la tendencia de una proteina a plegarse de una forma anormal,
esta situacion es el origen de enfermedades como la relacionada con el funcionamiento
anormal de la antitripsina-o. | durante procesos inflamatorios.

En este sentido, se ha enfocado mucha atencién en las enfermedades en
donde el plegamiento anémalo conduce a un estado de agregacion, en especial
cuando estos agregados se presentan hacia una forma altamente organizada,
denominada fibra de tipo amiloide. A este respecto, una serie de enfermedades
que estan asociadas con la formacion de depositos extracelulares e intracelulares
de agregados con caracteristicas amiloides se presentan en el cuadro 3-1, junto
con la proteina o péptido especifico que en cada caso es la especie predominan-
te de los depositos. Algunas de estas condiciones incluyen a la enfermedad de
Alzheimer y la de Creutzfeldt-Jakob, asi como una variedad de otras enfermeda-
des neurolégicas o sistémicas, como las polineuropatias. Dentro de este contexto,
resulta importante mencionar que estas enfermedades no sélo estan asociadas a
la presencia de mutaciones genéticas (formas familiares de la enfermedad) sino
también con fenémenos relacionados al envejecimiento. En ambos casos, los
mecanismos de control y regulacion deben estar alterados. En el primer caso, esto
puede estar asociado a que las secuencias de las proteinas involucradas no son las
que han sido optimizadas durante la evoluciéon y en el segundo caso, debido a los
cambios en la fidelidad de la estructura molecular, asi como al deterioro de los pro-
cesos celulares de control que son el resultado del paso del tiempo. Asimismo, existen
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28 e El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas

estados patologicos como las enfermedades pridnicas, en los cuales muchas de las
formas se transmiten por medio de costumbres por lo general evitadas por las
précticas sociales; por ejemplo, la causa primordial de las encefalopatias espongi-
formes transmisibles esta relacionada con practicas canibales y actividades debi-
das a la exposicion de animales portadores de estas patologias.

Aunque las enfermedades relacionadas con amiloides poseen diferentes
caracteristicas, sus origenes moleculares pueden tener mucho en comun. La agre-
gacion de proteinas plegadas de forma incompleta o degradadas parcialmente es
un proceso complejo que progresa de oligdmeros pequefios a estructuras mas
organizadas como los protofilamentos, antes de la formacién de las fibras bien
definidas. Sin embargo, también la agregacion puede generar grandes ensambla-
jes desorganizados que de manera frecuente se consideran como estructuras
“amorfas”. En este sentido, se ha planteado que la agregacion inespecifica y la for-
macion de las fibras bien definidas son dos fenomenos competitivos, en donde
debe intervenir un equilibrio sutil y dindmico de interacciones que inducen a la
formacion de fibras, en gran medida conducido por las condiciones fisicoquimi-
cas especificas del microambiente que rodea a las secuencias peptidicas. A través
del uso del fragmento 25-35 del péptido B amiloide (BA,5.35), en nuestro labo-
ratorio se ha confirmado que cambios minimos en el microambiente pueden ser
suficientes para favorecer la transicion entre diferentes estados conformacionales
(figura 3-1). Cuando el BA,s 35 es incubado en condiciones de pH 7.2 forma
agregados desordenados con caracteristicas amorfas, no registrandose las estruc-
turas fibrilares tipicas con tamafios de 7 a 13 nm de ancho. Sin embargo, cuando
se mantiene en H,O pH 5.5 se evidenci6 la formacién caracteristica de las fibras
amiloides (figura 3-1), las cuales inducen mecanismos de citotoxicidad, como
modificaciones en la expresion de proteinas adaptadoras funcionalmente impor-
tantes como B-adaptina y CALM que participan en la maquinaria de endocitosis
de microglia, células que de manera fisiologica pueden entrar en contacto con
fibras del BA.85 Al evaluar los agregados amorfos no se encontré un efecto cito-
toxico, ni cambios en la expresion diferencial de estas proteinas$6 (figura 3-1).

Debido a que existen propiedades comunes en la forma en que se pliegan las
proteinas, es probable que también exista una conexién en cuanto a la manera en
que se agregan las cadenas polipeptidicas monoméricas de estas estructuras; sin
embargo, su efecto sobre los procesos bioldgicos puede ser muy diferente. Por
ejemplo, existe un nimero muy grande de proteasas de serina en los sistemas bio-
logicos, estas enzimas poseen caracteristicas mecéanicas y estructurales similares,
pero pueden tener funciones en la biologia que oscilan desde la regulacion de la
coagulacion sanguinea hasta la digestion de alimentos. Asi, aunque dos proteinas
se agregan en formas muy similares, si el proceso ocurre en tejidos diferentes o
en organelos celulares separados, los efectos pueden ser sorprendentemente
opuestos.

A pesar de esta complejidad, las semejanzas de los mecanismos a través de los
cuales las proteinas se agregan in vitro, por ejemplo, para formar estructuras amiloides,
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Figura 3-1. Efecto de las propiedades fisicoquimicas del microambiente en la formacién de fibras amiloides
en el péptido BAys.35. (a) El péptido BA,s5.35 incubado por 72 h bajo un pH 7.2 induce la formacion de
agregados amorfos; (b) Células de microglia tratadas con estos agregados amorfos no producen cambios
en la expresion de proteinas endociticas; (c) La incubacion del BAys 35 por 72 h bajo un pH 5.5 induce la for-
macion de fibras bien definidas; (d) Células tratadas con estas fibras muestran cambios en la expresién de
proteinas como B-adaptina y CALM; (e) Estructuras fibrilares bien definidas del BA,5.35 inducen una dismi-
nucion gradual de la viabilidad celular de microglia. Las barras en las imagenes de microscopia electronica
de transmisién corresponden a 200 nm (Obtenida por nuestro grupo de trabajo).
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empieza a sugerir caracteristicas comunes in vivo. Por ejemplo, en nuestro grupo de
trabajo se ha enfocado un esfuerzo considerable en el estudio de la proteina trans-
feridora de ésteres de colesterol (CETP), la cual facilita la transferencia de éste-
res de colesterol y triglicéridos entre lipoproteinas en el plasma, en especial direc-
cionando el flujo de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) a lipo-
proteinas de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL, respectivamente). De esta
forma, la presencia de altas concentraciones de CETP en plasma se considera
como un factor importante de riesgo aterogénico. Se ha definido que el sitio cri-
tico para su funcion esta situado en el dominio carboxilo terminal de la proteina,
siendo la estructura secundaria a-hélice de este sitio, la conformacién funcional
para la transferencia de lipidos. Sin embargo, hemos demostrado que este domi-
nio puede sufrir cambios conformacionales cuando se mantiene, por un lado
fuera de un ambiente de lipidos, asi como mediante la induccién de la mutacion
puntual D47oN. Utilizando una serie de péptidos derivados de esta region carbo-
xilo terminal, se ha demostrado que estos cambios favorecen la induccion de una
conformacion secundaria-f y la formacion de estructuras fibrilares del tipo amiloide, las
cuales durante su caracterizacion funcional se ha definido que inducen una alta cito-
toxicidad en varios modelos celulares en cultivo. Esta investigaciéon ha permitido
establecer que este tipo de estructuras no asociadas con fendémenos patologicos pue-
den promover una respuesta celular de citotoxicidad mediante cambios en el
balance de diversas moléculas proteicas que participan en endocitosis, muy simi-
lares a las inducidas por el péptido BA asociado a la enfermedad de Alzheimer.86
De igual forma, se ha planteado la existencia de una regulacién fina entre la
secuencia peptidica de la region carboxilo terminal de CETP, su carga neta y el
microambiente que le rodea, lo cual define el tipo de estructura secundaria
adquirida. Cambios en este balance podran favorecer un plegamiento anomalo de
esta region, lo que podria conducir a la formacion de estructuras aberrantes del
tipo amiloide y a la pérdida de la capacidad de transferencia de ésteres de coles-
terol llevada a cabo por CETP.

No obstante, cabe mencionar que existe una evidencia emergente relaciona-
da a que las especies mas téxicas para las células son quiza los agregados oligo-
méricos que son precursores a la formacién de las fibras maduras y no las fibras
per se. También es importante considerar que una vez que las cadenas polipepti-
dicas se agregan en una fibra bien organizada, ésta puede ser sustancialmente
toxica, ya que su acumulacién en esta forma reduce la concentracion de la pro-
teina soluble funcional y podria ademas, desorganizar de manera fisica el compar-
timento biologico dentro del cual se forma. Por ejemplo, en el caso de la anemia
de células falciformes la funcion de los eritrocitos estd suprimida por la acumu-
lacion de agregados fibrilares de hemoglobina, como resultado de la sustitucion
de un grupo funcional carboxilo por un metilo (mutacion EgV) en una de las
cadenas laterales que se encuentra en la superficie, generando el cambio morfologico
clasico en forma de hoz de los eritrocitos. En este sentido, existe la fascinante
posibilidad de que especies toxicas con un plegamiento anémalo pueden ser pro-
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tectivas al mismo tiempo que sean patégenas, haciendo referencia a la proteccién
que la anemia de células falciformes realiza en contra de algunas formas agresi-
vas de paludismo.

Dentro de los mecanismos de proteccion contra la aparicion de amiloides
parece que las chaperonas evolucionaron de forma preferente hacia el manteni-
miento de una baja especificidad, quiza esto les permite unirse a una proteina
blanco y de esta forma resguardar aquellas regiones de la proteina atn en proce-
so de plegamiento. Estos mecanismos se asocian a la disposicion de un ambiente
favorable en su interior, en donde la proteina pueda plegarse con rapidez y de
manera eficiente evitar la formacion de interacciones no nativas. Se ha encontra-
do que las chaperonas moleculares son capaces de reconocer de forma especifica
segmentos expuestos altamente propensos a la agregacion, evitando que interac-
cionen de manera anémala con otros componentes celulares o con segmentos
similares en otras moléculas proteicas, lo que podria conducir a la aparicion de
fenomenos de nucleacion.8”

Asimismo, resulta conveniente mencionar que la toxicidad de los precursores
oligomeéricos ha generado un espectro de puntos interesantes, como la posibilidad
de que exista una variedad de efectos patologicos de bajo nivel, que se relacionan
a las enfermedades amiloidoticas y que todavia estan por detectarse, por ejemplo,
en los padecimientos vinculados al envejecimiento. Puesto que una concentra-
cioén alta de una proteina plegada de manera anémala puede causar amiloidosis,
otro grupo de enfermedades relacionadas con el plegamiento esta causado por la
falta de una proteina con un plegamiento nativo, este tipo de condicién est4 invo-
lucrada en enfermedades como la fibrosis quistica, pero en especial afecta a la
proteina p53, la cual ocupa la posicion més importante conocida en la defensa
celular contra cambios neoplasicos.

Como ya ha sido comentado, proteinas nativas desordenadas sobre las cuales
es conocida la falta permanente de estructura secundaria o terciaria, han sido
reconocidas al menos en la ausencia de otras proteinas de presentar la tendencia
a organizarse en estructuras amiloidogénicas. Este es el caso de la a-sinucleina,
una proteina encontrada en los cuerpos de Lewy en cerebros de pacientes con la
enfermedad de Parkinson.88 En el caso de las enfermedades relacionadas con
priones, la proteina PP ha sido aislada de placas amiloides, en donde un cambio
conformacional evidente de una estructura a-helicoidal hacia una cadena-8 por
medio de un mecanismo de templado es reconocido como el proceso que causa
la agregacion.89

En el interés de poder establecer la conexién entre regiones o proteinas
desordenadas con el fenomeno de agregacion, se han realizado una serie de estu-
dios en péptidos y proteinas modelo. Por ejemplo, Chen et al., mostraron que la
poliglutamina monomérica en solucion representa el nicleo para la formacion de
agregados con una estructura - a través de una transicion inicial desorden-al-
orden.%0 En este sentido, multiples trabajos de simulacion a través de dindmica
molecular han proporcionado una caracterizacion cuantitativa de estos péptidos de
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poliglutamina, mostrando fluctuaciones desorden-al-orden directamente relacio-
nadas con la longitud de la cadena y el grado de compactacion.91 Asimismo, se ha
encontrado que la concentracion de las amidas primarias de las cadenas laterales
alrededor de las unidades del esqueleto de carbono y el grado de solvatacion, ya
sea por puentes de hidrogeno o por moléculas de agua a su alrededor, contribu-
yen de forma importante a estos valores promedio de compactacion.9!

Sin embargo, la pérdida de estabilidad del estado globular de una proteina y
la consiguiente exposicion de cadenas laterales con un potencial alto de interac-
cién, no representa un factor anico en la promocioén del fenomeno de agregacion.
De hecho, la mayoria de las proteinas nativamente desordenadas no sufren de
agregacion amiloide. Esto es indicativo de la existencia de otros factores que
deben promover la agregacion del estado desplegado. Varios autores han sugeri-
do que la capacidad de prevenir la formacién de amiloides puede actuar como
una fuerza conductora en la evolucion de proteinas, en donde estas biomoléculas
han disefiado estrategias basadas en la secuencia y estructura para prevenir la
agregacion.9? Considerada como un factor clave, el mantenimiento de una carga
neta suficientemente elevada sin desestabilizar a la proteina nativa es uno de los
mecanismos propuestos, en este sentido existe una evidencia solida de que pro-
teinas intrinsecamente desordenadas mantienen una carga neta alta como una
estrategia para evitar la agregacion93 y permanecer solubles en el ambiente celu-
lar altamente concentrado. En cambio una alta hidrofobicidad, junto con una alta
tendencia para mantener una estructura secundaria de tipo -B se consideran fac-
tores claves en la transicion hacia estructuras amiloides.

