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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES Y
NANOPARTICULAS SOBRE LA FORMACION DE INSULINA AMILOIDE

AUTOR: ZAYDA YULERY FONSECA COBOS”

PALABRAS CLAVE: insulina, fibras amiloides, farmacos antiinflamatorios no esteroidales,
nanoparticula.

El autoensamble de la insulina da lugar a estructuras amiloides en un proceso asociado a la
diabetes tipo dos. Este proceso se caracteriza por el cambio comformacional de la insulina de su
estado nativo a especies fibrilares compuestas en su mayoria por conformaciones de tipo hojas .
En este estudio se indujo la insulina a su forma amiloide in vitro bajo condiciones de pH acido (pH
inferior a 2) y temperatura elevada. De esta manera se analizo el efecto que tienen los farmacos
antiinflamatorios no esteroidales (diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno, paracetamol y aspirina) vy
nanoparticulas de plata sobre la formacion de insulina amiloide. Con el fin de analizar la cinética de
formacién de insulina amiloide en presencia de los farmacos se hizo uso de técnicas como la
fluorescencia, dispersién de luz dindmica (DLS) y microscopia de fuerza atomica.

La cinética de fibrilacion de la insulina se caracteriza por una fase de retardo correspondiente a la
nucleacion, seguido de una fase exponencial referente a la elongacién y finalmente una etapa
asintética en el que la proteina en solucién se agota y la reaccion se detiene, en este estudio se
comprobd que la etapa lenta del proceso y que requiere mayor cantidad de energia es la
nucleacion.

Se encontré que farmacos como el naproxeno, el ibuprofeno y el paracetamol inhiben en cierto
porcentaje el proceso de fibrilacion cuando se adicionan antes de iniciar la incubacion, mientras
que la aspirina, el diclofenaco, el naproxeno, el ibuprofeno y el paracetamol influyen sobre las fibra
de insulina preformadas disminuyendo las conformaciones tipo hoja 3. Las nanoparticula de plata
aumentaron la velocidad de fibrilacion de la insulina.

LProyecto de grado.
Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director Rodrigo Gonzalo Torres Saéz.
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SUMMARY

TITLE: EFFECT OF NON-STEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUGS AND NANOPARTICLES
ON THE AMYLOID INSULIN FORMATION

AUTHOR: ZAYDA YULERY FONSECA COBOS”™

KEY WORDS: insulin, amyloid fibers, non-steroidal anti-inflammatory drugs, nanopatrticle.

The self-assembly of insulin leads to amyloid structures in a process associated with type Il
diabetes. This process is characterized by the conformational change of the native species of the
insulin to fibrillar species, which are mainly composed by molecular conformations from B-sheet
structure. In this study, the insulin was induced to the amyloid form in vitro under conditions of
acidic pH (pH less than 2) and elevated temperature. Thus, the effect of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (diclofenac, ibuprofen, naproxen, acetaminophen and aspirin) and silver
nanoparticles on the formation of amyloid insulin was analyzed. In order to analyze the kinetics of
formation of amyloid insulin in the presence of the drugs, they were implemented techniques as
fluorescence, dynamic light scattering (DLS) and atomic force microscopy.

The kinetics of insulin fibrillation is characterized by a delay phase corresponding to the nucleation,
followed by an exponential growth phase on the elongation, and finally an asymptotic stage where
the protein in solution runs out and the reaction stops. In this study, it was found that the slowest
phase of the process and the one that requires greater amounts of energy is nucleation.

The results show that drugs as naproxen, ibuprofen and acetaminophen inhibit the fibrillation
process in a certain percentage when they were added before the incubation starting. While aspirin,
diclofenac, naproxen, ibuprofen and acetaminophen have influence on the fiber of preformed insulin
by the decrease of the conformations type B-sheet. The silver nanoparticles increased the speed of
atrial fibrillation of the insulin.

" Grade project.
Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Director Rodrigo Gonzalo Torres Saéz
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INTRODUCCION

Las proteinas amiloides son aquellas que adquieren un plegamiento anormal y se
caracterizan principalmente por poseer estructuras de tipo hojas-. En general, las
proteinas amiloides estan asociadas a patologias denominadas enfermedades
amiloides, que son el resultado de la acumulacion de proteinas fibrosas alrededor
de las células, interfiriendo con el correcto funcionamiento de la misma. Cada
enfermedad amiloide esta relacionada con una proteina y 6rgano especifico. Las
enfermedades amiloides méas comunes son: Alzhéimer, Parkinson, artritis
reumatoide, demencia de cuerpos de Lewy, esclerosis multiple y diabetes mellitus
tipo 1l. Actualmente, se conocen mas de 20 proteinas asociadas a estas
enfermedades. En general, los procesos de agregacion de éstas proteinas estan
relacionados principalmente a desordenes inflamatorios y de envejecimiento
celular'. Se ha demostrado que cualquier proteina puede fibrilarse bajo
condiciones extremas adecuadas (pH, concentracién de proteina, temperatura),

incluso aquellas que no estan asociadas con enfermedades *.

El fendbmeno de las proteinas amiloides es bastante frecuente, segun se ha
demostrado a partir de una amplia evidencia experimental. Puede ocurrir dentro y
fuera de la célula. Por esta razon, la tendencia de las proteinas a agregarse ha
jugado un papel relevante en la evolucién de los procesos celulares. Ademas, su
huella puede observarse a nivel de la estructura de las proteinas mismas y en los
numerosos sistemas y grupos de factores presentes en todos los tipos celulares,
cuya funcion primaria es evitar la formacion y/o acumulacion de agregados

proteicos en el interior y exterior de la celula®.

La insulina es una de las principales proteinas usadas como modelo general para

estudiar la formacion de especies amiloides, por la facilidad y la rapidez en que
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ocurre el proceso in vitro. Como se mencion0 anteriormente, una de las principales
enfermedades asociadas a las proteinas amiloides es la diabetes mellius tipo Il, la
cual es consecuencia de la agregacion de Insulina. La insulina amiloide se
acumula sobre las células B-pancreaticas interfiriendo con la liberacion de insulina
al torrente sanguineo. La formacion de insulina amiloide in vitro permite evaluar el
efecto de farmacos sobre este proceso. Se ha comprobado que pequefias
moléculas que presentan en su estructura anillos aromaticos influyen en la
fibrilacion de proteinas, cambiando la morfologia de los agregados e impidiendo la
formacién en estructuras tipo hoja B caracteristicas de los amiloides. Se ha
evidenciado también que las nanoparticulas no funcionalizadas aceleran el

proceso de agregacion proteica®.

El proceso de formacién de fibrillas de la insulina implica varias etapas:
monomerizacion, pérdida de la estructura nativa, nucleacion y crecimiento de las
fibras. In vitro, la formacién de insulina amiloide se puede llevar a cabo
modificando algunas propiedades del medio de reaccién, tales como la
temperatura, la fuerza ibnica, el pH, o mediante la adicion de agentes
desnaturalizantes como el dodecil sulfato sédico (SDS)°.

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales pueden también influir en el

proceso de fibrilacion de la insulina evitando la formacién de agregados fibrilares o

degradando las estructuras amiloides ya formadas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 INSULINA

La insulina es una proteina compuesta por 51 aminoacidos distribuidos en dos
cadenas, la cadena A y la cadena B, unidas por dos enlaces disulfuro. La cadena
A contiene 21 aminoacidos y la cadena B estd compuesta por 30 aminoacidos,
con un tercer puente disulfuro estando presente en la cadena A. La estructura
secundaria de la cadena A se compone de una estructura a-hélice, un giro y una
segunda estructura a-hélice alineada de manera antiparalela a la primera. La

cadena B esta formada por una a-hélice en su extremo N-terminal.

Figura 1. Estructura del monémero de insulina

Los aminodacidos hidrofébicos fueron marcados usando el visualizador pyMOL. La
estructura del mondmero de insulina fue obtenida de Protein Data Bank (PDB).
COD 2M1E.pdb.

16



En la figura 1 se muestra la estructura del monémero de la insulina: la cadena A
en color azul y la cadena B en rosado, los aminoacidos hidrofébicos estan
sefalados en rojo. EI mondmero de insulina tiene un peso molecular de 5.808 Da
y un tamafio de 1,11 nm®. Posee una carga neta positiva +6 en condiciones

acidas (pH inferior a 2) y un punto isoeléctrico (pl) de 5.4.

En su estado nativo, la insulina forma dimeros y tetrameros en ausencia de zinc,
mientras que la presencia de iones de zinc induce la formacion de hexameros
formados por la asociacion de 3 dimeros. Sin embargo, el monémero es el
responsable de la funcion reguladora en el metabolismo. La asociacion de
monomeros de insulina a dimeros y agregados mas grandes es un complejo
equilibrio dinamico que depende del pH, la fuerza idnica y la concentracién de

proteina’.

Por otra parte, se cree que el extremo C-terminal de la cadena B (fragmento B24-
B30) posee una flexibilidad inherente, que es critica para la auto-asociacion de
moléculas de insulina, la unién de la insulina a su receptor, y determinante en el
proceso de fibrilacion. La flexibilidad del fragmento B24-B30, importante en la
etapa clave de formacion de insulina amiloide, depende de la contribucion
entropica del C-terminal y es determinada por factores como pH, fuerzas

electrostaticas o temperatura®.

En los mamiferos, la insulina se produce y secreta por grupos de células
especializadas en el pancreas, conocidas como los islotes de Langerhans. Al igual
qgue todas las hormonas, la insulina es un mensajero quimico utilizado por el

cuerpo para transferir sefiales de una célula a otra.
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1.2 DIABETES MELLIUS TIPO I

La glucosa se genera a partir de la descomposicion de los alimentos. Es la
principal fuente de energia del cuerpo. Puede absorberse de la sangre a las
células con ayuda de la insulina. La falta de insulina, o la resistencia a ella, causa

diabetes®.

La diabetes tipo Il, es conocida por la insuficiencia que tiene el cuerpo para
fabricar insulina de forma correcta, ocasionando que la glucosa se acumule en la

sangre y las células del cuerpo no reciban la energia que necesitan®.

