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COLABORACIONES EN QUIMICA

LA EXPANSION DEL MUNDO AMILOIDE:
NUEVAS OPORTUNIDADES TERAPEUTICAS

AMILOIDES Y PLEGAMIENTO AMILOIDE

El término amiloide hace referencia a la acumu-
lacion anormal de agregados fibrosos de ciertas pro-
teinas. La formacion de fibras amiloides ocurre como
consecuencia de un cambio conformacional en las
proteinas, el cual desencadena el auto-ensamblaje
o polimerizacion de los monomeros. Estos procesos
de polimerizacion de proteinas en fibras amiloides
estan asociados con mas de 30 enfermedades dis-
tintas, incluidas la enfermedad de Alzheimer, la dia-
betes tipo Il y la esclerosis lateral amiotroéfica (ELA).

En la década de 1980, Glenner y otros identifica-
ron que el componente principal de las lesiones ca-
racteristicas en la enfermedad de Alzheimer (AD, por
sus siglas en inglés), eran fibrillas amiloides com-
puestas por el péptido beta amiloide (Ag) [1]. Si bien
las fibras de beta amiloide son las méas conocidas por
ser AD la enfermedad neurodegenerativa mas fre-
cuente, desde ese hallazgo se han identificado otras
proteinas capaces de formar fibras amiloides en el
contexto del desarrollo de diferentes enfermedades,
la mayoria asociadas a trastornos neurologicos [2].
Un ejemplo es la proteina e-sinucleina; en 1998 se
encontré que esta proteina estaba presente en in-
clusiones filamentosas como parte de los llamados
cuerpos de Lewy en pacientes con la enfermedad de
Parkinson (PD, por sus siglas en inglés) [3]. A partir
de estas y otras observaciones, se fue consolidan-
do el concepto de que el plegamiento erroneo y la
agregacion de ciertas proteinas en fibrillas de tipo
amiloide desempenan funciones patologicamente
relevantes en enfermedades como AD y PD.

Estos procesos de agregacion en fibras amiloides
evocan el concepto de “prion” o particulas infeccio-
sas de tipo proteina”, por el que Stanley Prusiner re-
cibiria el Nobel de Medicina en 1997, y que se popula-
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riz6 en la sociedad por la conocida como enfermedad
de las vacas locas o encefalopatia espongiforme bo-
vina (ESB).

Estructuralmente, los agregados o fibras amiloi-
des son polimeros de una proteina en concreto (p.
ej., AB en AD o a-sinucleina en PD), donde los mo-
nomeros adoptan una conformacion extendida que
permite el auto-ensamblaje mediante la formacion
de unos enlaces de hidrégeno inusualmente fuertes
formando una lamina beta excepcionalmente esta-
ble [4,5] (Figura 1A). La unién de al menos dos lami-
nas beta da lugar a una estructura fibrilar (Figura
1B), cuya arquitectura se conoce como “/-cruzada’,
y que constituye una huella dactilar para la identi-
ficacion de amiloides por difraccion de rayos X. En
particular, el patron de difraccion consiste en dos
reflexiones perpendiculares, que se corresponden
con las distancias correspondientes a la separacion
entre los mondmeros a lo largo de una lamina, y a la
separacion entre las dos laminas (Figura 1C).

Enlaces de
54 hidrogeno

Figura 1. Caracteristicas estructurales de los amiloides.

(A) Lamina beta formada por mondmeros de proteina en con-
formacion extendida, unidos por enlaces de hidrogeno que
determinan una distancia inter-monémero de 4.8 A.

(B) Al menos dos de estas laminas se unen para formar una
fibra amiloide, con una separacion inter-lamina en torno a
los 10 A.

(C) Las distancias inter-monomero e inter-lamina son per-
pendiculares entre si y originan un patron de difraccion de
rayos X caracteristico de amiloides.