Independiente del origen de las enfermedades desencadenadas por un plega-
miento anémalo de las proteinas, se ha planteado una serie de preguntas sobre las
cuales un importante namero de laboratorios alrededor del mundo estan buscan-
do las respuestas, por ejemplo ;cudl es el nivel de agregados moleculares que un
sistema biologico puede tolerar como normal? ;Existen mecanismos celulares
bien establecidos de eliminacion de las proteinas agregadas, atin como fibras ami-
loides? ;Cual es la causa de que los agregados de una misma proteina formados
en organos diferentes o en sitios diferentes dentro de estos 6rganos para que ori-
ginen diversas manifestaciones de una enfermedad? ;Existe alguna relacion entre
las enfermedades del plegamiento anormal de proteinas con el envejecimiento?
(Pudieran estar afectados otros mecanismos relacionados con la regulacion y eli-
minacion de proteinas, por ejemplo, el proteasoma? y ;/por qué son transmisibles
las enfermedades priénicas, mientras otras enfermedades del tipo amiloidético no
lo son? En este contexto, es muy probable que la progresién rapida de muchas
enfermedades de agregacion esté asociada con el hecho que una vez formados los
agregados, éstos funcionan como nucleos que aceleran la formacion de fibras. Si
bien, se tienen algunas respuestas a estas preguntas, atn queda mucho por cono-
cer de este campo, que es una de las areas de investigacion biomédica mas férti-
les y de alto impacto en el 4rea sociomédica de la salud.
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Amiloides

DEFINICION Y CARACTERISTICAS

Un importante nimero de enfermedades humanas que afectan a varios tejidos y pro-
ducen una serie de sintomas comunes, encuentran su origen en el autoensamblaje
aberrante de proteinas formando depésitos insolubles. 9495 Aunque el establecimien-
to absoluto de esta conexion no ha sido demostrado, una evidencia solida indica una
fuerte correlacion entre la formacion de fibras amiloides y su toxicidad.96-98 El punto
faltante reside en el entendimiento de las propiedades bésicas de las denominadas
proteinas-amiloidogénicas que determinan su capacidad de auto-organizarse en una
conformacion-. Dicha capacidad ha sido relacionada con un componente heredita-
rio en varias enfermedades autosémico dominantes y con formas esporidicas de la
enfermedad. 99,100 En este sentido, independientemente si la proteina precursora es
sintetizada como una molécula funcional normal, factores externos en especial los
relacionados con el microambiente proteico durante la sintesis o durante el transito
hacia el espacio celular en donde realiza su funcion, pueden definir una parte de su
potencial amiloidogénico. Como no todas las proteinas que se agregan forman depo-
sitos amiloides, el estudio y de manera eventual el entendimiento de los mecanismos
que gobiernan; primero, el plegamiento de proteinas y segundo, los fenémenos relacio-
nados con la agregacion, pueden incluir posibles implicaciones para las transiciones
desorden-al-orden. De nuevo, atin falta evaluar de forma completa la implicacion fun-
cional de tener segmentos desordenados en estas proteinas, que pudieran presentar
transiciones conformacionales a estados ordenados.

Los amiloides son agregados de proteinas que se depositan en los tejidos
durante el transcurso de diversas enfermedades. En condiciones normales, estas
proteinas se encuentran en forma soluble, debido a mdltiples factores atin no del
todo conocidos adquieren un plegamiento anémalo, se vuelven insolubles y resis-
ten la degradacién enzimatica. Aunque la secuencia de aminoacidos difiere de
una proteina amiloide a otra, todas se depositan formando una estructura comun,
la fibra amiloide. Cada fibra esta constituida por un solo tipo de proteina que se
ensambla en forma repetitiva, por lo general la proteina adquiere la conformacion de
hoja-B plegada. Como ya se ha comentado, un ntimero importante de enferme-
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dades han sido vinculadas con problemas en el plegamiento simple de las proteinas;
es decir, se origina un plegamiento anémalo sin que exista un cambio o mutacién
en algan aminoacido de la secuencia de la proteina.

A lo largo del texto se ha referido como amiloides a una serie de estructu-
ras supramoleculares en forma de fibras, las cuales se originan a partir de dife-
rentes proteinas. La denominacion “amiloide” fue usada por primera vez hace
mas de 100 afios por el fisiologo aleméan Rudolf Virchow (figura 4-1), quien
empled el término para referirse a depdsitos que encontré en muestras post
mortem de tejidos, los cuales reaccionaban con el yodo, por lo que sugirié que
la reaccion quimica estaba determinada por la presencia de moléculas pareci-
das al almidon. Ahora se sabe que la reaccién esta asociada con un tipo parti-
cular de moléculas glucosidicas, los glicosaminglicanos. Mas adelante se le dara
un mayor hincapié a estas moléculas, que son importantes en la deposicién y
estabilizacion de los amiloides. Asimismo, se ha visto que las fibras son estruc-
turas muy ordenadas de cientos de copias de péptidos o proteinas, interaccio-
nan con moléculas anfifilicas como el colorante rojo Congo y la tioflavina-T y al
examinarlas bajo el microscopio de luz polarizada muestran la propiedad de
birrefringencia. A través de técnicas de microscopia de fuerza atémica y
microscopia electrénica de barrido se ha encontrado que las fibrillas consisten
de un ntmero que va de 2 a 6 unidades precursoras denominadas protofila-
mentos, cada una de las cuales mide de 2 a 5 nm de didmetro. Varias unidades
de protofilamentos se ensamblan para formar fibras que tienen un ancho de 7
a 13 nm y pueden alcanzar una longitud de varias micras (figura 4-2). A este
respecto, la mayor parte de proteinas amiloides son relativamente pequefias,

Figura 4-1. El fisi6logo aleman Rudolf Ludwig Karl Virchow fue quien acufi¢ el término amiloide, en la
descripcion de ciertos depdsitos que encontré en muestras post mortem de tejidos, los cuales reaccionaban
con el yodo.
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Figura 4-2. Fibras amiloides obtenidas del péptido BA,5 35. La imagen fue obtenida con la técnica de tincion
negativa a través de microscopia electrénica de transmision. La barra corresponde a una escala de 200 nm
(obtenida por nuestro grupo de trabajo).

su peso molecular oscila entre 4 000 y 25 000 daltones, sin embargo también
se ha reportado su formacion en proteinas de peso molecular més elevado. De
igual forma algunas estan truncadas en sus extremos amino y carboxilo termi-
nales en diferentes puntos de la secuencia de aminoacidos.

Experimentos de difraccion de rayos X han mostrado que las fibras poseen
un motivo estructural de hoja-B cruzada, en la actualidad mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) en estado s6lido y complementaciéon por mutagénesis
se han caracterizado de forma estructural las fibras que forma el péptido-BA, los
resultados mostraron que las cadenas-f individuales corren perpendiculares al eje
de la fibra con una separacién de 4.7A entre las cadenas, mientras la distancia que
separa a las hojas- es alrededor de 10A. Esto ha perrmtldo tener un primer acer-
camiento a nivel molecular de las fibras amiloides, para conocer su estructura, las
principales interacciones que les confiere la alta estabilidad, incluso este tipo de
informacion estructural est4 siendo usada en el disefio y modelaje de moléculas
inhibidoras que puedan interferir en los mecanismos iniciales de formacion y oli-
gomerizacion. En la actualidad este tipo de estudios ya se han extendido de
manera muy amplia, por ejemplo, hasta el afio 2009 se habian realizado cerca de
40 estudios usando la técnica de RMN en estado solido para dilucidar la estructu-
ra de una amplia serie de fibras amiloides, incluyendo fibras como las que forma el
polipéptido islote-amiloideo (IAPP), la a-sinucleina y la proteina priénica, entre
otros.101
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Figura 4-3. Representacién estructural de los péptidos BA; a) secuencia primaria del fragmento que abarca
los residuos 17—42. Se muestran los segmentos que corresponden a 31 (18-26) y 2 (31-42) conectados a
través de una region poco estructurada (residuos 27-30); b) estructura fibrilar obtenida por medio de RMN
y complementacién por mutagénesis. La estructura muestra un pentamero con distancias intercadenas
alrededor de 4.7A; c) vista lateral a través del eje de la fibra BA con los aminodacidos laterales de ambas
cadenas-B separados por una distancia de 10A. Cédigo de acceso PDB: 2beg. Imagenes visualizadas
empleando el programa PyMOL.257

Formacion de amiloides in vitro

Los diversos estudios realizados sobre el mecanismo de conversion de una protei-
na normal soluble a estructuras fibrilares del tipo amiloide, han resultado estimu-
lantes en el hecho de que estas transiciones estructurales pueden reproducirse bajo
condiciones de laboratorio.102 Para llegar a este nivel, un procedimiento comun ha
sido el exponer a las diferentes proteinas en su conformacion nativa a diversas con-
diciones de estrés estructural, como pH bajos, temperaturas elevadas o la adicion
de agentes quimicos que ocasionan una disminucion en la estabilidad.

En un estudio de RMN realizado en el dominio SH3 de la cinasa P13, que no
tiene conexion con ninguna enfermedad conocida,103 bajo condiciones de pH bajo
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y después de varias horas de incubacion, la solucién de proteina se convirtié en
un gel viscoso. Cuando este gel fue examinado por microscopia electrénica, los
investigadores descubrieron que la solucion contenia fibrillas bien definidas, pre-
sentando una morfologia idéntica a la del tipo amiloide que se encuentra en
muestras biologicas. Siguiendo estos resultados, el cultivo in vitro de fibrillas del
dominio SH3 durante semanas resulté en material lo suficientemente bien orde-
nado para poder ser estudiado en detalle por medio de microscopia crioelectro-
nica.l04 Técnicas de reconstrucciéon de imagenes mostraron que las fibrillas estan
compuestas de protofilamentos, los cuales contienen segmentos especificos de
hojas-B entrelazadas en un ensamblaje helicoidal.104 Si bien, la resolucién de esta
técnica todavia no es suficiente para revelar la estructura molecular en detalle,
estudios de difraccién de rayos X han mostrado que en cada protofilamento indi-
vidual las moléculas de péptido o proteina estan arregladas espacialmente, de tal
manera que la cadena polipéptidica forma estructuras en hoja-B que corren per-
pendiculares a lo largo del eje de la fibra.105

Los datos que han resultado de experimentos cinéticos son consistentes con
la posibilidad de que estados conformacionales “intermediarios” o “parecidos a los
globulos fundidos” estan en equilibrio y que el proceso de formacién fibrilar
puede ocurrir a través de un cambio minimo en el equilibrio.196 Debido a que la
amiloidogénesis corresponde a una reaccion de dos etapas con un periodo lento
o lag asociado con la formacién de un centro de nucleacién y una etapa posterior
relacionada con la propagacion, este proceso se ha comparado con la formacion
de cristales en proteinas!07 y la gelificacion de polimeros. Por otro lado, la propie-
dad de que se lleve a cabo el crecimiento fibrilar por medio de técnicas de sem-
brado, ha permitido proponer un mecanismo de progresiéon en la formacién de
fibrillas, secuencial a lo que puede ser un mecanismo de disparo de transicion
estructural de la proteina a alguna enfermedad amiloidotica, como las encefalo-
patias espongiformes. 108,109

Un mejor entendimiento del mecanismo de formacion de las fibras amiloide
y la manera en que se estabilizan, debe traducirse en un conocimiento mas soli-
do de las condiciones patoldgicas que llevan a muchas de las enfermedades que
emergen en la poblacion de mas edad en la sociedad y de las oportunidades para
su prevencion, asi como su tratamiento. A su vez, estimularad nuevas ideas sobre
la naturaleza de las secuencias que van surgiendo de los estudios detallados tanto
del genoma humano como del proteoma y quiza llevar a un anélisis més profun-
do de las fuerzas impulsoras detras de la evolucion de las proteinas.