La deficiencia de produccion de insulina se da en el islote pancreatico, que es una
acumulacion de diversos tipos de células: células alfa, beta, delta, F y G,
encargadas de la produccion de diferentes hormonas, entre ellas la insulina
segregada por las células beta. Una de las principales causas de la diabetes es el
dafio de estas células causada por la acumulacion de placas de insulina amiloide
sobre la misma. La importancia de la diabetes como problema de salud viene
determinada por el desarrollo y progresion de las complicaciones croénicas micro y
macrovasculares que afectan a la calidad de vida del diabético, y provocan unas
elevadas tasas de invalidez prematura y muerte’. Uno de los principales
problemas en la administracion de insulina en pacientes con diabetes tipo Il, es
que esta proteina se deposita en la paredes arteriales en su forma amiloide y en la
superficie de la membrana de las células B-pancreaticas, impidiendo la correcta

produccion, almacenamiento y liberacion de la insulina en los pacientes.

1.3 INSULINA AMILOIDE

Las fibrillas amiloides son agregados filamentosos de proteina que carecen de

actividad bioldgica y que miden aproximadamente 10 nm de ancho y 0,1 a 10
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micras de longitud. Sin embargo, es posible que los agregados amiloides
adquieran diferentes morfologias. Algunos son esféricos y otros altamente
ramificados, dependiendo de las condiciones experimentales sobre las cuales se
realice el proceso de induccién*?. Normalmente, las hojas B caracteristicas de las
proteinas amiloides se encuentran orientas perpendicularmente respecto al eje de

las fibras.

Se ha demostrado que las proteinas y péptidos no asociados con enfermedades
amiloides pueden convertirse en estructuras fibrilares con las mismas propiedades
de las fibras amiloides, sugiriendo que la habilidad de formar fibras es inherente a
todas las secuencias peptidicas®™. Una caracteristica comun de los amiloides es la
capacidad de interactuar con el colorante tioflavina T, modificando las propiedades
fluorescentes de esta molécula*®. El caracter insoluble y la rigidez de las fibras
amiloides ha impedido hasta el ahora dilucidar su estructura interna a nivel
atomico, pues no son aplicables los métodos estructurales convencionales como
la difraccion de rayos X de monocristales y la resonancia magnética nuclear
(RMN) en medio liquidaZ®.

1.4 PROCESO DE FIBRILACION

Aungue el mecanismo de fibrilacién de la insulina es aun desconocido, se han
planteado modelos generales que pueden ayudar a elucidar esta trasformacion.
El modelo méas usual plantea que durante la cinética de crecimiento, las primeras
especies formadas, son intermediarios de 3 0 4 mondmeros, que se encuentran
parcialmente plegados, y que daran lugar a fibras sencillas y alargadas conocidas
como protofilamentos. Estos interactuaran con otros protofilamentos vecinos para
formar protofibrillas, y finalmente la unién de protofibrillas generaran fibras

maduras®(figura 2a).
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Figura 2. a) Modelo general de formaciéon de fibras amiloides (Tomado de
Jiménez et al., 2002, p. 9199)15 b) Modelo estructural de la formacion de
insulina amiloide

a) b)

Protofilamentos o Enlaces disulfuro

« / \ Residuos
) o flexibles
Cadena A - - P
Cadena B O
Protuﬁ

Eje fibra

Tomado de Khurana et al.,2003, p.1139".

La interaccion de protofilamentos a protofibrillas, y protofibrillas a fibrillas, y la
formacion de conglomerados de fibrillas, constituyen un proceso fisico
entropicamente impulsado por fuerzas electrostaticas e hidrofébicas. A partir de la
variacion de ciertos parametros, tales como el pH, la fuerza i6nica, la
concentracion de proteina y la temperatura, es posible aumentar o disminuir la
velocidad de formacion de las fibras y alterar la morfologia de las especies finales.
Se ha demostrado que cuando un péptido es introducido entre el N-terminal de la
cadena A y el C-terminal de la cadena B, con el fin de ciclar la proteina, el
plegamiento nativo es conservado pero se pierde la habilidad de fibrilarse,
sugiriendo que el movimiento de estos residuos tiene un papel fundamental en la

formacion de las fibrillas®’.
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La fibrilacion de la insulina se caracteriza por una cinética sigmoidal, que incluye
tres etapas: la primera es la nucleacion (tiempo de latencia), seguida de la fase de
elongacion, caracterizada por el alargamiento de los nucleos a protofilamentos, y
finalmente, un periodo asintético donde se agota la proteina en solucion y se
detiene el proceso de fibrilacion'®. Para que se produzca la nucleacién, es
necesario someter la proteina a temperaturas superiores a 37 °C, mientras que la
elongacion facilmente puede presentarse a temperatura ambiente hasta en

temperaturas por debajo de ésta.

La nucleacion es la etapa determinante en la cinética de formacion. En esta
etapa, los monomeros pierden su conformaciéon nativa, lo que da lugar a
intermediarios parcialmente doblados que formaran los nucleos. Ademas, es
importante mantener el pH por debajo de 2, porque de esta manera se garantiza
que las unidades hexaméricas que protegen en mayor grado los aminoacidos
hidrofébicos de la hormona se disocien en unidades monomeéricas. Por su tamafio
molecular, los monémeros aumentan el area superficial hidréfoba expuesta,
convirtiéndose en especies menos estables, y por tanto, mas propensas a
cambios conformacionales en interfaces hidrofébicas; ademas, estas condiciones
de pH brindan una mayor flexibilidad del C-terminal de la cadena B, aumentando
los efectos entrépicos que favorecen la formacién de intermediarios®®. Con el
movimiento del fragmento B24-B30, los residuos hidrofébicos del mondmero
quedan muy expuestos e impulsan el cambio conformacional. Los monémeros que
una vez estan parcialmente plegados se combinan con otros para formar los
ndcleos®® (figura 2b). Una vez que se alcanza un tamafio critico, y los
intermediarios tienen suficiente area superficial que les brinde estabilidad, pueden
empezar a reaccionar con monomeros en su estado nativo hasta formar fibras

maduras.
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1.5 CITOTOXIDAD DE FIBRILLAS

Aunque la patogénesis derivada de insulina amiloide es aun desconocida, es
posible que la insulina reabsorbida pueda no ser procesada por el sistema del
proteosoma, conduciendo a una alta concentracion de proteina al interior de las
células, lo cual lleva a la agregacion de la misma. Es decir, que mayoritariamente
la insulina administrada al paciente, lejos de cumplir su funcion bioldgica, sufre un
proceso de fibrilacion. Ademas, la agregacién de insulina amiloide in vitro también
causa serios problemas en la produccién, almacenamiento y distribucion de este

importante compuesto biofarmacéutico.

Para explicar el efecto citotéxico de las proteinas amiloides se han planteados dos

hipotesis diferentes:

1.5.1 Ensambles amiloidogénicos sobre la membrana celular (efecto directo).
Lo cual puede llevar a la formacion de poros en la membrana celular aumentando

en gran medida su permeabilidad y generando inestabilidad en la misma.

1.5.2 A través de mecanismos celulares que pueden conducir a la muerte
celular en conjunto con la proteina (efecto indirecto). La manera en que este
mecanismo puede afectar la célula se explica mediante el incremento de especies
reactivas de oxigeno y nitrdgeno, hiperfosforilacion de proteinas acumuladas en
depodsitos de proteina agregada, anormalidad en sistemas redox celulares, y

pérdida de la funcion de la proteina después de la agregacion®.

1.6 ESFERULITAS

Como se mencion6 anteriormente, en el proceso de fibrilacion es posible encontrar

diferentes morfologias, y dentro de éstas, las esferulitas, que son agregados con
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caracteristicas amiloides pero de aspecto esférico™. La hipdtesis mas sugerente
de la forma como se ensamblan estas esferulitas, sugiere como primera etapa la
formacion de un ndcleo que se agrega de manera no especifica. Este puede
identificarse como el precursor en el proceso de agregacion, seguido del ensamble

de fibrillas en forma radial alrededor del niicleo?* (figura 3).

Figura 3. Estructura de esferulitas.

La temperatura, el pH, la fuerza idnica y la concentracion de proteina son factores
gue pueden ser determinantes en la formacion de esferulitas. La manera en que
ocurre esto responde a la disminucién del tiempo de nucleacion, lo que lleva a
una mayor probabilidad de formacién de nucleos sin un patrén especifico de
agregacion. No obstante, esto conlleva a que la concentracion de proteina

finalmente sea la que determinara el tamarfio de la esfera amiloide?.

Aunque la importancia de estos agregados sobre la salud humana aun no se han
establecido, es posible que cause el mismo efecto de las fibrillas individuales. Sin
embargo, las esferulitas tienen la capacidad de secuestrar las fibras ya formadas
Yy Sus precursores en regiones localizadas, ayudando a proteger el organismo al
unirse a las fibrillas, es decir, permite que una mayor concentracion de proteina se

encuentre en un espacio menor
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1.7 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (AINES)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINES) son compuestos organicos
gue tienen como efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de
la inhibicion de la enzima cicloxigenasa. La aspirina es el prototipo del grupo de
farmacos conocidos como agentes “anticicloxigenasa”, debido a que inhiben a

esta enzima responsable de la sintesis de prostaglandinas, las cuales son

mediadoras de la produccién de fiebre, dolor e inflamacion?.

Tabla 1. FArmacos antiinflamatorios no esteroidales de mayor uso.