AMILOIDES FUNCIONALES

A pesar de su implicacion en enfermedades hu-
manas, existen, paraddjicamente, amiloides que son
absolutamente necesarios para el correcto desem-
peno de procesos fisiologicos vitales [6]. Son los lla-
mados amiloides funcionales, y estan implicados en
procesos tan variados como la generacion de distin-
tos fenotipos en levaduras [7], la proteccion frente
radiacion ultravioleta o la consolidacion de recuer-
dos a largo plazo [8, 9]. Y no se trata de ejemplos
aislados, pues se han detectado cientos de protei-
nas similares a priones en los genomas de levadura
y humanos [10, 11], lo que sugiere que podrian exis-
tir cientos de amiloides funcionales. Estos amiloides
funcionales estan presentes en todos los reinos de la
vida [12] y, curiosamente, la estructura cuaternaria (y
por tanto el patréon de difraccion de rayos X) presen-
te en los amiloides patologicos también se observa
en los funcionales.

Resulta fascinante que un mismo tipo de estruc-
tura fibrilar puedan estar implicados tanto en pro-
cesos esenciales como fatales para la vida. En este
sentido, y dada la vinculacion de las fibras amiloides
con enfermedades neurodegenerativas que cursan
con pérdida de recuerdos, quizas uno de los ami-
loides funcionales mas intrigante es el que realiza
justamente el proceso opuesto: la consolidacion
de recuerdos. Este es el caso de una isoforma de
la proteina de union al elemento de poliadenilacion
citoplasmatica, o CPEB por sus siglas en inglés, que
tiene la capacidad de oligomerizar en un amiloide
funcional [8]. Esta isoforma de CPEB posee unos
dominios de uniéon a ARN, ademas de una region
en su extremo N-terminal similar a un prion, rica
en glutaminas (Q) y responsable de la formacion de
agregados amiloide (Figura 2). Este proceso ha sido
ampliamente estudiado en el caracol marino Aply-
sia californica, en donde CPEB modula la sintesis
de proteinas en la sinapsis a través de la formacion
de un amiloide funcional con alta afinidad para unir
moléculas de ARN [13] (Figura 2), proceso también
descrito en Drosophila, donde la proteina homo-
loga a CPEB, que se llama Orb2A [14], es capaz de
autoensamblarse en fibrillas amiloides funcionales
esenciales para la persistencia de la memoria [15].
Los homologos de CPEB en humanos y otros mami-
feros también han demostrado recientemente que

forman amiloides funcionales clave para la consoli-
dacion de la memoria [16].
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Figura 2. Organizacion estructural de una isoforma de la
proteina CPEB3 y formacion de amiloides como modelo de
consolidacion de memoria.

(A) CPEB3 contiene una region rica en glutamina (Q) similar
a prion en el extremo N-terminal (amarillo), asi como regio-
nes para unir ARNs (azul). Bajo un estimulo apropiado, como
puede ser en presencia de neurotransmisores, la sintesis de
CPEB3 aumenta y se producen muchas de estas moléculas.
(B) El incremento en la concentracion de CPEB3 provoca un
cambio conformacional que permite que las regiones ricas
en Q de las moléculas individuales adopten una estructura
auto-ensamblable para formar la fibra amiloide. Este estado
agregado desinhibe muchas moléculas de RNA, lo que permi-
tiria que se produjeran cambios importantes en las sinapsis
a nivel de sintesis de proteinas.

El descubrimiento de los amiloides funcionales
plantea un enorme reto: sse puede inhibir selecti-
vamente la formacion de amiloides patoldgicos sin
afectar a los funcionales? QBP1, un octapéptido con
secuencia WKWWGPIF, es capaz de inhibir la forma-
cion de amiloide de CPEB, bloqueando la consolida-
cion de la memoria en Drosophila [17], lo cual allana
el camino hacia tratamientos del sindrome de estrés
postraumatico. Sin embargo, QBP1 también tiene la
capacidad bloquear la formacion de otros amiloides
[18], lo que cuestiona la validez de agentes bloquea-
dores de amiloides como dianas terapéuticas. La in-
hibicion selectiva de ciertos amiloides patologicos
plantea un enorme reto.
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EXPANDIENDO EL NUMERO DE AMILOIDES

Hasta hace dos décadas, se creia que solamen-
te una veintena de proteinas diferentes podian for-
mar amiloides. Dobson y sus colegas propusieron
que la gran mayoria de las proteinas podrian formar
amiloide cuando su estructura plegada globular se
desestabiliza [19], lo que ampliaria el concepto de
“proteina formadora de amiloide” a practicamente
cualquier secuencia de aminoacidos. Mas tarde, el
descubrimiento de algunos amiloides funcionales
extenderia el ambito de los amiloides, dando sentido
a su formacion mas alla del desarrollo de enferme-
dades [6], aumentando en mas de un factor de diez
el nimero de amiloides posibles que puede existir.