ASOCIACION DE LAS ESTRUCTURAS AMILOIDES
CON ENFERMEDAD

Sin duda, la aparicién de enfermedades relacionadas con amiloides debe estar en direc-
ta conexion con la presencia de alguna falla en los mecanismos regulatorios celulares,
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que por lo general aseguran que las proteinas se mantengan en su estado funcional,
conservando su plegamiento nativo.!10 Estos mecanismos y sistemas de control inclu-
yen la accion de proteinas catalizadores del plegamiento, chaperonas moleculares, enzi-
mas liticas y la degradacion asociada al reticulo endoplasmico que por lo general detecta
proteinas mal plegadas o dafiadas, organelo en donde las proteinas son rescatadas o des-
truidas.13,111 Sj la funcién de estos mecanismos protectores est4 disminuida, la proba-
bilidad de que se desarrolle el fenomeno de patogénesis se ve aumentada.!12,113

Asimismo, se ha encontrado que todos los tipos de amiloides estin invariable-
mente unidos a un grupo de macromoléculas, en especial proteinas que incluyen
al componente P, a las apolipoproteinas E y J, a la amplia gama de proteoglicanos
sulfatados y a la al-antiquimiotripsina, asi como algunos iones metélicos. Estas
moléculas han mostrado la propiedad de modular la formacion de amiloides,!14-
116 de tal manera que estas “chaperonas patoldgicas” como se les ha nombrado,
también han mostrado contribuir a la toxicidad causada por amiloides.!17 Quiza
las moléculas asociadas en mayor cantidad con los amiloides son los proteoglica-
nos, los cuales contienen un gran namero de cadenas unidas de glicosaminglicanos
sulfatados (GAG) a lo largo del nacleo de la proteina.l18,119 Incluso, se ha suge-
rido que la interacciéon de las proteinas precursoras con los GAG contribuye
como una fuerza impulsora en el ensamblaje de las fibras y por lo tanto en la for-
macion de placas.!20 Cabe mencionar que los proteoglicanos se expresan de
forma ubicua en la mayoria de membranas celulares y son comunes en todos los
amiloides estudiados hasta ahora,!21-123 por lo que se ha considerado que varios
de estos componentes intervienen en la sintesis de las placas maduras, funcionan-
do como una plataforma para su formacién y contribuyendo a que las fibras no
puedan ser removidas de los tejidos por digestiéon enzimatica.

Los sitios de deposito de los amiloides en el organismo son variados, pueden afectar
a diferentes 6rganos como en las amiloidosis generalizadas o a un solo 6rgano como en
las amiloidosis localizadas. En la época en que no existian los antibioticos, la forma maés
comuin de amiloidosis era la generalizada, la cual afectaba en especial al higado, bazo,
rifiones y aparecia como consecuencia de infecciones cronicas tales como tuberculosis,
lepra o malaria. En el caso de las amiloidosis localizadas en raras ocasiones adoptan la
forma de una masa identificable; sin embargo, pueden provocar sintomas similares a los
ocasionados por los tumores neoplasicos, de hecho en la actualidad son las formas mas
frecuentes de amiloidosis, se relacionan con la diabetes del adulto, en la que esta afecta-
do el pancreas por los depésitos de amilina (un péptido de 37 residuos producido en
las células-B de los islotes de Langerhans) y con la enfermedad de Alzheimer, caracteri-
zada por el deposito en el cerebro del péptido B-amiloide (BA). Puesto que los depési-
tos de amiloides intervienen en la patogenia de dos de las enfermedades diabetes y
enfermedad de Alzheimer que afectan a una parte muy importante de los seres huma-
nos, se esta llevando a cabo una activa investigacion sobre los mecanismos implicados
en la formacion y mantenimiento de las fibras amiloide. Sin embargo, muchas de las
amiloidosis son hereditarias, en donde el cambio de un s6lo aminoécido puede ser sufi-
ciente para favorecer el plegamiento anormal de la proteina hacia la conformacién que
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determina la fibrilogénesis. Estos mecanismos moleculares, asi como la interaccion de las
proteinas amiloides con otras biomoléculas (proteinas, carbohidratos y lipidos) que favo-
recen la formacion de las fibras, son temas de intenso estudio. Uno de los objetivos de
los investigadores especializados en este campo es encontrar farmacos o moléculas que
impidan o retrasen el depésito de fibras, y asi evitar o disminuir el dafio que dicho pro-
ceso provoca en los 6rganos afectados.

Otros casos estan relacionados con enfermedades prionicas como la encefalo-
patia espongiforme bovina (EEB) y sus equivalentes en el ser humano, la enfer-
medad de Creutzfeld-Jakob (ECJ), enfermedad de Parkinson y una variedad de
condiciones menos conocidas, pero igualmente serias, como el insomnio familiar
fatal.124 Estas enfermedades pueden ser esporadicas, hereditarias o adquiridas y
a menudo se manifiestan sélo en etapas avanzadas de la vida.

A la fecha, se han descrito cerca de 40 enfermedades asociadas al deposito extra-
celular e intracelular de péptidos y proteinas con caracteristicas del tipo amiloide, 125
en donde cada una de ellas manifiesta un cuadro clinico distinto (cuadro 3-1). Sin
embargo, el autoensamblaje en estructuras fibrilares no es una caracteristica restrin-
gida a un grupo reducido de péptidos y proteinas que presentan un patron especifi-
co en la secuencia de aminoacidos o a nivel del plegamiento global. En los dltimos
diez afios, se ha encontrado un gran namero de secuencias polipéptidicas no relacio-
nadas con enfermedad que presentan la capacidad de formar estas estructuras bajo
condiciones que promueven un desplegamiento parcial, tales como un pH bajo,
temperaturas elevadas o presiones altas, las cuales son indistinguibles de las asociadas
a condiciones patoldgicas. Incluso, existe la propuesta de que la formacién de estruc-
turas amiloides puede ser una propiedad genérica a las cadenas polipeptidicas.!3

Cada enfermedad est4 relacionada con una proteina en particular y se ha con-
siderado que agregados de estas proteinas son el origen directo o indirecto de las
condiciones patologicas asociadas con la enfermedad en cuestion (cuadro 3-1).
En algunos casos, la cantidad de proteina agregada es enorme, llegando a ser de
gramos en ciertas manifestaciones de amiloidosis sistémicas. A pesar del rango de
proteinas involucradas en estas enfermedades, incluyendo varias proteinas muy
conocidas como la lisozima, transtiretina y los priones (figura 4-4), las cuales
poseen plegamientos nativos tnicos, la forma fibrilar que se encuentra en los esta-
dos patolégicos es un patron constante (figura 4-2).105

A continuacion se describe una serie de proteinas en las que se ha descrito la
formacion de estructuras amiloides, como un factor clave en la aparicién de
enfermedad.

PROTEINA PRECURSORA DEL B-AMILOIDE (PPBA)
Y EL PEPTIDO B-AMILOIDE (BA)

La proteina precursora del B-amiloide (PPBA) junto con el péptido B-amiloide
(BA) son consideradas moléculas normales encontradas en el plasma, fluido cere-
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Figura 4-4. Estructura cristalografica del fragmento proteolitico del prién humano (PrP¢) obtenida del PDB
(codigo de acceso:1 g m2), visualizada con el programa PyMOL.257

broespinal y en el espacio extracelular. La PPBA corresponde a una proteina
transmembranal con un potencial amiloidégenico muy bajo in vitro, lo cual con-
trasta con la alta tendencia del péptido-BA de formar agregados fibrilares.126 A la
fecha han sido descritas tres isoformas de la PPBA con tamafos de 751, 770, y
695 residuos,!27 por medio de la accién de una o—secretasa se forma un ectodo-
minio soluble con el fragmento C-terminal retenido en la membrana plasmati-
ca.128 Sin embargo, de forma secundaria a la accién de las secretasas B y v se libera el
péptido B-amiloide (BA), generando diversas formas de péptidos B-amiloides, los
cuales varian en tamafio de 39 a 43 residuos, siendo el BAy, la molécula con el
potencial fibrilogénico mas alto (figura 4-3).129

Hace varios afios, en estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se
encontr6 que las plaquetas al activarse secretan un proteoglicano de 120 kDa, el
cual presenta la habilidad de inhibir la internalizaciéon en macrofagos de lipopro-
teinas de baja densidad-acetiladas (LDL-Ac) a través de la union con el receptor
scavenger clase-A (RS-A).119 Este proteoglicano fue identificado como un pro-
ducto a-secretasa durante el procesamiento de la PPBA,130 el resultado apoya la
posibilidad de que el RS-A puede participar en el aclaramiento de varias formas
de la PPBA en lesiones ateroscleroticas, contribuyendo de esta manera a la reduc-
cién en la formacion de células espumosas. Ademas, la competencia de la PPBA
por la entrada del B-amiloide en células de microglia a través del RS-A puede con-
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tribuir a la acumulacion del B-amiloide en el espacio extracelular del cerebro. Aunque
cambios en la estructura secundaria de la PPBA relacionados con una transicion
desorden-al-orden no han sido propuestos, esta posibilidad puede estar latente.
También se ha demostrado en nuestro laboratorio que el B-amiloide es capaz de pro-
mover un importante estado de estrés oxidativo celular,85 y como ya es conocido el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, la amiloidosis mas comtn y la mayor causa
de demencia en personas de edad avanzada.

AMILOIDOSIS DE NERVIOS PERIFERICOS Y
LA PROTEINA TRANSTIRETINA (TTR)

La amiloidosis de nervios periféricos es una condicién comtn en la polineuropatia
amiloide-familiar (PAF),131 pudiendo ser una caracteristica clave en la amiloido-
sis primaria de la cadena ligera de inmunoglobulinas y en la amiloidosis relacio-
nada con la B2-microglobulina. Las PAF representan un grupo heterogéneo de
trastornos autosdmico-dominantes, caracterizados por la deposicion de la proteina
transtiretina (TTR) en la forma de estructuras amiloides.!32,133 La proteina TTR
compuesta de cuatro subunidades idénticas de 127 aminoacidos es la proteina
plasmatica responsable del transporte de la hormona tiroxina y de la vitamina
A.134135 Aunque se han descrito varias mutaciones en TTR causantes de la depo-
sicion extracelular selectiva en tejidos, las bases clinicas de la manifestacion pre-
dominante de cada mutacion atin no se han establecido.136,137 Sin embargo, la
patogénesis se ha relacionado con la disociacion de la molécula tetramérica nativa a
especies monoméricas parcialmente desplegadas, las cuales de forma subsecuen-
te pueden ensamblarse en oligdbmeros y por tltimo en fibras del tipo amiloide
(figura 4-5).138-140

La polineuropatia amiloide-familiar también puede aparecer de manera
secundaria a la deposicion de la apolipoproteina A-I y de la proteina gelsoli-
na,!42,143 en este sentido dos mutaciones descritas en el gen de gelsolina han sido
asociadas directamente con este padecimiento.!44,145 Asimismo, se ha demostra-
do que las concentraciones séricas de la apolipoproteina A-II (apo-All) son mas
altas en pacientes con PAF que en los individuos controles o en portadores asin-
tomaticos, sugiriendo que la apo-All puede jugar un papel determinante en la
formacion de amiloides en estos pacientes.!46 De hecho en el afio 2001 se infor-
mo por primera vez una mutacion en el codon de paro, lo cual ocasiona la sinte-
sis de una isoforma anomala de apo-All asociada a la aparicion de amiloidosis
hereditaria renal con 21 residuos adicionales.147

La enfermedad conocida como amiloidosis familiar tipo-finlandés (AFF) relacionada
con la deposicion de la proteina gelsolina, se caracteriza por la neuropatia craneal progre-
siva, distrofia corneal y complicaciones en la elasticidad de la piel.148.149 La primera etapa
en la aparicion de la AFF est4 determinada por una proteolisis aberrante en la proteina gel-
solina llevado a cabo por la enzima furina;!30 en donde de manera secundaria al corte pro-
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Figura 4-5. Estructura tridimensional del monémero de transtiterina (TTR) obtenida por difraccién de rayos
X. Las flechas representan la estructura secundaria en hoja- mostrando en color la posicién de las regiones
con las mutaciones amiloidogénicas mas comunes. El color blanco representa las regiones sin ninguna
incidencia de mutacion; el rojo una mutacion; el verde dos mutaciones y el azul, cuatro o mas mutaciones.
La cita para cada mutacién se puede encontrar en la base de datos de TTR mantenida por CE Costello de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Boston (http://www.bumc.bu.edu/msr/ttr-database/). Codigo de
acceso PDB: 1rlb. Imagen visualizada empleando el programa PyMOL.257

teolitico de una metaloproteasa (MT1-matrix) se generan péptidos amiloidogénicos de 5
u 8 kDa altamente propensos a la agregacion.!>! En este sentido, de forma interesante este
procesamiento es muy similar al que sufre la PPBA, por lo que posiblemente estos meca-
nismos pudieran tener alguna conexion evolutiva que no se ha descrito.