NOMBRE

ESTRUCTURA

PROPIEDADES

Aspirina

O§ OH

Peso molecular:
180.16 g/mol
Punto de fusion:
138 °C

pKa: 3.5

Paracetamol

Peso molecular:
151.17 g/mol
Punto de fusion:
169 °C

pKa: 9.5

Ibuprofeno

Peso molecular:
206.29 g/mol
Punto de fusion:
76 °C

pKa: 5.2

Naproxeno

Peso molecular:
230.26 g/mol
Punto de fusion:
153 °C

pKa: 4.2




NOMBRE ESTRUCTURA PROPIEDADES
Cl

Peso molecular:
Diclofenaco NH 296.14 g/mol .,

Punto de fusién:

ci 0 287 °C
pKa: 4.0
HO

Los AINEs son acidos carboxilicos débiles con un pKa menor a 5, permanecen
disociados a un pH de 2 unidades por encima de su pKa, y son altamente
liposolubles. La mayoria de los AINEs se unen a las proteinas plasmaticas. El
paracetamol no se considera parte de este grupo, sin embargo, actia de la misma
manera que los AINEs. En la tabla 1, se relacionan los farmacos de mayor uso y

seran los que se estudien sobre la formacion de insulina amiloide en esta tesis.

1.8 NANOPARTICULAS DE PLATA

El uso de nanoparticulas de plata en medicina ha tenido un gran auge gracias a
sus propiedades bactericidas. Sin embargo, es poca la informacién que se tiene
sobre el efecto que las mismas causan al interactuar con las proteinas presentes
en el organismo. Se ha demostrado que una gran variedad de nanoparticulas
aceleran el proceso de agregacion proteica, y por lo tanto, aumentan el riesgo de

enfermedades amiloides?®.

Normalmente cuando una nanoparticula se expone a un medio donde hay alta
concentracion de proteina, la nanoparticula tiene la capacidad de interactuar con
la proteina por fenomenos de adsorcion y atraccion electrostatica, formandose una

capa proteica sobre la superficie de la nanoparticula. Cuando esto ocurre, la
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proteina en la superficie funciona como un punto de anclaje que favorece la

agregacion de amiloides?.

A pesar de este efecto citotdoxico, es posible realizar modificaciones sobre la
superficie de la nanoparticula, adicionando grupos funcionales que inhiban la
formacién de los agregados amiloides?®®. La afinidad de la superficie de las
nanoparticulas por las proteinas también puede ser aprovechada para unir
selectivamente agregados amiloides ya formados alrededor de las células y
facilitar la extraccion del complejo nanoparticula-proteina a través de las
propiedades fisicas del complejo, como por €j. las propiedades magnéticas®’.

1.9 METODOS DE CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS AMILOIDES

1.9.1 Espectroscopia de fluorescencia. La fluorescencia es un proceso de
fotoluminiscencia en el que los atomos y moléculas se excitan con la absorcién de
la radiacion electromagnética. Posteriormente, la especie excitada se relaja al
estado fundamental y emite su exceso de energia como fotones. La caracteristica
mas atractiva de la fluorescencia molecular es su sensibilidad inherente. Otra
ventaja de los métodos de fluorescencia es su amplio intervalo de concentracion
lineal, significativamente mayor que en la espectroscopia de absorcién®®. La
fluorescencia molecular se cuantifica al excitar la muestra a la longitud de onda de
absorcion, también llamada longitud de onda de excitacion, y medir la emisién a
una longitud de onda mayor, denominada longitud de onda de emisién o
fluorescencia. Generalmente, la emisiéon de fluorescencia se mide en angulo recto
al haz incidente, para no medir radiacion incidente. La emision que tiene un tiempo
de vida mas corto se denomina fluorescencia, mientras que la luminiscencia que

permanece por mas tiempo se llama fosforescencia.
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Todas las moléculas absorbentes tienen potencial para ser fluorescente; pero
muchos compuestos no lo hacen porque su estructura permite otros mecanismos
de relajacion sin radiacion que ocurren con mayor rapidez que la emisién de

fluorescencia®®.

1.9.2 Fluorescencia de proteinas Las proteinas por poseer estructuras
aromaticas tienen emision de fluorescencia molecular, los principales aminoacidos
gue contribuyen a esta emision son el triptofano y la tirosina. Ademas, las
proteinas tienen la capacidad de formar enlaces covalentes con colorantes
fluorescentes intensificando la emision de fluorescencia del colorante. Estos
enlaces se pueden dar a través del grupo s-amino de la lisina, el grupo a-amino
del extremo N-terminal, o el grupo tiol de la cisteina, sirviendo de ayuda para
caracterizar intermediarios de plegamiento, medir la hidrofobicidad de superficie, y
detectar la fibrilacion o agregacion. Los principales mecanismos que explican las
propiedades de fluorescencia de muchos tintes extrinsecos, estan vinculados a
los procesos de relajacion y las reacciones intramoleculares de transferencia de
carga, que se ven afectados por el ambiente y por las interacciones de los

colorantes con las proteinas.

Los mecanismos comunes que rigen las propiedades de fluorescencia de tintes
extrinsecos son: la transferencia de carga intramolecular (ICT), y la transferencia
de carga molecular trenzada (TICT). En ICT y TICT, un electrén es transferido
desde un grupo donador de electrones (por ejemplo grupo amino) a un grupo
aceptor de electrones (por ejemplo sistema aromatico) en la excitacion del
colorante. Para TICT un cambio en la conformacién del colorante, por ejemplo, la
rotacidbn o giro, es un requisito previo para que tenga lugar la transferencia de

electrones®.

La Tioflavina T es utilizada como colorante para tefiir depdsitos de proteinas

amiloide en los tejidos y para la cuantificacion de las fibrillas amiloides in vitro. En
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presencia de amiloides, la Tioflavina T exhibe un pico de absorcion adicional y se
convierte en una molécula altamente fluorescente. Se ha propuesto que la
tioflavina T interactua con estructuras de hojas 3 a lo largo del eje paralelo de las
fibras, ya que estos son un elemento estructural predominante en fibrillas
amiloides31. Generalmente la afinidad decrece con el pH, probablemente por la
repulsion electrostética por debajo del punto isoeléctrico de la proteina, sin
embargo, a un pH superior a 7.2 la tioflavina T pierde las propiedades

fluorescentes adquiridas al interaccionar con las fibrillas®?.

1.9.3 Microscopia de fuerza atobmica (AFM). La microscopia de fuerza atémica
AFM funciona cuando la superficie de una muestra interacciona con una punta
muy aguda, de un par de micras de largo y menos de 100 A de diametro. La
punta se localiza al final del brazo de un cantilever de 100 a 200 micras de largo.
La muestra se analiza a continuacion debajo de la punta, la fuerza entre la punta y
la superficie de la muestra hace que el cantilever se doble o flexione, estas
deformaciones se registran y procesan mediante un software de imagen y la
imagen resultante es una representacion topografica de la muestra que acaba de
ser fotografiada. Varias son las fuerzas que contribuyen a la flexion del cantilever,
siendo la mas comun la fuerza de van der Waals. Es por ello que la microscopia
de fuerza atomica puede medir un nimero de propiedades caracteristicas de la

muestra que otras formas de microscopia no pueden®:.

Las mediciones por microscopia de fuerza atébmica (AFM) pueden aportar nuevos
conocimientos en la topografia de fibras amiloides durante el proceso de
formacion, ayudando a la comprension de este tipo de enfermedades. La AFM es
un método adecuado para la formacion de imagenes de amiloides porque ofrece
la posibilidad de visualizar toda la gama de estructuras presentes en diferentes
momentos de la polimerizacion, en contraste con las otras técnicas que se utilizan

para caracterizar”,
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La AFM permite tomar imagenes de diferentes modos, entre esos, el modo de no
contacto (NC-AFM). En esta técnica, se excita el cantilever cerca de su frecuencia
de resonancia de modo que vibre cerca de la superficie de la muestra, a una
distancia comprendida entre 10 y 100 A. De esta manera, se conserva intacta la
superficie de la muestra ya que la fuerza que ejerce la punta sobre la muestra es
muy baja. Las ventajas de la microscopia de NC-AFM es que no existen
modificaciones ni contaminaciones de la superficie de la muestra, sin embargo,
para obtener una buena resolucion se requiere que la punta se sitle muy cerca de
la superficie y el barrido debe ser muy lento para no perder el “contacto” con la
superficie; la oscilacion de la punta se puede ver frenada por la existencia de
capas de agua/contaminacion; las gotas de agua se confunden con la topografia

de la muestra®.

1.9.4 DLS (dynamic light scattering). Esta técnica es uno de los métodos mas
populares utilizados para determinar el tamafio de las particulas. Un haz de luz
monocromatica, tal como un laser, en una solucién con particulas esféricas en
movimiento browniano provoca un efecto Doppler cuando la luz incide en la
particula en movimiento, cambiando la longitud de onda de la luz entrante. Este
cambio esta relacionado con el tamafio de la particula. Es posible calcular la
distribucion del tamafio de la esfera y dar una descripcién del movimiento de la
particula en el medio, midiendo el coeficiente de difusion de la particula y el uso de

la funcion de autocorrelacion®®.

Aunqgue la dispersion dinamica es, en principio, capaz de distinguir si una proteina
es un mondmero o dimero, es mucho menos precisa para distinguir oligdmeros
pequefios o velocidad de sedimentacion. La ventaja de usar la dispersion dinamica
es la posibilidad de analizar muestras que contienen distribuciones amplias de
especies de muy diferentes masas moleculares (por ejemplo, una proteina nativa y
diversos tamafos de agregados), y para detectar cantidades muy pequefias de las

especies de mayor masa molecular®’.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la formacion y el efecto de farmacos antiinflamatorios no esteroidales y de

nanoparticulas metéalicas sobre la sintesis de insulina amiloide in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Encontrar el método mas efectivo de formacién de insulina amiloide in vitro

variando las condiciones de pH, temperatura y concentracion de la proteina.

Analizar el comportamiento de las fibrillas de insulina preformadas en condiciones

fisiologicas de pH y temperatura.

Estudiar el efecto de la adicion de farmacos antiinflamatorios no esteroidales

antes y después de inducir la agregacion de la insulina.