Mas recientemente, la amplitud del plegamiento
amiloide se ha incrementado de nuevo con el descu-
brimiento de la “recombinacion de genes amiloides”
[20], y la observacion de “polimorfismo amiloide” o
formacion de diferentes estructuras a partir de la
misma proteina o cadena polipeptidica (Figura 3)
[21].
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Figura 3. Polimorfismo en amiloides.

(A) Estructura del péptido beta-amiloide implicado en la en-
fermedad de Alzheimer en una conformacion de fibra ami-
loide en la que la valina numero 39 permite la dimerizacion
de fibras.

(B) Una estructura alternativa del mismo amiloide en la que
es la leucina 34 la que permite la dimerizacion. Resulta evi-
dente que las dos estructuras son distintas, si bien ambas son
patolégicamente relevantes.

Si bien todos los factores arriba mencionados
extienden considerablemente los poco mas de vein-
te posibles amiloides que se postulaban a finales de
la década de los noventa, el verdadero cambio llego
hace poco mas de un afo con la elucidacion de una
estructura que cambio el paradigma de los amiloides
como homo-polimeros constituidos por una misma

proteina. En concreto, a mitad de 2018 se reportd
la primera estructura de una fibra amiloide forma-
da por dos proteinas diferentes, las llamadas quina-
sas RIPK1 y RIPK3, y haciendo preciso distinguir los
amiloides en homo- o hetero-amiloides o amiloides
hibridos [22]. Este descubrimiento amplia enorme-
mente, en un factor de 100, el nimero de estructuras
amiloides potenciales que podrian existir.

1. El amiloide hibrido RIPK1-RIPK3 y la activacion de
la necroptosis

La co-polimerizacion de las proteinas RIPK1 y
RIPK3 para formar una fibrilla amiloide es proba-
blemente el ejemplo mas intrigante de amiloide
funcional. RIPK1 y RIPK3 son capaces de formar ho-
mo-amiloides o amiloides “convencionales” de ma-
nera independiente; es decir, cada proteina es capaz
de adoptar una conformacion auto-ensamblable y
propagarla a las mismas moléculas del mismo tipo.
Sin embargo, cuando ambas, RIPK1 y RIPK3, se en-
cuentran presentes, la conformacion auto-ensam-
blable puede propagarse de una a otra, formandose
un hetero-amiloide de manera preferente. Tanto la
formacion de homo-amiloides RIPK1 y homo-amiloi-
des RIPK3, asi como del hetero-amiloide RIPK1-RI-
PK3, ocurre gracias a unas regiones llamadas de in-
teraccion homotipica RIP (RHIM, por sus siglas en
inglés). La formacion del hetero-amiloide RIPK1-RI-
PK3 acttia como complejo de sefalizacion para acti-
var un proceso denominado necroptosis.