POLIPEPTIDO ISLOTE-AMILOIDEO (IAPP) Y
LA BETA 2 MICROGLOBULINA (32m)

El IAPP o amilina sintetizada en las células B de los islotes de Langerhans sufre una
serie de modificaciones postraduccionales generando un péptido maduro de 37 ami-
noécidos.152,153 La amilina es una molécula involucrada en la regulacion del meta-
bolismo de la glucosa, 154155 asi como en el metabolismo del calcio.!56 Sin embargo,
se ha descrito que los agregados de amilina son los componentes primarios de los
depositos que se encuentran en las células B-pancreiticas de pacientes con diabetes
mellitus tipo I1.157 De manera interesante, las formas oligoméricas prefibrilares han
mostrado la propiedad de poder permeabilizar las membranas celulares a través de
un mecanismo parecido a la formacién de poros, sugiriendo que este proceso podria
estar relacionado con el mecanismo patogénico involucrado en el origen de la dia-
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Figura 4-6. Estructura tridimensional de la amilina humana; a) secuencia primaria de aminoacidos de la ami-
lina (residuos 1-37), mostrando en rojo la region amiloidogénica. Una mutacién que cambia la Ser20 por Gly
ha sido directamente relacionada con los casos mas graves de diabetes mellitus no dependiente de insulina;
b) estructura secundaria de la amilina determinada por RMN usando micelas de dodecil sulfato de sodio.
La regiéon amiloidogénica se muestra en rojo como en el panel (a). Cédigo de acceso PDB: 2kb8. Imagen
visualizada empleando el programa PyMOL.257

betes mellitus tipo Il y de otras enfermedades relacionadas con los amiloides.!158 Bajo
esta condicion se ha observado que mas del 90% de pacientes con este trastorno pre-
sentan depositos amiloides en los islotes de Langerhans, 159 estos resultados sugieren
que la formacion de amiloides a partir de la agregacion de la amilina puede ser uno
de los mecanismos criticos en el desarrollo de la diabetes tipo II (figura 4-6).

La beta-2-microglobulina (32m) es una proteina encontrada en asociacion
no-covalente con la cadena pesada del complejo mayor de histocampatibilidad
clase I (MHCI). Debido al recambio natural que sufre la B2m, esta molécula por
lo general se encuentra en el plasma y entonces es transportada a los rifiones, en
donde de manera fisiolégica es catabolizada y excretada.160 Ocasionada por la
insuficiencia renal, la concentracion de 2m en plasma puede aumentar hasta 60
veces, lo cual induce la acumulacion de una estructura filamentosa en tejidos
conectivos, causando la aparicion de la amiloidosis relacionada con diélisis 161-163,
Aunque se conoce que la disociacion del MHCI predispone hacia la transicion
amiloide en la proteina f2m,164 el mecanismo de la formacién de fibras in vivo
atn es poco entendido.165,166

PRIONES

Las enfermedades pridnicas son trastornos crénico-neurodegenerativos asociados a la
acumulacion de formas anormales de la proteina PrP en cerebro. Entre estas enferme-
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dades se reconoce al escrapie en borregos y cabras, la encefalopatia espongiforme en
ganado,167,168 y en humanos el Kuru,169 asi como la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob,170 el insomnio familiar fatal, la enfermedad de Gerstmann-Strausler-Scheiker
y la angiopatia amiloide PrP-cerebral.171-173 La proteina prionica celular (PrP<)
corresponde a una sialoglicoproteina de 35 kDa codificada por un solo gen,174 la cual
es transportada en vesiculas de secrecion estando anclada a estas estructuras por
medio de una mitad del glicolipido glicosilfosfatidilinositol (GPI).175 La forma madura
contiene 253 aminoécidos con repeticiones de octapéptidos ricos en glicina/prolina
abarcando los residuos 51-91; PrPc¢ es polimorfica en el residuo 129 con
metionina/valina y en el residuo 219 con acido glutamico/lisina, presentando dos
glicosilaciones en los residuos 181 y 197.176 Aunque la funciéon normal de PrPc
contintia siendo desconocida, se ha sugerido que puede jugar un papel en la funcion
sinaptica.l’’

Mediante estudios de dicroismo circular se ha demostrado que PrP¢ presenta un
alto contenido de estructura secundaria a.-helicoidal (figura 4-4) y no muestra indi-
cios de una conformacion estructural-$.178 Considerando que ratones knockout para
PrP han mostrado ser resistentes al desarrollo de escrapie, se ha postulado que Ia sin-
tesis de la forma nativa de PrP¢ es un prerrequisito absoluto para la aparicion de la
forma anormal de esta proteina (PrPs<), en donde esta involucrado un cambio confor-
macional de una estructura secundaria a-hélice hacia una cadena-B.179 Como parte
de la amplia investigacion que se realiza en este campo, en la actualidad se ha repor-
tado la formacion de material fibrilar con la morfologia caracteristica de tipo amiloi-
de a partir de un fragmento recombinante de la proteina priénica humana,!80 esto se
alcanzo por medio de la exposicion de la forma soluble de la proteina a condiciones
extremas, con la reduccion del tinico puente disulfuro que estabiliza al estado nativo.
De forma interesante, esta transicion se asocio con la presencia de un intermediario solu-
ble con una estructura predominante 3, en lugar de la naturaleza mayormente a.-heli-
coidal de la proteina nativa,105,181 esto da solidez al planteamiento referente a que es
clave el cambio conformacional de la estructura a-hélice hacia la cadena-B. Inclusive,
las estructuras supramoleculares que forman los priones poseen las mismas propieda-
des de unién que las fibras amiloides, como la propiedad de interaccionar con las
moléculas amiloidofilicas tioflavina-T y rojo-Congo,!82 siendo similares a las fibras
amiloides encontradas in vivo (figura 4-7).183,184

PRIONES EN LEVADURAS

Estudios realizados con la levadura Saccharomyces cerevisiae han conducido al
descubrimiento de proteinas que poseen propiedades infectivas parecidas a los
priones de mamifero.185,186 Se ha encontrado que estos “priones de levadura”, se
convierten en agregados ordenados, presentando todas las caracteristicas de las
fibras amiloides in vitro y ademas exhiben el comportamiento clasico de sembra-
do.187,188 No obstante, un resultado en particular notable de este trabajo, est4
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Figura 4-7. Estructura del dominio prionico de la proteina HET-s (residuos 218-289); a) secuencia primaria
del fragmento 218-289 mostrando los segmentos que corresponden a las cadenas-f: f1a (226-229), f1b
(230-234), B2a (236-241), B2b (243-246), B3a (262-265), B3b (266-270), B4a (272-277) y B4b (279-282),
separados por una region poco estructurada (residuos 247-261); b) vista lateral de cinco dominios de
HET-s (218-289), calculados a través de RMN en estado sodlido, en donde se muestra una estructura
tridimensional en forma de solenoide. Cada color representa un dominio individual; c) vista lateral de un solo
dominio mostrando las regiones B-estructuradas como se marcan en (a). Codigo de acceso PDB: 2 rnm.
Imagenes visualizadas empleando el programa PyMOL.257

relacionado con la habilidad de que las formas amiloide pueden pasar de un pro-
genitor a su descendiente a través de la divisiéon celular, por consiguiente estos
priones se han descrito como material genético no cromosomal. Este fenémeno
revolucionario también se ha descrito en la actualidad en proteinas con caracte-
risticas similares encontradas en hongos filamentosos, como las hidrofobinas EAS
en Neurospora crassal® y la proteina HET-s descrita en Podospora anserina (figu-
ra 4-7).190 De hecho, existe una evidencia experimental solida de que los priones
estan involucrados en funciones celulares fisiologicas sin estar vinculados con
alteraciones que conducen a enfermedad,!85/186 de manera especifica la forma-
ciéon de priones a partir de proteinas como Ure2p, Sup35p, Swil y Cyc8 en S.
cerevisiae esta relacionada con la regulacion de la expresion génica (cuadro 4-1).
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Asimismo se han descrito estructuras similares en algunos insectos como Nephila
edulis (arafa) y Bombyx mori (gusano de la seda). En organismos superiores esta
bien caracterizado el papel que juegan las fibras de la proteina Pmell7 como
estructuras de soporte durante la polimerizacion de melanina (cuadro 4-1).191-
193 Si este fenémeno puede extenderse a otros organismos, consistird en un
importante ejemplo de que el control de los eventos del plegamiento de protei-
nas esta estrechamente relacionado a diferentes niveles con la actividad biolégica.

Si bien, el descubrimiento de priones en los mamiferos ha conducido a la
hipotesis de que una infeccion puede ocurrir sin la presencia de bacterias o virus,
estas propiedades de los priones de levadura y hongos sugieren que la transferen-
cia de informacién genética puede ser posible sin la intervenciéon de los acidos
nucleicos. Esto se une al escenario de la investigacion del RNA, ya que el descu-
brimiento de la capacidad catalitica de esta molécula, ha desplazado la exclusivi-
dad de la catilisis biolégica que mantenian las proteinas.!94 Ademas, estos con-
ceptos llevan a pensar sobre la manera en que la transferencia de informacion
podria haber ocurrido en las formas tempranas de la vida (figura 4-8).195

 SPECIAL REPORT

THE AMAZING
PRION

It has been hailed as a major
breakthrough. ps a new form
of life. , where is it,
and why doesn’t anybody know?

THE OBSCENE SYMPTOMS
OF A BIZARRE DISEASE

IS IT RIGHT TO KEEP
DOLPHINS IN CAPTIVITY?

Figura 4-8. Stanley B. Prusiner premio Nobel de fisiologia y medicina 1997, encontré que la forma PrPC
(conformacion nativa con estructura secundaria basada en a-hélice) puede ser transformada a la forma
PrPSC (conformacion propensa a la agregacion basada en estructura B-plegada), propuso un mecanismo
para la infeccion del tipo prionico. La adicion de PrPSC de una fuente infectada puede causar enfermedad, por
lo que PrPSC posee la capacidad de catalizar la conversion de PrPC a PrPSC por medio de un mecanismo de
templado.
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Plegamiento de proteinas y
evolucion

La regla comun en toda la naturaleza es una infinita diversidad de
estructuras para alcanzar los mismos fines, y esto también se desprende
logicamente del mismo gran principio, como la seleccion natural obra sélo
por la vida y la muerte, por la supervivencia de los mas aptos y por la
destruccion de los menos adaptados.

Cita textual de Charles Darwin en “El origen de las especies”

Considerando la evidencia experimental de que la estructura fibrilar del tipo
amiloide puede ser una conformacion muy extendida en las cadenas polipeptidi-
cas, ;Por qué su ocurrencia en la biologia esté restringida a un nimero tan peque-
fio de proteinas? ;Qué previene al resto de las proteinas de formar este material
en las células? y ;por qué muchas veces se observan por lo general los agregados
s6lo después de una infeccion o durante la vejez? Estas preguntas atin no tienen
una respuesta completa; sin embargo, han resultado oportunas, ya que una vez
formadas las fibras amiloides son practicamente indestructibles bajo condiciones
fisiologicas. Sin duda, algunas secuencias de aminoacidos son mas propensas a la
agregacion que otras y algunas proteinas estan presentes in vivo en concentracio-
nes mucho mas altas que otras. Sin embargo, las respuestas fundamentales a estas
preguntas deben estar relacionadas con el hecho de que la naturaleza ha desarro-
llado mecanismos para evitar la formacion de este material no deseado bajo con-
diciones fisiolégicas. En este sentido, un nimero considerable de laboratorios
alrededor del globo, en este preciso momento se encuentran desarrollando un
esfuerzo importante en descifrar cuales son los cédigos, a través de los cuales la
naturaleza ha sido exitosa en evitar que las proteinas cambien hacia la formacion
de amiloides. Muchos factores deben estar involucrados en los mecanismos de
proteccion, por ejemplo, la seleccion de secuencias que pueden adquirir de forma
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eficiente una estructura globular, junto con las caracteristicas basicas de la
secuencia primaria de las proteinas seleccionadas a través de la evolucion. En este
sentido la formacion de puentes de hidrégeno intercadena, la hidrofobicidad, la
carga global de regiones especificas en la secuencia y la preferencia de formar
estructura-p son caracteristicas basicas en la contestacion a estas preguntas.196

Estudios previos revelan que la naturaleza ha usado varias estrategias para
conseguir esta tarea, incluyendo:

e Reducir el nimero de patrones que son ideales para la formacion de estruc-
tura-, como los agrupamientos de tres o mas residuos hidrofébicos conse-
cutivos. De manera que la naturaleza ha disefiado mantener grupos alternados
de residuos hidrofébicos e hidrofilicos.197

® Mantener una carga neta alta en la secuencia.198
Colocar aminoacidos cargados de forma estratégica a través de la secuencia.l®?

e Generar cadenas-B cortas en los bordes o margenes de las grandes hojas-
B.199

e Incorporar residuos de prolina.!99 También se ha descrito la importancia de
algunos residuos de glicina evolutivamente conservados que disminuyen la
tendencia a la agregacion de las cadenas polipéptidicas.200

e Cubrir las hojas-B con estructuras a-hélices y asas.199

Una propiedad interesante de las proteinas es que dentro de un rango considera-
do como normal o fisioldogico, la estructura de las proteinas es marginalmente
estable en relacion a los estados que puede adquirir la proteina durante su tran-
sicién a las formas desplegadas o de agregacion. Este proceso esta directamente
asociado al fendmeno de cooperatividad y al porcentaje de segmentos de la cade-
na polipeptidica que estd concentrado en estructuras bien empaquetadas.
Asimismo, el fenémeno de cooperatividad ha estado asociado con la existencia de
proteinas nativas que son capaces de efectuar funciones extremas, como la resis-
tencia a la degradacién por protedlisis. En la actualidad se ha considerado que la
cooperatividad y la participacion de proteinas accesorias como las chaperonas
pueden ser igualmente cruciales en evitar el proceso de agregacion.201