Describir el efecto de la adicion de nanoparticula antes y después de la formacion

de insulina amiloide, sobre el comportamiento de formacion de las fibras amiloides
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3. MATERIALES Y METODOS

Figura 4. Esquema de la metodologia experimental

Induccion de insulina a su
forma amiloide

Sintesis de nanoparticulas
de plata

Adicién de nanoparticulas
de plata antes y después de
la formacion de insulina
amiloide

Incubacion en condiciones Adicion de AINEs antesy
fisiologicas de fibrillas después de la formacién
preformadas de insulina amiloide

3.1 REACTIVOS

Insulina humana recombinante (Sigma-Aldrich, 295%), Tioflavina T (Sigma-Aldrich,
ThT, 75 %), acido clorhidrico (HCI, J.T. Baker, 36-38 %), acido sulfurico (H2S0O4,
Merck, 95-97%), nitrato de plata (AgNO3, 99.998%), bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99%), polivinil alcohol (PVA, 99+%), L-cisteina
(C3H7NO2S, >99%), aspirina (Bayer, presentacion 0.5 g), diclofenaco (laboratorio
american generics, presentacion capsula 10 mg) , naproxeno (laboratorio MKk,
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presentacion 500 mg), ibuprofeno (laboratorio Genfar, presentacion 800 mg) y

paracetamol(laboratorio Mk, presentacién 500 mg).

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Formacion de insulina amiloide. La induccion de insulina a fibras amiloides
se realiz6 bajo condiciones acidas y temperatura elevada. Fue necesario ensayar
diferentes metodologias con el fin de escoger las condiciones apropiadas que
favorecieran el uso de farmacos antiinflamatorios no esteriodales (AINES). Estas

condiciones se describen a continuacion:

3.2.1.1 Metodologia 1 de Formacion de Insulina Amiloide. La insulina fue
disuelta en una solucion de HCI, 50 mM (pH 1.3), a una concentracion de proteina
de 0.1 mg/ml (17uM). La solucién de proteina fue distribuida en tubos ependorff,
cada uno con un volumen de 1.5ml de solucién para su posterior incubacion a 65
°C. Las muestras fueron incubadas a diferentes intervalos de tiempo para analizar
la cinética de crecimiento de formaciébn de fibras amilodes mediante
espectroscopia de fluorescencia. Las muestras de proteinas se incubaron
durante: 0, 3, 6, 12, 20, 24, 48, 72 y 96 horas.

3.2.1.2 Metodologia 2 de Formacion de Insulina Amiloide. La concentracion de
insulina en solucion fue 0.3mg/ml (52uM), disuelta en una solucién de H2S04, 25
mM (pH 1.6). Las soluciones fueron distribuidas e incubadas en tubos eppendorff
con volumen de 1.5ml a 65°C, a los siguientes tiempos de incubacién: 0, 1, 3, 6, 8,
10, 12,18, 24 y 30 horas.

3.2.1.3 Metodologia 3 de Formacion de Insulina Amiloide. Se preparé una

solucion de insulina en HCI 25mM (pH 1.6) a una concentracion de proteina de

Img/ml (172 pM) e incubada a 75°C a diferentes tiempos.. Las muestras fueron
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distribuidas e incubadas en tubos epperdorf con capacidad de 1.5 ml durante: O, 1,
2,3,4,5,6,7,8,10y 12 horas.

3.2.3 Incubacion en condiciones fisioldgicas de especies preformadas. La
insulina se disolvié en una solucién de HCI 25 mM (pH 1.6) con una concentracién
final de 1mg/ml. A continuacion, se incub6 a 75 °C como se establece en la
metodologia 3. Las soluciones de insulina después de ser retiradas del bafio
termostatado se neutralizaron con una solucion de NaOH (1M) y luego fueron
incubadas a 37 °C durante 10 horas. En este caso todas las soluciones
preincubadas permanecieron durante 10 horas a 37 °C.

3.24 Uso de farmaco antiinflamatorios no esteroidales. Los farmacos
utilizados para analizar el efecto que ejercen sobre el proceso de formacion de
insulina amiloide fueron: aspirina, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno vy
paracetamol. Los AINEs fueron disueltos en dimetil sulféxido (DMSO) teniendo en

cuenta la baja solubilidad de estos en soluciones acuosas acidas.

La insulina fue disuelta en solucion de HClI 25mM (pH 1.6) siguiendo todos los
parametros de la metodologia 3. En los ensayos para cada farmaco se
compararon tres grupos (figura 5):

e Grupo de control: Este contiene insulina disuelta en solucion HCI 25mM vy
DMSO en concentracion de 1 %(v/v).

e Preincubacion de la solucion de Insulina-farmaco: en estos ensayos a la
solucion de insulina se adiciono una solucion DMSO-farmaco antes de inducir
la formacion de agregados amiloides (en concentraciones indicadas de
farmaco);

e Post-incubacion de la solucion Insulina-farmaco: en estos ensayos, se afiadié a
la solucion de insulina una solucién con farmaco disuelto en DMSO una vez se

produjo la formaciéon de agregados amiloides;
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Figura 5. llustracion de la induccion de la formacién de agregados amiloides

a partir de insulina

pH: 1.6; HCl 75°C

: : 0.9-1.3nm

pH: 7 1.3nm

pH: 1-2 Temperatura

hexamero dimero  mondmero

L J
Y l

Proteina nativa |

10-40 nm A

La concentracién de DMSO en todos los ensayos realizados fue 1 %(v/v), tanto de
las muestras que contenian farmaco como las de control, por tanto, los resultados
a nivel comparativo no se ven afectados por la presencia de este reactivo. Es
importante mencionar que el DMSO no interfiere en la agregacion de proteinas en
concentraciones inferiores al 10%(v/v)38. La concentracion final de farmaco en la
solucion de proteina para la aspirina, el diclofenaco, el naproxeno, el ibuprofenoy
el paracetamol, fueron 1.39 mM, 66.81 uM, 479 pM, 340 pM y 3.96 mM,

respectivamente.

3.2.5 Sintesis de nanoparticulas de plata. Se llevo a cabo mediante reduccion
por cisteina en presencia de CTAB. Para ello se prepararon soluciones de CTAB
0.01 M y de cisteina 0.01 M. A esta solucion se afiadié nitrato de plata AQNO3
hasta alcanzar una concentracion de 0.01 M. Finalmente, esta solucion se
completdé a un volumen final de 20 ml con una solucion de PVA 3.3 mM. Esta

solucion fue sometida a ultrasonido durante 4 horas para la sintesis de
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nanoparticulas de plata. La muestra fue almacenada en un recipiente trasparente
hasta que la misma adquirié una coloracion vinotinto. La sintesis de nanoparticula
de plata en cisteina fue estandarizada en el laboratorio de bioquimica y

microbiologia (GIBIM)ae.

3.3 METODOS ANALITICOS

Determinacion de especies amiloides mediante espectroscopia de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas utilizando ThT (tioflavina T). Se
tomaron 750 pl de las soluciones de insulina incubadas bajo diferentes
condiciones para la formacién de proteina amiloide, y se llevaron a un volumen
final de 2ml completando con agua destilada. Posteriormente, se afadi6 ThT
hasta alcanzar una concentracion final de 40 uM. A esta solucién se tomo un
espectro de fluorescencia en un espectrofluorimetro y luminémetro modular PTI
Quantamaster QM-2000-6SE, trabajando a una longitud de onda de excitacion de

450 nm y emisién de 485 nm40.

3.3.1 Determinacién de morfologia de especies amiloides mediante
microscopia de fuerza atémica. Las muestras almacenadas en tubos eppendorf
fueron centrifugadas durante 5 minutos a 5000 rpm, descartando el sobrenadante
y conservando el pellet, el cual se resuspendié en agua tipo |, y redisolvié por
agitacion con vortex. De esta suspension se tomaron 5 pl de muestra, la cual fue
dispuesta sobre una mica de moscovita, la muestra se secé con ayuda de una
corriente de nitrégeno. Inmediatamente después se adicion6 agua tipo | sobre la
superficie de la mica con el fin de eliminar residuos de proteina nativa que
pudieran quedar en la superficie e interferir con las imagenes. La superficie se
secO nuevamente utilizando un flujo de nitrégeno. Las imagenes de las proteinas

amiloide fueron captadas en un microscopio de fuerza atébmica, marca veeco, di
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CP-ll y realizadas en modo NC-AFM, con una frecuencia de resonancia de
aproximadamente 320 kHz41.

3.3.2 Cuantificacion de tamafio hidrodinamico de las fibras por DLS. Las
medidas de tamafio de las fibras por DLS fueron realizadas a partir de las
soluciones incubadas a diferentes intervalos de tiempo, de cada una de estas
soluciones se tomaron 250 pl y se llevaron a un volumen final de 500 pl, los
analisis fueron realizados en el equipo Zetasizer Nano ZS90, a temperatura de 25
°C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FORMACION DE INSULINA AMILOIDE

Primero que todo, se llevd a cabo la formacion de proteinas amiloides bajo
diferentes condiciones de pH, concentracion de proteina y temperatura, buscando
obtener una cinética de crecimiento sigmoidal. Ademas, se esperaba encontrar
condiciones de formacion de las proteinas amiloides con bajas cantidades de
proteina y tiempos de reaccion no mayores de 24 h. Esto se desarroll6 con el
objeto de evaluar el efecto de AINEs sobre la formacion de proteinas amiloides de

insulina.