La necroptosis es un mecanismo de muerte ce-
lular programada que opera, por ejemplo, durante
ciertas infecciones viricas como parte de la respues-
ta inmune para eliminar las células infectadas. La
ejecucion de este mecanismo requiere la formacion
de unos complejos intermedios 0 necrosomas, cuyo
objetivo es la activacion de una proteina efectora
de la necroptosis, la MLKL, que es la que provoca la
muerte celular. Los diferentes necrosomas que acti-
varan a MLKL tienen en comn la proteina RIPK3,
fundamental para el ensamblaje de los mismos, junto
con otra proteina que puede ser RIPK1, ZBP1 o TRIF.
En otras palabras, existen diferentes tipos de necros-
mas: RIPK1-RIPK3, ZBP1-RIPK3 o TRIF-RIPK3, todos
teniendo en comun a RIPK3. El complejo RIPK1-RI-
PK3 se considera el necrosoma candnico, mientras
que ZBP1-RIPK3 y TRIF-RIPK3 son necrosomas no ca-
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nonicos, si bien cualquiera de los tres complejos tie-
ne la capacidad de activar MLKL para la ejecucion de
la necroptosis [23]. Estas interacciones entre RIPK3
y RIPK1, TRIF o ZBP1 ocurren a través de las regiones
denominadas RHIM descritas anteriormente, y se
caracterizan por la presencia de una tétrada de ami-
noacidos conservada en la evolucion, cuya secuencia
es (I/V)QI(V/L/C)G (Figura 4A).

La estructura del amiloide hibrido RIPK1-RIPK3,
obtenida mediante la resonancia magnética nuclear
de estado sélido, ha mostrado por primera vez co6mo
dos proteinas con diferente composicion de ami-
noacidos pueden apilarse y adoptar conformacio-
nes esencialmente idénticas, como en el caso de los
homo-amiloides o amiloides “convencionales”, para
formar amiloides hibridos o hetero-amiloides (Fi-
gura 4B). Curiosamente, esta estructura hibrida es

A B

RIPK1 537 TGIQIGAY 544
RIPK3 456 SGVQVGDN 463
ZBP1 205 EAIQIGHG 212
TRIF 685 QMVQLGLN 692
M45 59 SGIQIGNH 66

C homo-amiloide
RIPK3

S

—

Y

Figura 4. Hetero-amiloides o amiloides hibridos.

RIPK1-RIPK3

hetero-amiloide
RIPK1-RIPK3 . M45-RIPK3
5

Funcional,
induce necroptosis

similar a la que formarian las proteinas individual-
mente en los correspondientes “homo”-amiloides de
RIPK1y de RIPK3[22] (Figura 4B), lo que sugiere que
los necrosomas no canonicos ZBP1-RIPK3 y TRIF-RI-
PK3 podrian ser también fibras amiloides, especial-
mente teniendo en cuenta que todas ellas presentan
regiones RHIM. ;Seran los necrosomas no candnicos
tales como ZBP1-RIPK3 o TRIF-RIPK3 amiloides hi-
bridos similares al necrosoma canénico RIPK1-RIPK3?
Podria decirse que si, pues hay estudios recientes in
vitro que han probado la capacidad de TRIF para for-
mar homo-amiloides a través de sus regiones RHIM
[24], asi como la formaciéon de un hetero-amiloide
ZBP1-RIPK3 [25]. Estas observaciones sugieren que
la formacion de amiloides hibridos mediada por mo-
tivos RHIM emerge como un nuevo principio general
de homeostasis celular en humanos.

RIPK1

RIPK3

hetero-amiloide

1

No funcional,
virus sobrevive

(A) Regiones RHIM en proteinas formadoras de necrosomas candnicos (RIPK1y RIPK3) y no candénicos (ZBP1/TRIF y RIPK3), ast

como en M45 del citomegalovirus murino (MCMV).

(B) El hetero-amiloide RIPKI-RIPK3 presenta una arquitectura similar a la de los homo-amiloides RIPK1 y RIPK3.

(C) RIPK3 forma homo-amiloides. En presencia de RIPKI, se forman preferentemente hetero-amiloides RIPKI-RIPK3, lo que

constituye el necrosoma candénico que activa la muerte celular por necroptosis. Algunos virus, como el MCMV, expresan pro-

teinas (M45) que contienen motivos RHIM andlogos a los de las proteinas humanas (panel A), y que compiten por la union de

RIPK3. Ast, los virus enganarian a las células que infectan mediante la formacion de un hetero-amiloide M45-RIPK3 que no seria

funcional, pero que imitaria un necrosoma (ej., RIPK1-RIPK3 o ZBP1-RIPK3).
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2.Lainhibicion de la necroptosis: el amiloide hibrido
RIPK3-M45