De esta manera, la estabilidad de las secuencias peptidicas se ha considerado
como uno de los factores mas importantes que previenen la conversion de una
proteina globular hacia fibras del tipo amiloide bajo condiciones no patologicas,
ya que diversos estudios han mostrado que la pérdida de estabilidad del estado
nativo es un mecanismo primario por el cual mutaciones que ocurren de forma
natural promueven su efecto patogénico en algunas formas hereditarias de ami-
loidosis. En este sentido, no resulta sorprendente que de acuerdo a célculos teo-
ricos realizados con base en una amplia evidencia experimental indiquen que la
desestabilizacion de la estructura nativa por no mas de 2 kcal/mol (efecto de muta-
ciones puntuales) puede incrementar la probabilidad de nucleacion de agregados
desordenados a partir de los cuales se originan los amiloides.202
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La naturaleza genérica en la formacion de amiloides, sugiere que la existen-
cia de enfermedades relacionadas con estas estructuras puede asociarse de forma
parcial al mal funcionamiento de los mecanismos normales de control y regula-
cién encontrados en la célula. En apoyo a esta posibilidad, las condiciones encon-
tradas en el interior de un endosoma, con valores de pH bajos y en directa cone-
Xién con la translocaciéon de proteinas o en lisosomas asociados con la degrada-
cién de proteinas han sido implicadas en estas enfermedades.8 De manera adicio-
nal, la mayor parte de las mutaciones asociadas con diversas enfermedades del
tipo familiar se han relacionado con la formacién de intermediarios parcialmen-
te plegados, ocasionando la pérdida de cooperatividad original presente en la pro-
teina nativa.102

A lo largo del disefio evolutivo que ha seguido la naturaleza, las células debie-
ron haber desarrollado mecanismos para evitar la agregacién y por lo tanto la for-
macion de fibras amiloides muy insolubles. Esto es de particular importancia,
considerando las caracteristicas extraordinariamente concentradas del ambiente
celular.203 Este punto resulta clave, porque las condiciones en que por lo general
se realizan los experimentos in vitro, no estan relacionadas con el ambiente celu-
lar altamente concentrado. Sin embargo, de manera interesante se ha encontrado
que varias proteinas se pliegan en condiciones cercanas a los limites impuestos
por los principios fisicos que se aplican a todas las moléculas,204 esto concuerda
con el concepto preconcebido que posiciona a los procesos biolégicos como de
méxima eficiencia, por ejemplo, muchas enzimas parecen haber alcanzado la per-
feccion en términos de su eficiencia catalitica.?205 En este sentido, la habilidad de
las proteinas de plegarse con rapidez no es so6lo una manera efectiva de generar
su actividad biolégica, sino que también podria, por lo menos en algunos casos
conferir una ventaja evolutiva al minimizar los procesos intermoleculares que
compiten con la agregacion.206

No obstante, es probable que las especies patogenas en mayor concentracion
en algunas enfermedades no se puedan catalogar como fibras, sino que son agre-
gados mas pequefios, precursores a su formacion. Si ésta es una generalidad, la
formacion de fibras podria ser de hecho un mecanismo que permite el secuestro
de estas especies en una forma en la cual se reduce la toxicidad.207 Esto ha ori-
ginado un debate muy fructifero en la comunidad cientifica especializada en el
campo, ya que no solo tiene una relevancia clave en la generacion del conoci-
miento, sino en el desarrollo de las estrategias terapéuticas més adecuadas para
combatir los efectos patolégicos de estas especies, ya que a finales del decenio
pasado se empezaron a desarrollar moléculas enfocadas en evitar la formacion de
las fibras. De acuerdo a la evidencia experimental es probable que éste no sea el
enfoque mas adecuado, sino el empleo de moléculas que estabilizen a las espe-
cies monoméricas de las proteinas precursoras.

Considerando que la estabilidad de las proteinas depende en gran medida de que
los residuos hidrofébicos se encuentren orientados hacia el ntcleo proteico, se ha pro-
puesto la existencia de un sistema de alerta evolutivamente muy conservado, en el que



52 e El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas

la exposicion de regiones hidrofébicas de las proteinas acttia como un patrén molecu-
lar asociado a la presencia de un efecto tdxico, para iniciar la reparacion, la remodela-
cion o activar la respuesta inmune en los organismos.298 Es posible que dentro de los
mecanismos primarios de formacion de fibras sea clave la exposicion de residuos hidro-
fobicos, de tal manera que la naturaleza pudo haber disefiado la formacion de estas
estructuras como una forma de atenuar los efectos citotoxicos, considerando que los
amiloides son conformaciones altamente estables y en donde se minimiza la exposicion
de residuos hidrofobicos. Aunque se necesitan mas estudios al respecto y solo es una
propuesta, se quiere ejemplificar con este tipo de anlisis que existe una amplia discu-
sion en este apasionante campo de la ciencia y atin no todo estd por completo dilucida-
do. Por ejemplo, bajo condiciones desestabilizantes, ;serd que las proteinas al exponer
residuos hidrofébicos al medio acuoso, bajo la formaciéon de estructuras amiloides
encontraron un estado mas estable para disminuir efectos toxicos mayores? En este sen-
tido, proteinas extracitopldsmicas con un plegamiento anémalo tienden a exponer
regiones hidrofobicas, las cuales por lo general estan alejadas o escondidas del ambiente
acuoso, ya sea por las caracteristicas del plegamiento, por la insercion en membranas o
por la ayuda de moléculas accesorias. Esta exposicion puede ocasionar efectos citotoxi-
cos, asociados en especial a la interaccion anémala con membranas lipidicas, provocan-
do un dafio serio en la bicapa y la activacién de la respuesta inmune innata que condu-
ce a inflamacién, lo cual se ha descrito como uno de los primeros mecanismos de toxi-
cidad asociado a los priones, el péptido BA, la amilina y la calcitonina. 208

LA FIBRA AMILOIDE REPRESENTA UNA CONFORMACION
FUNCIONAL AMPLIAMENTE EXTENDIDA.

Sin duda la biologia ha sido exitosa a través de la seleccion de secuencias de aminoaci-
dos y ambientes celulares 6ptimos en los cuales las proteinas se pliegan y funcionan,
evitando la formacién de fibras amiloides. Sin embargo, pudo haber evolucionado la
forma amiloide en las proteinas al grado de representar algin beneficio funcional en
los sistemas biolodgicos. En general, esto parece ser poco probable, debido a la natura-
leza poco maleable de las fibras y a la dificultad en el control de su crecimiento una
vez iniciado. No obstante, estudios recientes han modificado el viejo paradigma que
relaciona a las estructuras amiloides con la apariciéon de enfermedad, de hecho, se ha
planteado que la estructura amiloide pudiera ser comtn en la naturaleza y no una
especie esotérica asociada a un grupo reducido de proteinas. Incluso, algunos investiga-
dores proponen que la entidad amiloide pudo haber existido en el mundo prebiético,
y haber sido el primer plegamiento funcional de las proteinas en las células.

Varios estudios han demostrado que un niimero determinado de polipéptidos
que no estan relacionados de manera directa con enfermedad pueden formar
estructuras amiloides bajo condiciones desestabilizantes.209-214 Sin embargo, de
forma sorprendente se ha encontrado que bacterias,215-216 hongos, 189,190,217
insectos, 218,219 y mamiferos!91,220 han adaptado funciones celulares especificas
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asociadas a la formacién de estructuras fibrilares de tipo amiloide (cuadro 4-1),
lo cual es sugerente de que la deposicion de amiloides puede ser una propiedad
comun a las cadenas polipeptidicas.22! Por ejemplo, la bacteria Escherichia coli
forma una estructura fibrilar extracelular llamada curli que esta relacionada con
la colonizacion de superficies inertes y en la mediacion de la union a proteinas
del huésped para su colonizacion;215 estas estructuras poseen las mismas propie-
dades que los amiloides patoldgicos, tienen un tamano de 6 a 12 nm de didme-
tro, poseen una estructura compuesta de hojas-B e interaccionan con el rojo-
Congo vy la tioflavina-T.215 Las proteinas del corion adherido a la pared del huevo
del gusano de la seda también forman una estructura amiloide que protege de un
amplio rango de amenazas ambientales al ovocito y al embrién durante su desa-
rrollo.218,219 Otro ejemplo sucede en la bacteria filamentosa Streptomyces coelico-
lor que produce hifas aéreas, las cuales permiten la dispersion eficiente de sus
esporas, en donde una clase de proteinas llamadas chaplinas se han identificado
como las formadoras de fibras amiloides que actian cooperativamente para per-
mitir el desarrollo aéreo de las hifas.216 Por otra parte, la proteina prionica HET-
s del hongo Podospora anserina puede formar amiloides infectivos que estan rela-
cionados con la regulacion de la sintesis del heterocarionte entre cepas incompa-
tibles.190 De hecho, la estructura priénica del dominio que comprende a los resi-
duos 218-289 de HET-s fue determinada a través de RMN en estado solido, el
modelo refinado muestra una estructura tridimensional altamente organizada a
manera de B-solenoide con un nacleo triangular hidrofobico en el centro de las
moléculas, ya que cada molécula peptidica forma una especie de enroscamiento
helicoidal?22 (figura 4-7). Sin embargo, modificaciones en posiciones clave de la
estructura debido a la introducciéon de residuos como prolina que interrumpen la
conformacién en hoja-f resultan en la pérdida de infectividad, lo cual es indica-
tivo de que la estructura amiloide es determinante en la propiedad infectiva del
prion HET-s.223 Aun queda por determinar si esta estructura puede ser una con-
formacion extendida a otros priones que han sido descritos en levaduras y mami-
feros. No obstante, todos estos sistemas deben tener mecanismos de ensamblaje
altamente regulados para evitar la aparicion de efectos citotdxicos.

La diferencia entre amiloides “funcionales” y los que estdn asociados con
enfermedad se podria explicar en términos de los mecanismos regulatorios invo-
lucrados en su formacion y que han sido adaptados a través de la evolucion. A
este respecto, los mecanismos podrian haber evolucionado en los amiloides fun-
cionales, de manera que la toxicidad celular asociada con su formacién puede
estar amortiguada por otras proteinas,224 como en el caso de la proteina
Pmel17.191,192 Sjendo una proteina transmembranal localizada en la membrana
plasmatica de los melanocitos,193 Pmell7 es de central importancia en la sintesis
de melanina. La formacion de un fragmento proteolitico denominado Ma es
capaz de formar fibras muy parecidas a las amiloides, las cuales son clave como
una estructura de andamiaje en la polimerizacion de melanina, reduciendo el
tiempo y toxicidad que ocasiona esta polimerizacion, ya que los intermediarios
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que se originan durante este proceso son altamente citotoxicos.!91 Asimismo, se
ha demostrado que la amiloidogénesis del fragmento Ma. de Pmell7 es cuatro
ordenes de magnitud mas rapida que la del péptido-BA y de la a-sinucleina, por
lo que puede considerarse a este proceso organizado de fibrilogénesis como una
forma evolutiva de evitar la toxicidad asociada a la formacion de las fibras.192
Este ejemplo representa una evidencia directa de que a menudo en organismos
superiores la formacién de amiloides puede ser usada para funciones biologicas
especificas, de tal forma que su regulaciéon debe llevarse a cabo a través de condicio-
nes altamente controladas.

Si bien la formacion de fibras amiloides conduce en dltimo término el estado
termodindmico mas estable, el cual es una conformacion estabilizada por una alta
densidad de puentes de hidrogeno intermoleculares e interacciones estéricas com-
plementarias. La diferencia entre la funcionalidad y la apariciéon de toxicidad asocia-
da a las estructuras amiloides puede depender en gran medida de los mecanismos
regulatorios que las células han desarrollado para controlar su formacion.
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Desorden:
un nuevo enfoque

En la actualidad existe un enfoque indirecto en el uso de proteinas intrinseca-
mente desordenadas dentro del proceso de descubrimiento de nuevos farmacos,
aunque de forma general esta caracteristica es poco conocida. Por ejemplo, los
sitios de fosforilacion de las proteina-cinasas que residen de manera esencial den-
tro de las regiones intrinsecamente desordenadas,?4.225-227 han sido blanco de
grandes esfuerzos en el descubrimiento de farmacos durante mas de un decenio.
Las estrategias para un disefio de firmacos basado en la estructura (structure-
based drug design, SBDD) se han desarrollado con un enfoque primordial en los
sitios activos de las proteina-cinasas, los cuales son altamente ordenados, en lugar
de centrarse en blancos intrinsecamente desordenados, ya que el proceso basado
en el uso del SBDD esta desarrollado con base en las bien definidas estructuras
tridimensionales de las proteinas ordenadas. Sin embargo, una meta general ha
sido emplear el conocimiento del desorden para identificar en una escala prote-
omica, las interacciones proteina-proteina que pueden comprender los blancos
mas prometedores para la intervencion terapéutica.