4.1.1 Metodologia 1 de Formacion de Insulina Amiloide. Mediante
espectroscopia de fluorescencia se evalud la formacion de insulina amiloide a
diferentes tiempos. En estas experiencias se obtuvo la cinética de crecimiento de
la insulina amiloide, obteniendo una curva sigmoidal caracteristica de este proceso
(Figura 6). El tiempo total de reaccién fue de 96 horas y el crecimiento de las fibras
amiloides solo se dio después de 48 horas. Esta cantidad de tiempo podria
favorecer la morfologia de los agregados, ya que la etapa de nucleacién es lenta,
lo que permite una mayor organizacion en la estructura de las fibras42. Sin
embargo, algunos AINEs se descomponen facilmente por degradacion térmica en
condiciones acidas, situacion que hace necesario que se asegure la formacién de
las fibras en menos de 24 horas. Ademas de los agregados amiloides, se ha
descrito que la temperatura permite la formacion de productos resultantes de la
degradacion de algunos farmacos, los cuales pueden llegar a interferir en las
mediciones de fluorescencia43. De esta manera, se intentd reducir el tiempo de
reaccion modificando las condiciones de formacién de las fibras amiloides de

insulina.
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Figura 6. Cinética de formacién de insulina amiloide medido como

incremento de fluorescencia del complejo insulina amiloide-ThT

Intensidad de Fluoresencia
(%)

0 0—*‘—‘/|\0\ 1 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Condiciones de Formacion de las Fibras Amiloides: Concentracion 0.1 mg/ml de

insulina, temperatura de incubacion 65°C, pH 1.3 en solucién HCI

4.1.2 Metodologia 2 de Formacion de Insulina Amiloide. En este caso, se
utilizé acido sulfarico y aumento la concentracion de insulina. Los datos obtenidos
reflejan una reduccion del tiempo de reaccion a 36 horas para la formacion de las
fibras (figura 7). No bstante, este tiempo de reaccion sigue siendo muy extendido
para garantizar que las condiciones del medio no lleven a una degradacion térmica

de algunos farmacos.

En este proceso de formacién de insulina amiloide, se obtuvo una cinética no-
sigmoidal. Los cambios en la curva de la cinética podrian explicarse porque el uso
de acido sulfurico aporta iones sulfato, que podrian interactaar con el monémero
de insulina al neutralizar las cargas del mismo. A un pH bajo, los monémeros de
insulina tienen una carga neta positiva de +6. Debido a que los iones sulfato son

mas grandes que los iones cloruro, gerneados por la disociaciéon de HCI, es
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posible que se genere un mayor impedimento en la flexibilidad de la molécula,
interfiriendo en el proceso de fibrilacion. No obstante, es poco significativa la

inhibicion de la formacién de las fibras.

Figura 7. Cinética de formacion de insulina amiloide medido como

incremento de fluorescencia del complejo insulina amiloide-ThT.
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Condiciones de formacion de las fibras: Concentracién 0.3 mg/ml de insulina,
temperatura de incubacién 65°C, pH 1.6 en solucion H2S0O4

La cinética de crecimiento de la insulina amiloide mostré una disminucién de
fluorescencia en la muestra sometida a 30 horas de incubacion. La ultima etapa
del proceso de agregacion corresponde a la maduracion de los agregados y
formacion de estructuras mas rigidas. Esta etapa finaliza cuando se agota la
proteina soluble en el medio, lo cual provoca la detencién de la reaccién de
formacion de insulina amiloide. Sin embargo, si las muestras siguen sometidas a
altas temperaturas, se puede producir la agrupacion de los agregados, formando
complejos amiloideos, de tal manera que cuando el colorante ThT interactia con
los complejos proteicos, éste es secuestrado por el complejo impidiendo la

correcta medicion de sus propiedades fluorescentes44.
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4.1.3 Metodologia 3 de Formacién de Insulina Amiloide. La principal
modificacion realizada en esta metodologia fue el aumento en la concentracion de
proteina y temperatura, lo que reduce significativamente el tiempo de formacion de
los agregados. Ademas, en la lltima etapa de la reaccion, la curva se hace
asintética, lo que asegura que la proteina soluble presente en el medio se
consuma casi por completo (figura 8a). El tiempo necesario para que el proceso se
lleve a cabo son 12 horas, siendo una ventaja para el uso de los AINES, ya que la
degradacion térmica de los farmacos es poco significativa en este tiempo de
reaccion. Haciendo uso de las condiciones plateadas para la metodologia 3, se
logré que la reaccion fuera rapida, que la proteina se consumiera casi por
completo, y que la cinética obtenida fuera sigmoidal. Por estas razones, todos los
ensayos se realizaron siguiendo las condiciones propuestas en la metodologia 3.
El aumento de temperatura redujo el tiempo de reaccion principalmente porque al
aumentar la energia del medio, el cambio de conformacion de los monémeros se
hizo mas rapido, y por lo tanto, la etapa de nucleacién que es la determinante en
el proceso ocurre a mayor velocidad. El aumento de la concentracion de proteina
favorece termodinamicamente el proceso, teniendo en cuenta que la cantidad de

mondmeros predispuesto al cambio es mayor45.
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Figura 8. Cinética de formacién de insulina amiloide medido como

incremento de fluorescencia del complejo insulina amiloide-ThT
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Condiciones de formacion de las fibras: Concentracion 1 mg/ml de insulina,

temperatura de incubacion: 75°C, pH 1.6 en solucién HCI.

El tamafio de las especies proteicas durante el proceso de fibrilacion fue medido
utilizando la técnica de DLS (figura 8b). Mediante estos experimentos se demostro
el aumento de tamafio molecular de la insulina a medida que aumentaba el tiempo
de reaccion, lo que sugiere la formacion de los agregados proteicos de alta masa

molecular a través del tiempo.
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Figura 9. Distribucion de tamafio de insulina amiloide a diferentes tiempos
incubacion. Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacion:
75°C, pH 1.6 en solucién HCI.
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4.2 INCUBACION EN CONDICIONES FISIOLOGICAS DE ESPECIES
PREFORMADAS

Los resultados obtenidos muestran que las soluciones sometidas a 75°C bajo un
pH de 1.6 siguen una cinética sigmoide (figura 9). En la grafica se comparan dos
cinéticas de crecimiento, la serie “pH 1,6-Tem: 75 °C”, en la cual las soluciones
fueron sometidas a las condiciones de reaccion propuestas en la metodologia 3, y
la serie “pH 7- Tem: 37° C”, en el que a partir de los ensayos de la primera serie,
se neutralizaron las muestras con una solucién de hidroxido de sodio 1M y se
calentaron a 37 °C durante 10 horas. En la serie “pH 7- Tem: 37° C”, todas las
soluciones incubadas con agregados preformados obtienen un maximo de
intensidad después de ser sometidas a 10 horas de incubacion, lo que permite
inferir que una vez que se inicia la etapa de nucleacion, el proceso de crecimiento
de las especies preformadas ocurre rapidamente sin necesidad de someter las

soluciones a condiciones fuertes de reaccion. Esto permite que sea menor la
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cantidad de energia necesaria para continuar la fibrilacion, lo que confirma que la

nucleacion es la etapa determinante en la formacién de agregados amiloides®.

Estos resultados demuestran el efecto téxico de los nucleos, los cuales, una vez
formados, facilitan la agregacion de insulina en las células B-pancreéticas, Ilo
cuala hace dificil detener el proceso de agregacion de insulina, con la consecuente

acumulacion de las placas proteicas sobre estas células®.

Figura 10. Cinética de Formacién de Agregados Amiloides de Insulina a
partir de especies de preformadas medido como incremento de

fluorescencia del complejo insulina amiloide-ThT
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Condiciones de Formacion de insulina amiloide: a pH 1.6 y 75°C (0), Especies

preformadas de Insulina para posteriormente ser incubadas a pH 7y 37° C (o).
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4.3 EFECTO DE FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES
(AINES) SOBRE LA FORMACION DE AGREGADOS DE INSULINA AMILOIDE.

En los ensayos realizados con diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, parecetamol y

aspirina se compararon tres grupos:

e Grupo de control, el cual contienen insulina disuelta en solucion HCI 25mM vy
DMSO en concentracion de 1 %.

e Preincubacion de Insulina-farmaco: en estos ensayos se adicioné a la solucion
de insulina una solucion DMSO-farmaco antes de inducir la formacion de
agregados amiloides (en concentraciones indicadas de farmaco);

e Post-Incubacién de Insulina-farmaco: en estos ensayos se adicion a la solucién
de insulina una solucibn DMSO-farmaco después de inducir la formacion de

agregados amiloides.

Nota: para simplificar las etiquetas de las graficas se han adoptado las siguientes
convenciones: el grupo de control aparecera como “insulina”; el grupo Insulina-
farmaco preincubacion estara representado por “insulina-farmaco**”; y el grupo

*0

Insulina-farmaco posincubacion simbolizado por “insulina-farmaco*”.

4.3.1 Efecto del Diclofenaco. En los ensayos realizados con diclofenaco se
compararon dos presentaciones del farmaco adquiridas comercialmente; la
primera, el diclofenaco se encuentra en ampolla y, la segunda, el diclofenaco, en
forma de capsula. El diclofenaco en ampolla es ampliamente usado en
tratamientos contra el dolor; por esta razon, se decidié realizar ensayos con el
mismo. Sin embargo, los otros AINEs ensayados se adquirieron en tableta. Por tal
motivo, se hizo necesario usar el diclofenaco en capsula para lograr una mejor

comparacion de todos los AINEs.

4.3.1.1 Efecto del Diclofenaco (ampolla). Los resultados obtenidos del proceso

de agregacion de la insulina en presencia de diclofenaco se presentan en la figura
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10. Se observa claramente que los datos de fluorescencia obtenidos para la
insulina en presencia de ThT y en ausencia del farmaco son los méas intensos en
la grafica. Las especies amiloides del ensayo de control (ya que la fluorescencia
con ThT fue mayor) estan presentes en mayor medida que en las muestras en las
que se adiciono diclofenaco, lo cual sugiere que el farmaco tiene la capacidad de
modificar los agregados amiloides e inhibir la agregacion de insulina amiloide.
Estos resultados fueron corroborados por microscopia de fuerza atomica (AFM).
Las imagenes obtenidas (tabla 2) revelan morfologias alargadas y ramificadas
para la insulina en ausencia de farmaco y agregados amorfos en las muestras que
fueron expuestas al diclofenaco. Vale la pena resaltar que para este ensayo la
presentacion del farmaco adquirido fue en ampolla, donde el diclofenaco es

suspendido en una fase lipofilica.

Figura 11. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en
presencia de diclofenaco en ampolla 78.58 uM usando fluorescencia como

medida del proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacion: 75°C, pH 1.6 en
solucién HCI.

4.3.2 Efecto del Diclofenaco (capsula). Se realiz6 un nuevo ensayo utilizando
diclofenaco en cépsula (figura 11). La curva que representa los ensayos en el que
se afiadid el farmaco después de concluir el proceso de fibrilacion (insulina-
diclofenaco*), muestra una disminucion de fluorescencia coincidiendo con los
ensayos en los que se usa la presentacion en ampolla. Por otra parte, la curva que
muestra el diclofenaco adicionado antes de inducir el proceso de fibrilacion
(insulina-diclofenaco**), exhibe una mayor intensidad que el ensayo de control,
indicando que se forma una mayor cantidad de especies amiloides. Mediante
imagenes de AFM se evidencia la presencia de estructuras amiloides en el ensayo
de control y el ensayo en que se adicioné el farmaco antes de la incubacién
(insulina-diclofenaco**), mientras que las muestras a las que se les adiciono el
farmaco después de someterlas a calentamiento (insulina-diclofenaco*), se

observaron agregados amorfos (Tabla 2).
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Figura 12. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en
presencia de diclofenacoen capsula 66.81 pM usando fluorescencia como

medida del proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacién: 75°C, pH 1.6 en

solucién HCI.

Las curvas que representan el efecto del diclofenaco, adicionado después de la
incubacion (insulina-diclofenaco*), tanto en ampolla como en cépsula, muestran
una disminucion significativa de fluorescencia, indicando menor cantidad de
amiloides, lo cual fue corroborado por la imagenes de AFM. En la estructura de las
fibras amiloides, los aminoacidos hidrofébicos normalmente quedan expuestos, lo
gue podria favorecer la afinidad del diclofenaco por estos aminoacidos. Esta
interaccion seria la responsable del cambio de conformacion de las especies ya

formadas, lo cual generaria agregados amorfos.
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Por otra parte, en los ensayos en el que el farmaco se adicion6 antes de inducir la
formacién de amiloides, existe una marcada diferencia entre diclofenaco en
ampolla y el diclofenaco en capsula. El diclofenaco en ampolla muestra una
disminucién de la fluorescencia mientras que el diclofenaco en capsula mostroé un
aumento en relacion al ensayo de control. La diferencia principal entre las dos
presentaciones del farmaco es que el diclofenaco en ampolla esta suspendido en

una solucion lipofilica®®.

Durante la nucleacion, que es la etapa clave del proceso de fibrilacion, las
moléculas de insulina se desdoblan exponiendo la zona hidrodofébica. Por lo
tanto, es probable que la fase lipofilica que acompafa al farmaco interactie con
los mondémeros de insulina, lo cual produciria un efecto protector sobre los
aminoacidos hidrofébicos. Por lo tanto, la disminucién en la intensidad de la curva

no corresponda al efecto del farmaco, si no que al del dispersante del mismo.

Tabla 2. Imdgenes de microscopia de fuerza atbmica (AFM) de agregados de
insulina amiloide en presencia de diclofenaco. NC-AFM, frecuencia

resonancia 320 Khz, soluciones incubadas durante 12 horas.

Insulina Insulina-Diclofenaco* Insulina-Diclofenaco**

1212001B.HDF 1212000E.HDF A212000C.HDF
ZRange: 2240 nm ZRange: 92.38 nm Z Range: 100.7 nm
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4.35
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-3.89
-3.41

Y Range: 6.58 ym

5um
|
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XRange: 145pum X Range: 6.58 um

Y Range: 14.5 uym

16.5
-7.18
-11.2

-19.7 -11.9 -4.14
Range: 156 um(20um*77.8 %)

¥ Range: 156 pum {20 um*77.8 %
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4.3.3 Efecto del Naproxeno sobre la formacion de insulina amiloide. En la
Figura 12a, se observa la formacion de estructuras de tipo hoja-B evidenciada
mediante el aumento de fluorescencia del grupo de control. Los ensayos en los
que la proteina interactia con naproxeno, se observa una reduccion de la
fluorescencia comparados con el grupo de control, lo que indica una menor
cantidad de estructuras amiloides por efecto de la presencia de naproxeno en la
solucion. Para ambos casos se produjo una disminucion en la intensidad de
fluorescencia de 80% (figura 12a). A su vez, mediante AFM se confirmé el cambio
de morfologia, obteniendo agregados amorfos en los ensayos que registraron baja

intensidad de fluorescencia. (Tabla 4)

Figura 13. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en

presencia de naproxeno 479 uM usando fluorescencia como medida del

proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacién: 75°C, pH 1.6 en

soluciéon HCI.
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Las muestras que fueron incubadas durante 10 horas se examinaron por DLS con
el fin de comparar el tamafio de los agregados (Ver figura 12b). En estos
experimentos, se encontré que la muestra de control tiene una mayor distribucion
de tamafio con especies mas grandes en comparacion a las que se expusieron al
farmaco. En la figura 12b, la curva de color rojo representa la distribucion de
tamafio de la insulina amiloide expuesta a 10 horas de incubacion bajo las
condiciones de la metodologia 3; la curva de color verde corresponde a la insulina
incubada en presencia de naproxeno durante 10 horas; y la curva de color azul
muestra la distribucién de tamafio de la insulina amiloide a la cual se adicion6
naproxeno una vez termind el tiempo de incubaciébn de 10 horas. Estas
mediciones de tamafio demuestran que la solucién que no interacciona con el
farmaco, presenta un mayor diametro hidrodinamico y una mayor distribucién de
tamafio de particulas, comparado con los otros ensayos. Esta informacién muestra

que el naproxeno actuaria como inhibidor en la formacion de agregados amiloides.

Figura 14. Distribucion de tamafio de insulina amiloide en presencia de
naproxeno a 10 horas de incubacion de: insulina (rojo), insulina-naproxeno**

(verde), insulina-naproxeno*(azul).

Size Distribution by Volume

AT R R R R :

“olume (Percent)

1000 10000

Size (d.nm}

—— Record 44 101 Record 45: 10pre 1 — Record 47: 10post 1

51



Tabla 3. Im&genes de microscopia de fuerza atdbmica (AFM) de agregados de

insulina amiloide en

presencia de naproxeno.

NC-AFM, frecuencia

resonancia 320 Khz, soluciones incubadas durante 12 horas.
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4.3.4 Efecto del Ibuprofeno sobre la formacion de insulina amiloide La

cinética de agregacion de insulina amiloide en presencia de ibuprofeno muestra el

efecto inhibitorio del farmaco en este proceso. Se logra tambien evidenciar la

disminucién de fluorescencia sobre especies ya formadas que interacturaron con

el ibuprofeno. La disminucion de fluorescencia de la insulina que interactu6 con el

farmaco fue aproximadamente del 60% (figura 13). La imagenes tomadas por AFM

de estos ensayos, muestran estructuras fibrilares y ramificadas en el ensayo de

control, y agregados amorfos en los ensayos en los que se adicioné ibuprofeno

(tabla 6).
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Figura 15. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en
presencia de ibuprofeno 340 uM usando fluorescencia como medida del

proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacion: 75°C, pH 1.6 en
solucién HCI.

En la figura 13b, la curva de color rojo representa la distribucién de tamafio de la
insulina amiloide en ausencia de farmaco incubada durante 10 horas; la curva de
color verde corresponde a la insulina incubada en presencia de ibuprofeno
durante 10 horas; y la curva de color azul muestra la distribucién de tamafio de la
insulina amiloide a la cual se adicion6 ibuprofeno una vez termino el tiempo de
incubacion de 10 horas. La distribucion de tamario de la insulina en ausencia del
farmaco expone un pico intenso alrededor de los 20 nandmetros, aunque este sea
el didmetro mas pequefio entre las muestras comparadas, es importante tener en
cuenta que la curva de la insulina presenta una mayor variedad de tamafos en el

diametro hidrodinamico. Esto se explica por la gran cantidad de precursores que
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se forman en el proceso de agregacion de insulina amiloide (protofilamentos,

protofibrillas, protofibras).

Figura 16. Distribucion de tamafio de insulina amiloide en presencia de

ibuprofeno a 10 horas de incubacién de: insulina (rojo), insulina-
ibuprofeno** (verde), insulina-ibuprofeno*(azul).
Size Distribution by Volume
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Tabla 4. Imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) agregados

amiloides en presencia de ibuprofeno. NC-AFM, frecuencia resonancia 320

KHz, soluciones incubadas durante 12 horas.

Insulina

Insulina-ibuprofeno*

Insulina-ibuprofeno**

01280014 HDF

Y Range: 9.35 um

-223 -17.6 -13.0
XRange: 9.35 ym

01280013.HDF
ZRange: 98.35nm

26.4

16.8

Y Range: 9.63 ym (20 pm™* 48.1 %)
21.6

-11.8 -7.04 -2.25
XRange: 9.63um (20 pm*48.1%)

01280025.HDF
ZRange: 89.28 nm

6.37 9.11

Y Range: 5.48 ym

3.63

-6.52 -3.77 -1.03
XRange: 548 ym
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Insulina Insulina-ibuprofeno* Insulina-ibuprofeno**

01280015.HDF 01280007.HDF 01280063.HDF

ZRange: 64.31nm ZRange: 506.2nm ZRange: 28.74 nm

16.7
10

3 g 5
] 5 =

-0 o Tk

s 5° it

2 5 c
o o L)
o & 14
> >

0

8 ' . ° b

7.1 149 10 0 10 -0.694 431 9.31
XRange: 4.52um XRange: 20 pm XRange: 10 ym
0128001AHDF 01280008.HDF 0128004D.HDF

__ ZRange: 87.98nm ZRange: 207.0 nm

ZRange: 165.2 nm

o~

5.