Si bien, las proteinas desordenadas existen como ensamblajes dinamicos sin
una estructura tridimensional fija, existe evidencia de que muchas de las regio-
nes flexibles de las proteinas pasan por un plegamiento ordenado, subsecuente a
la unién de una segunda proteina o un ligando especifico (figura 6-1).228 Una
reduccion significativa en la entropia conformacional acompana a tales transicio-
nes desorden-al-orden, lo cual conlleva a una combinacién de alta especificidad
y baja afinidad.?29 Desde la perspectiva del descubrimiento de firmacos, se ha
enfatizado que las interacciones determinantes del plegamiento secundario pre-
sentan una baja energia por unidad de 4rea de interaccion, por lo que estas inte-
racciones pueden ser relativamente faciles de bloquear con moléculas pequenas.
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Figura 6-1. Ejemplo de regiones flexibles presentes en proteinas que pasan por un estado ordenado,
subsecuente a la unién de una segunda proteina o ligando especifico. a) Estructura de la proteina CDK2 en
complejo con el inhibidor estaurosporina (STU), y con el péptido sustrato y una ciclina en color gris (b). Las
lineas continuas en magenta denotan la posicién aproximada de los fragmentos desordenados. Imagen
adaptada de la referencia 258, codigos de acceso PDB: 1AQ1:A y 1QMZ:A. Imagenes visualizadas
empleando el programa PyMOL.257

Por ejemplo, en un estudio reciente fue utilizado un péptido intrinsecamente
desordenado en la estabilizacion de la proteina p53 contra la desnaturalizacion,
encontrandose un nimero importante de interacciones con un potencial farma-
colégico muy prometedor.230

Utilizando el algoritmo del PONDR® VL-XT, en la actualidad se conocen
varios sitios para identificar transiciones estructurales del tipo desorden-al-
orden,231 siendo la transicion desorden hacia a-hélice la mas comuin.232 Estas
regiones se pueden estudiar a partir de su secuencia primaria de aminoécidos, al
contener elementos de reconocimiento molecular formadores de a-hélice (a-
MOoREs). A partir de una serie de ejemplos especificos encontrados en el Protein
Data Bank (PDB), se ha desarrollado un algoritmo para encontrar segmentos en
las proteinas que contienen estos elementos a-MoRE.233 En la actualidad, un
juego de datos actualizado de MoREs fue derivado del PDB, el anélisis detallado
revel6 que existen por lo menos tres tipos basicos de MoRE basados en la estructura
que se adopta después de la unién a un ligando especifico, estos son a-MoRE,
B-MoRE y 1-MoRE, los cuales forman estructuras o.-hélices, cadenas-B y una con-
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formacion desordenada, respectivamente. Algoritmos para la identificacion de
todo tipo de MoRE se encuentran bajo desarrollo para complementar el actual.
Sin embargo, la aplicacion del algoritmo actual a las bases de datos genomicos y
a una clase de proteinas funcionales revela que los a-MoRE quizé juegan un
papel importante en las interacciones proteina-proteina que puede conllevar
tanto a la sefializacion celular como a la apariciéon de enfermedad.233 Se ha esti-
mado que las proteinas eucariotas contienen mas secuencias con a-MoRE que las
proteinas bacterianas, estos resultados sugieren el uso del motivo de sefalizacion
desorden a-hélice como el mas utilizado por células eucariotas comparado con
los otros reinos y probablemente esté relacionado con los procesos celulares alta-
mente regulados, necesarios para la homeostasis celular en eucariontes.

En este sentido se ha encontrado que las proteinas asociadas con la regula-
cién, division celular, diferenciacién y organizacion del citoesqueleto exhiben un
enriquecimiento sustancial de segmentos a-MoRE comparadas con las proteinas
humanas en general. Con respecto a las proteinas asociadas con enfermedad car-
diovascular y padecimientos neurodegenerativos, las proporciones de estas prote-
inas con o.-MoRE son similares a las proteinas humanas en general, mientras las
proteinas asociadas con cancer, diabetes y enfermedades autoinmunes son enri-
quecidas también en a-MoRE.

En la actualidad, muchos blancos farmacolégicos que involucran interaccio-
nes proteina-proteina en las rutas de sefializaciéon han resultado ser prometedo-
res.234 Asimismo, se ha descubierto que varias moléculas pequefas son capaces
de inhibir las interacciones proteina-proteina, siendo esenciales en la prolifera-
cién celular.235-238 Estas moléculas actian a través de la simulacion de la forma
y de las caracteristicas fisicoquimicas de un fragmento de proteina desordenado,
después de que se ha podido cambiar a una estructura helicoidal como resultado
de la interaccion con su proteina accesoria.

La proteina supresora de tumores p53 esta en el centro de una enorme red
de sefalizacion, la cual regula la expresion de los genes involucrados en procesos
celulares como la progresion del ciclo celular, induccién a la apoptosis, reparacion
del DNA vy la respuesta al estrés celular.239 Esta proteina se regula por medio de
varios mecanismos,240 uno de ellos es la inhibicién de su actividad a través de la
interaccion con la ubiquitin ligase E3, la cual se une a la region de los residuos
15-29, localizados dentro del dominio de transactivacion. Debido a la interaccion
tan satil p53-E3, se ha investigado esta unién proteina-proteina como un posible
blanco farmacolégico. Asimismo, varios inhibidores exitosos de péptidos deriva-
dos de la region que se une a E3 han sido creados,240-243 todos contienen los tres
residuos cruciales en la interaccion: Phel9, Trp23 y Leu26.237 Al combinar las
predicciones de desorden con el anilisis de la organizacion de los grupos hidro-
fobicos de superficie, se han identificado a las proteinas accesorias en la interac-
cién p53-E3. La lista actual contiene 35 proteinas y 781 sitios con las caracteris-
ticas similares a p53-E3, los cuales también podrian convertirse en blancos para
moléculas pequenas.
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Estrategias farmacologicas
dirigidas al tratamiento de
enfermedades asociadas a la
conformacion de proteinas

Considerando las enormes implicaciones en materia de salud y socioeconémicas
de las enfermedades asociadas a la conformacién de proteinas, se est4 efectuando
un esfuerzo importante, tanto en la direccion de la terapia como en su preven-
cion. La informacion analizada en las secciones previas proporciona una platafor-
ma a través de la cual se pueden desarrollar acercamientos farmacologicos espe-
cificos para estas enfermedades. Sin embargo, considerando que la mayoria de las
estrategias para combatir estas condiciones no corresponden a una sola categoria,
es posible vincular los diferentes acercamientos planteados a diferentes rutas de
accion, lo cual puede ser clave en el desarrollo de estrategias novedosas.

ESTABILIZACION DEL ESTADO NATIVO

Si la premisa es correcta, en donde el plegamiento hacia el estado nativo es un
mecanismo a través del cual las proteinas globulares evitan la conversion a fibras
amiloides, entonces la estabilizacion del estado nativo debe constituir un método
poderoso para reducir la propension a la agregacion. Las proteinas globulares des-
plegadas exponen grandes regiones de residuos hidrofoébicos al medio acuoso y
por lo tanto son altamente susceptibles a la pérdida de estabilidad y a la forma-
cién de agregados. Esta estrategia puede ser ilustrada por medio de los estudios
realizados con la proteina transtiretina (TTR), y su asociacion con varias condiciones
patologicas, las cuales incluyen trastornos neurologicos y sistémicos. La transtire-
tina es una proteina homotetramérica que transporta vitamina A y a la hormona
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tiroxina. La capacidad del tetramero de disociarse en monémeros propensos a la
agregacion es el fenomeno que en apariencia constituye la fuerza impulsora que
promueve la formacion de fibras amiloides. El impedir que el homotetramero se
desorganice en presencia de la hormona o la vitamina A y mantenga su estructura
nativa mediante medios quimicos o farmacolégicos es un tratamiento promete-
dor. De forma interesante esta estrategia ya ha sido utilizada con éxito, mediante
el desarrollo del farmaco tafamidis (Fx-1006A), una molécula pequefia que actaa
como chaperona farmacolégica de la proteina TTR. El mecanismo de acciéon del
farmaco es por medio de la estabilizacion de la TTR nativa y de algunas varian-
tes, de manera que evita la disociacion del tetramero y por tanto del plegamiento
anomalo del monémero que origina la formacion de fibras. Los estudios clinicos
se han enfocado para dos padecimientos: la polineuropatia y la cardiomiopatia
amiloide. La empresa farmacéutica que ha desarrollado este farmaco ha comple-
tado los ensayos clinicos fase II en la polineuropatia una condicién en la cual los
amiloides se depositan en tejido nervioso periférico, y ha finalizado la fase III en
el caso de cardiomiopatias.

Dado que existen bases termodinamicas solidas indicadoras de que los proce-
sos de unioén intermolecular estabilizan a una proteina, este tipo de acercamien-
to puede ser aplicado a otras condiciones, en las cuales la pérdida de estabilidad
de una proteina como resultado de una mutacién puede disparar el inicio de la
enfermedad. De manera que, a través del desarrollo especifico de moléculas esta-
bilizadoras de bajo peso molecular se pueden evitar cambios anémalos en la con-
formacion de las proteinas, manteniendo su estabilidad intrinseca y su plegamien-
to nativo. Sin embargo, una alternativa a la estabilizacién por moléculas peque-
fias es la de emplear moléculas grandes, donde los anticuerpos pueden ser una
opcién prometedora. La produccion de un anticuerpo especifico para una prote-
ina podria formar un complejo que estabilice a la proteina blanco, considerando
que bajo condiciones fisiologicas se presenta una inestabilidad estructural com-
prometedora y por lo tanto la falla en su funcion.

REDUCCION DE LA CONCENTRACION DE ESPECIES
PROPENSAS A LA AGREGACION

La agregacion de proteinas es un proceso complejo y uno que depende de las
condiciones del microambiente que rodea a estas biomoléculas. Los comparti-
mentos como los lisosomas y diversos procesos celulares como la endocitosis,
pueden ser importantes en el control de la agregacién asociada a enfermedad.
Uno de los cambios mas factibles que pueden llevarse a cabo con proteinas sus-
ceptibles a la agregacion, es la de reducir su concentracién localizada. Esta estrategia
podria ser efectiva, ya que la agregacion es altamente dependiente de la concen-
tracion. Este punto puede aplicarse con algunos tipos de amiloidosis, como los
que estan asociados con hemodilisis o inflamacion, donde se ha observado una
importante elevaciéon en la concentracion de las proteinas amiloidogénicas.
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Ademas, el efecto de diversas mutaciones también ha estado asociado al aumen-
to en la concentracion de intermediarios totalmente desplegados o parcialmente
plegados. Un ejemplo de una estrategia terapéutica basada en esta idea, aunque
corresponde a un procedimiento poco frecuente, es el transplante de higado.
Muchas de las proteinas asociadas con la enfermedad amiloide se sintetizan en el
higado y son transportadas a otras partes del cuerpo. Para los individuos que
sufren de la enfermedad amiloide familiar, el transplante de higado representa la
tinica terapia efectiva, ya que el higado de reemplazo genera la forma normal de
la proteina. La presencia de la proteina normal en el organismo podria reducir la
concentracion de intermediarios propensos a la agregacion y mas atn, el trata-
miento en algunos tipos de proteinas puede conducir a la desaparicion lenta de
los depositos formados, previos al transplante. De hecho la hepatectomia parcial
es una de las estrategias usadas en la cardiomiopatia y la polineuropatia relacio-
nada con la deposicién de la proteina TTR. En un futuro cercano, la terapia géni-
ca proporcionard un acercamiento alternativo para alcanzar el mismo objetivo.

BLOQUEO DE LA NUCLEACION Y DEL CRECIMIENTO
DE AGREGADOS

Un acercamiento alternativo consiste en inhibir el desarrollo de agregados de las
proteinas, cuando éstas se encuentren en un plegamiento diferente al nativo.
Debido a que la agregacion ha sido descrita como un proceso anilogo a la nuclea-
cion, la prevencion del desarrollo de estos nicleos o la interferencia en el crecimien-
to es una idea atractiva. Existen algunos precedentes de este tipo en la biologia, por
ejemplo, peces que viven en aguas frias contienen proteinas “anticongelantes” que
interaccionan con los cristales de hielo y previenen la congelacion de la solucién,
aun cuando ésta se encuentre por debajo del punto de fusiéon. En la enfermedad
amiloide, se ha propuesto un enfoque muy especial en péptidos disenados para
unirse al extremo terminal de una fibra en desarrollo, el objetivo es disponer de
una molécula de este tipo que posea una superficie en la cual otros péptidos
encuentren un impedimento para interaccionar.