435

0.645
-0.645

Y Range: 10 ym
Y Range: 10 ym

-5.65

-4.35

- -9.13 -4.13 0.871 -6.79 -1.79 321
XRange: 2.97 ym X Range: 10 ym XRange: 10 pym

4.3.5 Efecto del Paracetamol sobre la agregaciéon de insulina amiloide. En la
Figura 14 se muestra el efecto del paracetamol sobre la formacién de agregados
amiloides. En ella se observa una inhibicién de la formacion de insulina amiloide, y
un efecto de aparente degradacion de las estructuras amiloides (figura 14a). El
paracetamol produjo una disminucién en las intensidades de fluorescencia de la
insulina de hasta un 60%. Por otro lado, se observaron estructuras fibrilares en el
ensayo de control y agregados amorfos en los ensayos en el que el paracetamol

fue afiadido a la solucion de insulina (Ver Tabla 8).
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Tabla 5. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en
presencia de paracetamol 3.96 mM usando fluorescencia como medida del

proceso.
©
‘S 100 §
§ —o—Insulina
4 80 | —=— Insulina-Paracetamol**
S
g Insulina-Paracetamol*
T — 60
s
©
g] 40 + P -
©
=
c 20 |
[}
=
c
- 0 —_— £ ! .
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)

Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacion: 75°C, pH 1.6 en

solucién HCI.

Para la evaluacién del proceso de agregacion, se midi6 el tamafio de los
agregados de insulina utilizando DLS (figura 14b). La muestra de insulina
incubada durante 10 horas (curva roja) exhibe 3 picos diferentes, dos de estos se
aproximan al tamafio de didmetro de las muestras que estuvieron expuestas al
paracetamol (curva verde y azul). Sin embargo, se presentan particulas con un
diametro aproximado de 5000 nm, correspondientes a los agregados proteicos
que no interaccionan con el farmaco. Esto sugiere que el paracetamol evita la

formacion de estructuras con tamafios similares a especies amiloides.
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Figura 17. Distribucion de tamafio de insulina amiloide en presencia de

paracetamol
paracetamol** (verde), insulina-paracetamol*(azul).

a 10 horas de

incubacion de:

insulina (rojo), insulina-

Yolume (Percent)
Ea—— ] I
= o (=] o

wn
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Tabla 6. Imadgenes de microscopia agregados amiloides en presencia de

paracetamol.

NC-AFM,

frecuencia resonancia 320 Khz,

insulina incubadas durante 12 horas.

soluciones de

Insulina

Insulina-Paracetamol*

Insulina-Paracetamol**

01280022.HDF

Y Range: 7.87 ym

0.209 414

-3.73

ZRange: 104.3nm

-3.94

-0.000326
XRange: 7.87 ym

0128005E.HDF
ZRange: 60.89 nm

Y Range: 15 ym
-9.02

-16.5

1.76 9.26

XRange: 15 um

-5.74

0128004A.HDF
ZRange: 197.9 nm

73

Y Range: 15 um
0

-7.50

-7.50 0
XRange: 15 um

01280023 HDF

Y Range: 3.16 ym

3.18

1.60

0.0159

-6.42

Z Range:

-484
XRange: 3.16 pm

01280024 HDF
ZRange: 168.2nm

Y Range: 20 ym
1.60

-8.40

-14.8 -4.84 5.16
X Range: 20 ym

01280039.HDF
ZRange: 58.00 nm
- -

-~._ &

-10.5

Y Range: 11.0 ym
-16.0

-21.4

13.7

273 8.21

XRange: 11.0ym
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Insulina

Insulina-Paracetamol*

Insulina-Paracetamol**

0128001E.HDF

3
o~
=
o =
@
o 7
c
@
14
>

Z Range: 59.69 nm

-3.10
X Range: 3.42pm

01280009.HDF

ZRange: 22.52nm

3.55

Y Range: 1.81 ym
265

-4.42
XRange: 1.81um

01280066.HDF
ZRange: 66.88 nm

-5.85 -0.855

Y Range: 10 ym

-10.9

-0.532 447 9.47
XRange: 10 pm

4.3.6 Efecto de la Aspirina sobre la formacion de Insulina amiloide. En la
Figura 15 se puede observar el efecto de la aspirina en la formacion de agregados
amiloides. En ella puede verse que se produjo un aumento en la formacién de
estas especies cuando la aspirina se adiciona antes de iniciar la incubacién, y una
disminucién de estructuras amiloides cuando la aspirina se adicionada después
de inducir la formacion de las fibras (Ver figura 15). En las imagenes obtenidas por
AFM (tabla 10) se reconocen las estructuras fibrilares en la muestra de control. Sin
embargo, las imagenes de las muestras de insulina en presencia aspirina antes
de la incubacién y que tienen la misma intensidad de fluorescencia de las
muestras de insulina control, muestran estructuras esféricas aglomeradas. Aunque
estas estructuras exhiban una apariencia esférica, generaron un aumento de su
fluorescencia, corroborando que en los aglomerados abundan las estructuras de
hojas tipo B. A su vez, la adicion de aspirina a la insulina, pero antes de iniciar el
proceso de incubacién, aunque promueve la formacion de estructuras amiloides,

conduce a la sintesis de esferulitas.

A su vez, los ensayos en que se adiciona la aspirina a los agregados amiloides ya

formadas mostraron un descenso de fluorescencia del 50 %.
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Figura 18. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en
presencia de aspirina 1.39 mM usando fluorescencia como medida del

proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubacién: 75°C, pH 1.6 en

solucién HCI.

Se midi6é el tamafio de la insulina incubada durante 10 horas en presencia y
ausencia de aspirina (figura 15b). Las curvas de color rojo y verde representan la
insulina pre-incubada en presencia del farmaco (insulina-aspirina**) y post-
incubada (insulina-aspirina*), respectivamente, mientras que la curva roja
representa a la insulina. Estas curvas se encuentran parcialmente solapadas,
coincidiendo con los datos de la cinética obtenidos por fluorescencia (figural5a),
gue demuestran el efecto nulo de la aspirina sobre el proceso de fibrilacion de la
insulina. La distribucion de tamafo para las muestras a las que se adicion6
aspirina después de inducir la fibrilacion, presentan diametros hidrodinamicos mas
bajos, confirmando la capacidad que tiene la aspirina para degradar insulina

amiloide.
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Figura 19. Distribucion de tamafio de insulina amiloide en presencia de
aspirina a 10 horas de incubacién de: insulina (rojo), insulina-aspirina**

(verde), insulina-aspirina*(azul).

Size Distribution by Volume:
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Tabla 7. Imdgenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) de agregados

amiloides en presencia de aspirina. NC-AFM, frecuencia resonancia 320 Khz,

soluciones incubadas durante 12 horas.

Insulina Insulina-Aspirina * Insulina-Aspirina**
12030035.HDF 12100065.HDF 1219000F.HDF
= ZRange: 162.4 nm - 3 ZRange: 318.5nm ZRange: 168.3nm
o © @ =
£ 25 =
£ £ £
E & &
o o
o S @ =]
E= Ew &«
2 = g
~ — >
o o R o
S& , 53 - r—i]
= =
& 264 226 187 > -485 -40.2 318 8.88 116 14.4
XRange: 7.73uym(10ym*77.3%) XRange: 16.7uym (20 um*83.6 %) X Range: 548 ym
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Insulina

Insulina-Aspirina *

Insulina-Aspirina**

12030038.HDF
ZRange: 109.5 nm

12190017.HDF
ZRange: 2458 nm

12190010.HDF
ZRange: 155.2nm
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-27.2 -25.2 -23.2
X Range: 4.06 pm
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Las imagenes demuestran que estas estructuras permanecen aglomeradas
comparadas con los agregados amorfos que no tienen propiedades fluorescentes
y se ven separados uno de otros. Si bien la morfologia amiloide mas habitual esta
constituida por fibras, es posible encontrar otro tipo de empaquetamiento con lo

son las esferulitas.

Las esferulitas son estructuras amiloides, que se componen de un nucleo formado
por insulina agregada de manera no especifica, y rodeada de fibrillas amiloies
orientadas radialmente47. Es posible que la aspirina interactie con los
mondmeros de insulina en la etapa de nucleacion; aunque esta interaccion no
logra inhibir el proceso de formacion de agregados amiloides si incide en la
morfologia de las especies finales. Las esferulitas se forman a partir de un nucleo
agregado de manera no especifica. En el momento en el que la aspirina puede
interactuar con los mondémeros parcialmente plegados, se impide una correcta
nucleacion, lo que llevaria finalmente a que las estructuras formadas sean
esferulitas y no fibras. Algunas imagenes de las esferulitas tomadas por AFM
muestran particulas que no son completamente esféricas mostrando que estas

estructuras son inestables cuando se secan, lo que resulta en su deformacion.

4.4 MORFOLOGIA DE INSULINA AMILOIDE

En todas las imagenes mostradas de la insulina amiloide en ausencia de farmacos
los agregados exponen gran cantidad de ramificaciones. En los ensayos iniciales
unos de los parametros modificados fue la temperatura, que se aumenté hasta
75°C. Este cambio aumento la velocidad de nucleacion de los agregados, es decir,
si el tiempo de nucleacion disminuye, la formacion de estructuras no lineales es
favorecida, ya que los nucleos no tendran tiempo suficiente para ensamblarse en

estructuras mas organizadas48.
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El proceso de agregacion de la insulina se realiza bajo condiciones acidas (HCI y
H2S04). Las condiciones acidas, ademas de generar equilibrio de monémeros y
dimeros, proporcionan un ambiente cargado en el que se incrementan las fuerzas
de atraccion entra las moléculas de proteina48. EIl acido clorhidrico provoca un
aumento en la velocidad de formacién de agregados amiloides, por lo tanto, es
probable que la morfologia ramificada de los agregados obtenidos esté

influenciada por el uso este acido fuerte.

4.5 INHIBICION DE FORMACION DE AGREGADOS AMILOIDES DE INSULINA
POR AINES

Una caracteristica general de los AINES es que son &cidos carboxilicos, poco
solubles en agua. Aunque las sales de los metales alcalinos de estos compuestos
son muy solubles por su caracter i6nico, lamentablemente en condiciones acidas,
como lo es el medio de la reaccion de los agregados amiloides, el equilibrio se
desplaza hacia la izquierda (figura 16)49, impidiendo en alguna medida la

interaccion de estas moléculas con los aminoacidos de la proteina.