Acercamientos utilizando moléculas de este tipo, a menudo han sido descritos
como bloqueadores de estructuras-f y han empezado a mostrar buenos resultados en
estudios in vitro. Sin embargo, tomando en cuenta que la formacion de los agregados
tempranos podria ser el verdadero promotor de la enfermedad, esto significa que las
moléculas tendran que bloquear la formacion de especies oligoméricas y no sélo de
las fibras bien desarrolladas. De manera que los agentes bloqueadores podrian gene-
rar la acumulacion de agregados pequenios, si sélo intervienen en el desarrollo de las
especies mas grandes. Como una alternativa a esta estrategia, métodos de tamizaje se
pueden aplicar para probar un ntimero elevado de moléculas pequenas y asi observar
su eficiencia en el bloqueo del crecimiento de nicleos de agregacion. Con el desarro-
llo de métodos de alta capacidad dentro de la biologia estructural, las herramientas
para llevar a cabo estas estrategias comienzan a estar disponibles.
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OPTIMIZACION DE LOS MECANISMOS
DE MANTENIMIENTO CELULAR

Como se mencion6 previamente y basados en la premisa de que las enfermedades
de agregacion pueden ser consecuencia de fallas en los sistemas regulatorios que con-
trolan el plegamiento, diversos métodos para mantener la homeostasis de estos
mecanismos celulares deben ser procedimientos poderosos. Tratamientos con base
en la inmunizacién se pueden incluir en esta opcion, si pueden actuar por medio del
estimulo del sistema inmunologico en la limpieza de proteinas agregadas. Una carac-
teristica particularmente atractiva es que moléculas que optimicen el estimulo
inmune de defensa, podrian combatir los efectos adversos de la agregacion anomala
de proteinas, como sucede en el envejecimiento (figura 7-1).

Otra posibilidad involucra el uso de moléculas diseniadas para inhibir la union a
los agregados. A este respecto resulta interesante el caso de la proteina amiloide séri-
ca (SAP), una proteina pentamérica que se une a las fibras amiloides, y que se encuen-
tra asociada con la mayoria de los depositos amiloide en los tejidos. El uso de SAP
marcada radioactivamente es la base para la deteccion por tomografia computariza-
da de los depositos amiloide. La estructura cristalografica de SAP se conoce, lo cual
ha permitido la sintesis de moléculas pequefias que estan disefiadas para inhibir la
unién de SAP a las estructuras amiloide. Estas moléculas han demostrado ser efecti-
vas en reducir los depositos amiloide en modelos de animales, siendo un ejemplo exi-
toso de la promocion a ensayos clinicos en humanos que presentan amiloidosis sisté-
mica familiar avanzada. Aunque todavia no se ha demostrado la efectividad en la
reduccion de depésitos amiloide, se ha encontrado un efecto notable relacionado con
la reduccion sorprendente de la proteina SAP en el plasma.

ANALISIS DE LAS OPCIONES TERAPEUTICAS

Uno de los mayores enfoques en el desarrollo de farmacos para padecimientos
relacionados con el plegamiento de proteinas, tales como la enfermedad de
Alzheimer o la de Creutzeldt-Jakob, ha sido disefiar farmacos dirigidos contra los
grandes depositos fibrilares, los cuales representan una de las caracteristicas pato-
logicas de estas enfermedades, pero como ya se ha puntualizado, existe una
importante evidencia experimental que indica que los ensamblajes de agregados
pequeiios (oligomeros) son mas toxicos para las células que las propias fibras
completamente formadas.

Si esto prueba ser el caso, las estrategias farmacoldgicas desarrolladas en la
prevencioén de la formacion de grandes agregados o que favorezcan la desagrega-
cién, pueden ser mas perjudiciales que el efecto terapéutico deseado. De tal
forma que las investigaciones deben considerar el bloqueo en las etapas tempra-
nas del plegamiento anémalo y de la formacion de agregados pequefios, incluso
tratar de inducir las interacciones entre pequenios agregados para formar rapida-
mente los depositos fibrilares, aunque este enfoque requiere de una evidencia
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Figura 7-1. Representacién esquematica del mecanismo de formacién de fibras amiloide a partir de una
proteina globular. Después de su sintesis sobre el ribosoma, la proteina se pliega en el reticulo endoplasmico
ayudado por proteinas chaperonas, las cuales previenen a las especies parcialmente plegadas del proceso
de agregacion. La proteina con su plegamiento nativo se secreta de la célula y funciona por lo general en
su ambiente extracelular. Bajo ciertas condiciones, la proteina se despliega, por lo menos en forma parcial
y se vuelve propensa a la agregacion. Esto puede resultar en la formacion de fibrillas y otros agregados que
se acumulan en los tejidos. Agregados pequefios de proteina, asi como de fibrillas y placas altamente orga-
nizadas, dan origen a diversas condiciones patologicas.

experimental maés solida. En este orden de ideas vale la pena situar el caso de los
estudios con la vacuna AN-1792 enfocada en el péptido BA; 4, la cual en su
momento (1999) represent6é una estrategia farmacoldgica prometedora para el
combate del Alzheimer; sin embargo, en los estudios de segunda fase se eviden-
ci6 su falta de seguridad, abortando las pruebas clinicas. No obstante, esta expe-
riencia dejo un gran aprendizaje a la comunidad cientifica y atin contintian en
estudio varias vacunas enfocadas en la enfermedad de Alzheimer.
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En contraste con el abordaje farmacologico tradicional en donde los farmacos
estan dirigidos contra blancos muy especificos, ya sea una proteina o una biomo-
lécula especifica, en la actualidad se ha puesto atencién a una aproximacion bio-
logica global. En lugar de centrarse en una proteina blanco vinculada a enferme-
dad, en esta estrategia se modulan redes proteicas celulares, es decir en la modu-
lacion de las vias metabolicas que pueden facilitar una mejora en los mecanismos
que mantienen activas, por ejemplo, las vias de sintesis de chaperonas, las prote-
inas de choque térmico (en general vias que participan en el plegamiento) de
manera que pueda recuperarse la homeostasis celular. Si bien, este enfoque se
encuentra en sus primeras etapas, sin duda el uso de varios abordajes farmacolo-
gicos se puede traducir en una mejora en el tratamiento de las que han sido deno-
minadas “enfermedades relacionadas con la conformacién de proteinas”.

CONSIDERACIONES EN EL DESARROLLO DE FARMACOS

Los espacios biologicos celulares y extracelulares son ambientes altamente saturados
que permiten una enorme variedad de interacciones entre moléculas que son esen-
ciales para que la vida se lleve a cabo de manera eficiente y productiva. Sin embargo,
condiciones de autoasociacién o interacciones inespecificas entre diferentes especies
moleculares deben estar favorecidas dentro de tan altos ambientes concentrados. De
manera que no todos los compuestos biologicamente activos tienen las propiedades
fisicoquimicas deseadas para ser un farmaco. Un compuesto biologicamente activo
debe ser lo suficiente lipofilico para ser absorbido, asi como tener propiedades polares
para cruzar la pared gastrointestinal o debe tener una funcionalidad quimica vulnera-
ble para que pueda ser blanco de los sistemas catabolicos del higado y no permane-
cer intacto por un largo tiempo, pero suficiente para tener un efecto in vivo. En la
actualidad, la toxicidad ha reemplazado las propiedades de un metabolismo pobre en
farmacos, como uno de los mayores fracasos en las primeras etapas clinicas del descu-
brimiento de firmacos.244

El conocimiento que se ha obtenido sobre el plegamiento de proteinas, la
caracterizacion estructural y funcional se ha realizado a través de un enfoque
multidisciplinario, usando técnicas espectroscopicas, fluorométricas, difraccion de
rayos X, espectrometria de masas, analisis mutacional y herramientas computa-
cionales. Debido a razones metodologicas y propias de la investigacion, los expe-
rimentos por lo general se realizan bajo condiciones controladas, por ejemplo, en
el pH, fuerza ionica, potencial redox o concentracion de metabolitos. Sin embar-
g0, las condiciones de trabajo pueden estar muy distantes de las condiciones fisio-
logicas de un ambiente celular o extracelular, en donde se ha calculado que la
concentracién macromolecular puede ser de 300 a 400 mg/mL. Lo que observa-
mos en un tubo de ensayo ;qué tan cercano puede ser a lo que est4 sucediendo
en un ambiente celular, lo cual es clave en el desarrollo de farmacos y en la pre-
sencia de efectos toxicos?
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Esta faceta, a menudo referida como ambiente macromolecular saturado,
tiene importantes consecuencias en términos termodinamicos, afectando el
estado conformacional de las proteinas.245 Una muy alta concentracion
macromolecular significa que el volumen libre disponible para una molécula
es s6lo una fraccién del volumen total donde la molécula esta disuelta, de ahi
que los efectos del volumen excluido resultante pueden favorecer de manera
termodinamica estados compactos incluido el plegamiento nativo, asi como
estados de agregaciéon de las proteinas, considerando la diferente extension
dependiendo de la proteina. Sobre este aspecto, se ha calculado que un incre-
mento en la saturacion macromolecular de 30 a 33% (en términos del volu-
men de un espacio dado ocupado por las moléculas) puede resultar en un
aumento de la unién molecular.246

Sin embargo, a pesar de los incrementos sustanciales en el financiamiento
para la investigacion en la industria farmacéutica, la velocidad de descubri-
miento de firmacos parece haber llegado a un estado estacionario o quiza se
encuentre en declive, sugiriendo la necesidad de buscar nuevas estrategias para
poder avanzar. Desde hace tiempo, se ha propuesto que las interacciones pro-
teina-proteina proporcionan interesantes blancos para el descubrimiento de
nuevos compuestos. En contraste a la tendencia historica, el poco éxito obte-
nido en la actualidad ha mejorado las esperanzas para una identificacion siste-
matica de las interacciones proteina-proteina que pueden ser aprovechadas en
el disefio de nuevas moléculas con potencial farmacolégico. Dichos ejemplos
han estado siempre asociados al descubrimiento de regiones desordenadas en
las proteinas. Por lo cual, esta novedosa estrategia basada en las proteinas
intrinsecamente desordenadas posee el potencial de incrementar de forma sig-
nificativa la velocidad del descubrimiento de nuevas moléculas que pueden
ser farmacos efectivos.

Considerando que el gasto para investigacién y desarrollo (I&D) ha
aumentado en un promedio de 8% anual en los ultimos 35 afios, el namero
de pruebas clinicas finalizadas de fase III aun no iguala el namero de entida-
des moleculares nuevas aprobadas por la Food and Drug Administration
(FDA). Por ejemplo, a pesar de un incremento del doble en el gasto para I&D
durante el altimo decenio, el numero de moléculas nuevas aprobadas aumen-
t6 s6lo 10%. A finales de 2005 so6lo 18 nuevas moléculas fueron aprobadas
por la FDA, mostrando que ese afio fue particularmente pobre para el descu-
brimiento de farmacos y uno de los peores desde 1990.247,.248 Mas atn, las
nuevas estrategias incluyendo la basqueda de alta velocidad o high-throughput
screening, asi como el disefio basado en estructuras provenientes de estudios
protedmicos y el analisis por microarreglos, todavia no han rendido los frutos
esperados. Sin embargo, el juego de interacciones proteina-proteina dentro de
una célula proporciona una fuente potencial de nuevos blancos farmacologi-
cos, ya que al generarse complejas redes de interaccion proteina-proteina
como respuesta a los diversos estimulos dentro de un ambiente celular, estas
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interacciones ofrecen blancos atractivos para la intervencion terapéutica. Sin
embargo, las interacciones proteina-proteina involucradas en los mecanismos
de sefalizacion celular son transitorias y dificiles de analizar, lo cual dificulta
el proceso de descubrimiento de farmacos. La comprension del mapa llama-
do “interactoma”, sin duda podra ayudar en la identificacion de las interacciones
proteina-proteina que pudieran ser blancos farmacolégicos.234 Aunque la
busqueda de moléculas que modulen las interacciones proteina-proteina no
ha sido exitosa en el pasado,?49 ejemplos prometedores recientes estan crean-
do un nuevo optimismo en esta area.235236

Después de reflexionar en los diferentes aspectos planteados en el presente
texto, se vuelve aparente que la biologia ha desarrollado un juego sofisticado de pro-
teinas como las chaperonas, asi como mecanismos celulares bien definidos involu-
crados en la degradacion molecular para controlar y regular el plegamiento especifico
de las cadenas polipeptidicas. De esta manera, la biologia ha explorado las leyes de
la fisica y concientizado a la ciencia en general de la complejidad biolégica a través
del estudio de la evolucién. Este logro iguala la forma en que la biologia ha empe-
zado a entender las propiedades quimicas de las moléculas a través de la evolucion,
por ejemplo, de las enzimas, las cuales controlan el complejo metabolismo interme-
dio. El estudio de las conversiones estructurales de las proteinas que resultan en el
accionar de este metabolismo, habilita el disefio racional de farmacos para controlar
las denominadas enfermedades “conformacionales”.

De acuerdo con los cientificos que trabajan en diferentes campos del conoci-
miento, la naturaleza en apariencia ha empleado el desorden para crear altos
niveles de organizacion. Es maés, en algunos casos, la naturaleza parece haber cre-
ado el desorden, cuando hay en primer lugar, una falta del mismo.250 Esta daltima
situacion extrapolada a la medicina ha mostrado que muchas enfermedades
encuentran su origen en la forma en que las proteinas llevan a cabo transiciones
estructurales, al emplear las altamente elegantes transiciones desorden-al-orden y
orden-al-desorden.