Figura 20. Equilibrio de acidos carboxilicos en medio acido.
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Los aminoacidos que tienen grupos aminos expuestos, como la histidina, la
arginina y la lisina, permaneceran en condiciones 4cidas protonados con carga
positiva. Bajo las condiciones de reaccion de la fibrilacion, es muy probable que

los grupos carboxilo de los farmacos interactien con los grupos amino de estos
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aminoacidos, formando interacciones idnicas e influyendo en la conformacion final
de la estructura amiloide. La lisina presente en la insulina se encuentra muy cerca
del carbono terminal de la cadena B (lys28) y hace parte del fragmento
determinante en la nucleacion del mondmero (B24-B30). La exposicion de este
aminoécido en el monomero, en su forma nativa, favorece la interaccién con el
farmaco. Esta interaccion lleva a una reduccion en la flexibilidad del fragmento
B24-B30 por el impedimento estérico que puede aportar el farmaco, disminuyendo
asi el aporte entrépico, lo que desfavorece la nucleacion (figura 17); si este
fragmento pierde su flexibilidad, los aminoacidos hidrofébicos ubicados en las
estructuras a-hélices de la cadena B y la cadena A, quedardn menos expuestos al
medio acuso. Lo anteriormente expuesto explicaria la inhibicion del naproxeno y
el ibuprofeno en el proceso de fibrilacion. Ahora bien, el paracetamol no es un
acido carboxilico, pero si un alcohol con un pKa de 9.5, lo que facilita la
disociacion de este alcohol a su i6n alcoxi, el cual tiene la posibilidad de
interactuar con la lis28, favoreciendo asi la formacion de puentes salinos que
aumentarian la rigidez del fragmento B24-B30, y causarian un efecto similar al del

naproxeno e ibuprofeno.
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Figura 21. Posible interaccion del farmaco con mondémeros de insulina. La
interaccion de ibuprofeno con el mondmero de insulina se realiz6 usando el
visualizador pyMOL. La estructura del mondmero de insulina fue obtenido de
Protein Data Bank (PDB). COD 2M1E.pdb.
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A partir de los datos obtenidos, se puede concluir que farmacos como el
diclofenaco y la aspirina no presentan una propiedad inhibitoria sobre la formacién
de agregados amiloides de insulina. Para explicar estos resultados, es posible
proponer que la aspirina no puede unirse completamente a la lys28. En lugar de
esto, la aspirina sélo logra acetilar el aminoacido. Aunque, este aminoacido esta
acetilado, el residuo serd mas pequefio comparado con el resto de moléculas,
reduciendo en menor grado la flexibilidad del fragmento B24-B30 y, por tanto,
interfiriendo poco en la etapa de nucleacion, lo que se veria reflejado en la

formacion de esferulitas y no de estructuras ramificadas50.
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4.6 DEGRADACION DE AGREGADOS AMILOIDE DE INSULINA POR AINES

Figura 22. llustraciéon de la estructura amiloide de la insulina. (Wetzel , 2002,
p. 1032)51.
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La estructura fibrilar de los amiloides hace que los aminoacidos que componen la
proteina queden mas expuestos que en su forma nativa (figural8), lo que facilita
las interacciones con otras moléculas. En este estudio, los farmacos utilizados
podrian vincularse facilmente con algunos aminoacidos como: la arginina, la lisina,
la histidina y el acido glutdmico formando puentes salinos, influyendo en la
estructura fibrilar de la insulina y contribuyendo en la desagregacion y cambio
conformacional de la proteina fibrosa, sin recuperar la estructura nativa de la

proteina pero impidiendo la forma fibrilar.

Tabla 8. Intensidades maximas relativas de fluorescencia de los ensayos

realizados en presencia de farmaco y controles de insulina sin farmaco.

Farmaco Insulina Insulina-farmaco * | Insulina-farmaco **
Diclofenaco
52 13 100
(66.81 uM)
Naproxeno
100 22 27
(473 uMm)
Ibuprofeno 100 36 49
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Farmaco Insulina Insulina-farmaco * | Insulina-farmaco **
(340 uMm)
Paracetamol
100 29 46
(3.96 mM)
Aspirina
100 48 98
(1.39 mM)

La tabla 11 muestra las intensidades méaximas de fluorescencia de cada uno de
los ensayos. Ademas, se relaciona con las concentraciones de los farmacos
utilizados. En este caso, las intensidades en los ensayos de diclofenaco no son
comparativas con el resto de los farmacos, teniendo en cuenta que en los mismos
la mayor intensidad no se obtuvo en el grupo de control como sucedié con las
otras moléculas. El paracetamol fue el farmaco que presentd mayor concentracion.
Sin embargo, no fue el que mostré los niveles mas bajos de fluorescencia, lo que
indica que las interacciones que tiene este farmaco con los aminoacidos de la
insulina no son tan fuertes como lo podrian ser las del naproxeno e ibuprofeno,
gue aunque estdn en concentraciones mucho mas bajas, logran una mayor

disminucién de fluorescencia en comparacién al grupo de control.

4.7 NANOPARTICULAS

4.7.1. Caracterizacion de nanoparticulas. En estos estudios se evaluo el efecto
de nanoparticulas de plata sobre la formacion de agregados de insulina amiloide.
El tamafio de las nanoparticulas de plata obtenido fue en promedio de 23 nm
(figura 19a). Por tratarse de nanoparticulas pequefias, se favorece la interacciéon
de nanoparticula-proteina, teniendo presente que en un menor volumen habra

mayor cantidad de nanoparticula y el area superficial que interactia sera mayor.
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Figura 23. Distribucién de tamafio de las nanoparticula de plata.
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La distribucién de potencial Z, que esta relacionado con la carga superficial de la
nanoparticula, exhibe dos picos (figura 19b). El primero alrededor de 23 mv y el
segundo en 55 mv de carga positiva, esta carga superficial de la nanoparticula

favorece las interacciones electrostéticas nanoparticula-proteina.

Figura 24. Distribucién de potencial sobre la superficie de la nanoparticula.
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4.7.2. Efecto de nanoparticulas sobre insulina amiloide En la figura 20 se

observan los resultados del efecto de las nanoparticulas sobre la formacion de
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fibras amiloides. Las nanoparticulas favorecen el proceso de fibrilacion. Es
probable que la capacidad de absorcion que tienen sobre las proteinas hace que
las nanoparticulas funciones como punto de anclaje para los ndcleos. Este efecto
favorece la formacién de insulina amiloide alrededor de las nanoparticulas,
mientras que las nanoparticulas adicionadas posformacién parece que no tienen
efecto alguno sobre los agregados ya formados. La imdgenes tomadas por AFM
concuerdan con los resultados obtenidos por fluorescencia, ya que en los tres

grupos se logro evidenciar morfologias fibriladas52 (tabla 12).

Figura 25. Cinética de Formacion de agregados de insulina amiloide en

presencia nanoparticulas de plata usando fluorescencia como medida del

proceso.
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Concentracion 1 mg/ml de insulina, temperatura de incubaciéon: 75°C, pH 1.6 en

solucién HCI.
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Tabla 9. Im&genes de microscopia de fuerza atémica (AFM) de agregados

amiloides en presencia de aspirina. NC-AFM, frecuencia resonancia 320 Khz,

soluciones incubadas durante 12 horas.

Insulina

Insulina-AgNP*

Insulina-AgNP **

1210003E.HDF
ZRange: 148.3 nm

370 347
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5. CONCLUSIONES

Se demostro el efecto de algunas condiciones fisico-quimicas sobre la velocidad
de formacion de insulina amiloide, lo cual permitié determinar que la concentracion
de insulina y la temperatura son dos paramteros muy importantes que afectan la

velocidad de formaciéon de agregados amiloides.

Se confirm6é que la nucleacion es la etapa determinante en la cinética de
formacion de insulina amiloide. Se comprob6 que una vez se completa la etapa de
nucleacion de proteinas, no se requiere mayor cantidad de energia para continuar

con el proceso de ensamble de las fibras amiloides.

Se logré inhibir el proceso de formacion de insulina amiloide mediante la adicidon
de farmacos antiinflamatorios no esteroidales, los cuales se adicionan antes de
inducir la formacion, obteniendo agregados amorfos que no presentan

intensidades de fluorescencia significativa.

Se determiné el efecto que tienen los farmacos antiinflamatorios no esteroidales
sobre las estructuras amiloides cuando los mismos interactian con especies ya
formadas conduciendo a un cambio de morfologia, tamafio molecular y de sus

propiedades fluorescentes en su interaccién con Tioflavina T.

73



6. RECOMENDACIONES

Aunque se obtuvieron agregados amorfos, la estructura de estas especies es
desconocida y su cardcter citotoxico también. Por tal motivo, se recomienda
realizar ensayos de hemolisis en eritrocitos para analizar el efecto de estos

agregados amiloides de insulina sobre las células.

Realizar andlisis por espectrometria de masas del monémero de insulina con los
farmacos, con el fin de determinar si existen interacciones covalentes entre el

farmaco y los residuos aminoacidicos de la proteina.

Adicionar los farmacos después de inducir solo la etapa de nucleacion, e incubar a
condiciones fisiologicas para analizar el efecto de los farmacos sobre la etapa de
elongaciéon de los agregados amiloides, con el propdsito de evitar que la insulina

inyectada en pacientes se agregue y mantener la actividad biolégica.

Funcionalizar las nanoparticulas con moléculas inhibitorias y de bajo peso
molecular, para de esta manera intentar reducir la toxicidad de las mismas.
Analizar las propiedades fisicas de las nanoparticulas que permiten la eliminacion

de las especies amiloides.
Realizar ensayos a diferentes concentraciones de los AINEs para estudiar el

efecto de la concentracion del farmaco sobre la formacién de agregados

amiloides, y teniendo como parametro la biodisponibilidad de farmaco.
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