Tomando en consideracién que varias estructuras funcionales de los amiloi-
des han sido caracterizadas en bacterias, 215,216 hongos, 189,190,217 insectos218,219 y
mamiferos!91,220 existe un consenso de que la formacion de fibrillas amiloides
representa una via evolutiva bien conservada en la estructura proteica.224,250 Por
lo tanto, las diferencias entre amiloides “funcionales” y “patologicos” pueden resi-
dir en los mecanismos regulatorios que participan durante su sintesis. De forma
interesante Christopher M. Dobson, un experto en el campo ha comentado que
“uno puede pensar entonces en las enfermedades amiloides como el resultado de
una reversion de las altamente evolucionadas formas funcionales de péptidos y
proteinas hacia un estado estructural alternativo y no deseado, que existe como
resultado de la naturaleza fisicoquimica inherente a las cadenas polipéptidas”.13
Sin duda, se puede decir que en un futuro cercano, muchas enfermedades con
mecanismos moleculares de origen poco entendidos, encontraran su explicacion
en la forma en la que el fenomeno del plegamiento de las proteinas es regulado.
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de agua, 7, 32

glucosidicas, 34

inhibidoras, 35

intermediarias, 4

peptidica, 53

pequeiias, 60

quelantes, 13

tetramérica, 41
Monocapas de Langmuir, 18
Monoémero de transtiterina, 42
a-MoRE, 57
Mortero estructural, 16
Mutaciones genéticas, 20, 23
Mutagénesis, 35

Nephila edulis, 47, 48
Nervios periféricos, 41

Neuropatia, 26

craneal progresiva, 41
Neurospora crassa, 45, 46
Nivel

entalpico, 7

entropico, /7
Nucleacion, 61
Ntcleo

proteico, 7

triangular hidrofébico, 53
Nucleocapside, 17
Nuevos farmacos, 55

O

Oligomerizacion, 35

Oligomeros, 6, 41, 62
pequefios, 28

Organelos celulares separa-

dos, 28

Organismo(s)
eucaridticos, 14
multicelulares, 14

Origen de las especies, 49

Ovocito, 53
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Padecimientos neurodegene-
rativos, 57
PAF (polineuropatia amiloi-
de-familiar), 25
1-Palidoluysiana, 25
Paludismo, 31
Paradoja de Levinthal, 3
Parkinsonismo, 24
Particulas lipoproteicas, 19
Patogénesis, 38
PDB (banco de datos de pro-
teinas), 11
Peptidil-prolina-isomerasas, 3
Péptido(s)
B-amiloide, 39
BA2s3s, 28
de poliglutamina, 31
intrinsecamente desorde-
nado, 56
Pérdida entropica, 6
Periodo de microsegundos, 8
pH
bajos, 36
muy bajos, 51
Pico entrépico, 15
Placas amiloides, 31

Padecimientos/Proceso ® 93

Plegamiento, 5, 23
anomalo de proteinas, 23
globular, 8
incompleto, 8
nativo, 38
velocidad del, 8
Podospora anserina, 45, 46,
53
Poliedros, 7
de alto orden, 7
Poliglutamina monomérica,
31
Polimerizacién, 16
de melanina, 48, 53
Polineuropatia, 23, 60
Polineuropatia amiloide-fa-
miliar (PAF), 25, 41
Polipéptido(s)
desplegado, 2
islote-amiloideo, 35, 42
Potencial amiloidogénico, 33
Priones, 39, 43
de hongos, 48
en levaduras, 44, 48
Proceso(s)
biologicos, 28
celulares, 57, 60
de plegamiento, 4
de tipo amiloidético, 19



94 ¢ Programa/Proteina

del todo o nada, 8
evolutivos, 3
Programa  computacional
PONDR®, 14
Prolactinomas, 27
de glandula pituitaria aso-
ciados al envejecimiento,
27
Proliferacién celular, 20
desarrollo de, 20
Prolina, 3, 11
residuos de, 50
Proteasoma, 32
Proteina-agua, 4
Proteina-amiloidogénica, 33
Proteina-DNA, 13
Proteina-proteina, 3, 4
Proteina-RNA, 13
interaccion, 14
Proteina-solvente, 3
Proteina(s), 1
accesorias, 50, 57
acilacion de, 15
agregacion, 60
anomala, 62
agregadas, 32
agua en los alrededores de,
7
Al 18

altamente ordenadas, 11

amiloide, 33
sérica, 62

amiloidogénicas, 60

aminoacido de secuencia
primaria, 34

anormales, 33

anticongelantes, 61

autoensamblaje aberrante
de, 33

bacterianas, 57

banco de datos de, 11

basica mielina, 13

blanco, 60

campo energético de agre-
gacién, 9

catalizadores del plega-
miento, 38

CDK2, 56

CI, 18

con 1 269 regiones desor-
denadas, 13

con plegamiento nativo, 31

consideraciones termodina-
micas, 1

chaplinas, 53

dafiadas, 38

de aminoacidos, 3, 17

de choque térmico, 64
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de organismos eucari6ticos,
14

de regulacion, 14

de sefalizacién celular, 14

de union a DNA, 16

de union a lipidos, 17
relacion  estructura-fun-
cion, 17

de union a RNA, 16

de vida extracelular, 4

del corion, 53

del huésped, 53

desarrollo de agregados, 61

desorden en, 11

desordenadas, 11
descripcion de, 11
enfermedad y, 21
funciones especificas aso-
ciadas a, 15

desplegada, 5

en forma soluble, 33

enfermedades asociadas a
la conformacién de, 59
estrategias farmacologi-
cas, 59
tratamiento, 59

enfermedades conforma-

cional y, 23
estabilidad de, 4

Proteina/Proteina ® 95

global de, 4
estabilizacion del estado
nativo, 59
estado nativo, 3, 59
estructura,

nativa in vitro, 1
secundaria, 5
tridimensional, 1, 2, 55
eucariotas, 22, 57
evolucion, 37, 49
extracitoplasmicas, 52
facilitadoras del plegamien-
to, 2
familia de chaperonas faci-
litadoras, 1
fenomeno del plegamiento,
1
funciones asociadas a, 13
gelsolina, 41
globulares, 6, 59
desplegadas, 59
grupos polares, 7
homotetramérica, 59
interacciones,
de enlace, 3
electrostaticas, 4
no covalentes, 4
intrinsecamente desorde-

nadas, 11,32, 55



juego sofisticado de, 66
mal plegadas, 38
modelo, 31
nativamente desordenadas, 32
NCp7, 17
ordenadas, 55
p53, 20, 56
paradoja de Levinthal, 3
parcialmente degradadas,
28
peliculas de, 18
pentamérica, 62
plasmatica, 41
plegadas incompletas, 28
plegamiento de, 1, 3, 33,
49, 64
anémalo, 23, 34
precursora, 33, 38
prionica,
celular, 44
humana, 44
PrP, 31
puentes de hidrégeno, 1
regiones,
desordenadas, 13
flexibles, 56
ribonucleasa, 2
sefializacion y regulacion, 14

96 e Proteina/Puente

supresora de tumores p53,
20, 57
teoria fisicoquimica del
plegamiento, 5
transferidora de ésteres de
colesterol, 19
transiciones desorden-al-
orden, 19
transmembranal, 40
transtiretina, 41
Proteincinasas, 55
Proteinosis de alvéolos pul-
monares, 27
Proteoglicanos sulfatados, 38
Prote¢lisis, 16, 50
aberrante, 41
Proteoma, 14, 22, 37
Protofilamentos, 34
Puente(s)
de hidrégeno, 1, 4
interacciones, 54
intermoleculares, 54
intracatenarios, 5
proteina-agua, /
disulfuro, 4
no nativos, 4

salinos, 4
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R

Ratones knockout, 44
Rayos X, 35
Reaccion quimica, 34
Reconocimiento molecular, 13
Redes proteicas celulares, 64
Regiones
hidrofébicas, 52
N-terminal del tripsinoge-
no, 14
Regulacién celular, 14
Relacion proteica, estructura-
funcion, 12, 17
Reloj entropico, 15
Representacion
de monocapas de
Langmuir, 18
estructural de los péptidos,
36
Residuos
hidrofilicos, 50
hidrofoébicos, 1, 7, 52, 59
consecutivos, 50
polares, 1
Resonancia magnética nucle-

ar, 7,35

Ratones/SAP o 97

Reticulo endoplasmico, 38,
63
rugoso, 19
Ribonucleasa, 2
Ribosilacion, 15
Ribosoma, 63
Rinones, 38
RMN (resonancia magnética
nuclear), 7, 35
RNA (4cido ribonucleico), 2
funcién del, 14
metabolismo celular del, 14
RNA-chaperonas, 14
RNA-proteina, 14
RNAasa (proteina ribonucle-
asa), 2
Rotamasas, 3

Saccharomyces cerevisiae, 44,
46

Salmonella, 46

Salto entropico, 15

SAP (proteina amiloide séri-
ca), 62



98 e Sarcomas/Trastorno

Sarcomas, 21
Saturacion macromolecular,
65
Secretasas
o, 40
B, 40
vy, 40
Secuencias
peptidicas, 28
polipeptidicas, 14
Serina, 11
Sialoglucoproteina, 44
Sindrome
de Gerstmann-Striusler-
Scheiker, 24
de Li-Fraumeni, 21
a-Sinucleina, 31, 54
Sistema
biologicos, 23, 32, 52
de alerta evolutivo, 51
p53, 20
quimicos, 5
Sitio DisProt, 13
B-solenoide, 53
Soluto, 7
Streptomyces coelicolor, 46, 53

Tafamidis, 60
Técnica(s)
de RMN, 35
espectroscopicas, 64
fluorométricas, 64
Tejido
nervioso periférico, 60
pancreatico, 2
Teoria fisicoquimica del ple-
gamiento de proteinas, 5
Terapia génica, 61
Tioflavina-T, 34
Tiroides, 27
Tomografia computarizada,
62
Toxicidad, 31
Transiciones
orden, 22
Transplante de higado, 61
Transtiretina (TTR), 39, 41, 59
Trastorno(s)
autosdémico-dominantes,
41
cronico-neurodegenerati-

vos, 43

desorden-al-

© Editorial EI Manual Moderno Fotocopiar sin autorizacién es un delito.



© Editorial EI Manual Moderno Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

neurolégicos, 59
sistémicos, 59
Tripsina, 14
funcional, 14
Tripsinégeno, 14
Triquiasis, 27
Tuberculosis, 38
Tumor(es)
neoplasicos, 38
p53, 20, 57

Unfoldome, 22
Unidn(es)
a cofactores, 15
a DNA, 13
a ligandos, 13
a metales, 13, 15
a sustrato/ligando, 16
intermolecular, 60
proteina-mRNA, 16

proteina-proteina, 13, 57

Tripsina/Zonas * 99

proteina-TRNA, 16
proteina-tRNA, 16
Universo, 3

\'/

Valor entropico, 6
Virus VIH, 17
Vitamina A, 41, 59

Y

Yodo, 34

Zonas estéricas, 3
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El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de
proteinas es una obra que explora la relaciéon entre la estructura
de las proteinas, su funcién y la manifestacion de sus alteracio-
nes en padecimientos clinicos.

Los organismos superiores pueden llegar a tener muchos miles
de tipos diferentes de proteinas y su funcion estar ligada de forma
estrecha a su conformacion o estructura tridimensional. De esta
forma, las alteraciones en la manera en la que llevan a cabo su
plegamiento para llegar a su forma termodinamica mas estable,
pueden estar directamente ligadas al desarrollo de enfermedad.
El plegamiento es el mecanismo mediante el cual proteinas recién
sintetizadas adquieren su estado nativo funcional; en condiciones
normales, aquellas proteinas con defectos en el plegamiento son
eliminadas por diversos sistemas especializados en la célula.
Sin embargo, bajo condiciones especificas algunas escapan a
esta eliminacion y pueden conducir al desarrollo de enferme-
dades caracterizadas por el depdsito de agregados moleculares
entre los cuales se encuentran los amiloides. Por otro lado,
algunos tipos de padecimientos se relacionan con diversas
modificaciones génicas que condicionan el plegamiento incorrecto
de las proteinas. En gran medida, estos dos grupos de enferme-
dades caracterizan las condiciones fisiopatoldégicas asociadas a
los defectos en el plegamiento de proteinas. Esta obra dirigida
tanto al investigador basico como al investigador clinico, pretende
estimular el tan necesario acercamiento entre estas dos esferas
de trabajo, asi como la imaginacion de nuestros jovenes
estudiantes de posgrado.

Mas Oliva y Garcia Gonzalez han realizado un notable trabajo
vertiendo su amplia experiencia en el estudio de la bioquimica de
las proteinas aplicado al desarrollo de una verdadera medicina
cientifica en el inicio de este nuevo siglo.

Titulos afines:

¢ Lizcano; Fundamentos moleculares en medicina.

¢ Laguna, Pifa, Martinez; Bioguimica de Laguna, 62 edicion
corregida y aumentada

¢ Pratt, Cornely; Bioquimica
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