Anteriormente se ha expuesto la presencia de
regiones RHIM en proteinas que ensamblan necroso-
mas o intermedios que activan la muerte celular por
necroptosis, potencialmente como amiloides hibri-
dos de acuerdo a la naturaleza del complejo canénico
RIPK1-RIPK3. Sin embargo, los RHIM estan presentes
también en las proteinas de ciertos virus, que curio-
samente son necesarias para sustentar la infeccion
viral en las células huésped [23]. La proteina M45 del
citomegalovirus murino (MCMV) es un caso ejem-
plar. Durante la infeccién viral en MCMYV, la proteina
M45 emplea su region RHIM para formar un comple-
jo M45-RIPK3 de mayor afinidad que los necrosomas
RIPK1-RIPK3 y ZBP1-RIPK3 [25]. La tétrada del RHIM
de M45 es analoga a la de RIPK1y a la de ZBP1, lo
que explica que pueda unir RIPK3 con gran afinidad
para competir con la formacion de necrosomas en
la célula huésped. De esta manera, el virus consigue
ensamblar un complejo M45-RIPK3 que “imita” los
necrosomas, pero que no es funcional y por lo tanto
provoca que las células infectadas no sean sefaladas
para eliminacion por necroptosis, sustentando la in-
feccion (Figura 4C). Sorprendentemente (0 quizas no
tanto), el complejo o “falso necrosoma” M45-RIPK3
es también un amiloide hibrido, con una morfologia
fibrilar y la caracteristica arquitectura “/-cruzada”
[25].

Estos hallazgos no solo consolidan en parte el
papel clave de los amiloides hibridos en la trans-
duccion de sefales, sino que ademas muestran la
posibilidad de modular la formacion de hetero-ami-
loides: RIPK3 forma homo-amiloides; en presencia
de RIPK1 o ZBP1, se forman los hetero-amiloides o
amiloides hibridos RIPK1-RIPK3 (necrosoma candni-
co) y ZBP1-RIPK3 (necrosoma no canonico). M45 es
capaz de mimetizar la formacion de un necrosoma
“falso” M45-RIPK3 que no es funcional, ilustrando
una selectividad tnica (Figura 4C). De acuerdo con
lo expuesto al comienzo de este articulo, acerca de
la posibilidad de inhibir selectivamente amiloides
patoldgicos sin afectar los funcionales, quizas la cla-
ve seria imitar la estrategia de estos virus para blo-
quear especificamente un tipo de amiloides en unas
circunstancias concretas. Asimismo, la activacion
incorrecta de la necroptosis se ha relacionado re-

cientemente con la muerte de las neuronas moto-
ras en la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) [26] y la
supresion de la respuesta inmune contra el cancer
[27, 28]. Por lo tanto, la union de RIPK3 por M45 para
evitar distintos conjuntos de necrosomas plantea in-
terfaces amiloides como objetivos potenciales para
la inhibicion selectiva de la necroptosis en entornos
patologicos.

NUEVOS CONCEPTOS IMPLICAN NUEVAS
OPORTUNIDADES

Todavia se desconocen muchos aspectos que re-
lacionan la agregacion de proteinas con las enferme-
dades neurodegenerativas. Esto dificulta el desarro-
llo de tratamientos efectivos, unido al problema de la
alta selectividad requerida para bloquear amiloides
patologicos sin afectar a los funcionales. Hasta 2018,
se suponia que los amiloides estaban constituidos
por un tipo de proteina, pero la estructura del he-
tero-amiloide RIPK1-RIPK3 cambi6 este paradigma.
El concepto de hetero-amiloide podria contener las
claves para avanzar notablemente en nuevas dianas
terapéuticas.

En este sentido, se ha demostrado que la pro-
teina TDP-43, cuyos agregados estan implicados en
la ELA y en la demencia frontotemporal [29], inte-
ractia con segmentos ricos en glutamina presentes
en otras proteinas, como la Huntingtina, formando
agregados mixtos TDP-43+Huntingtina [30], que son
caracteristicos de la enfermedad de Huntington.
Estos co-agregados podrian ser amiloides hibridos
de TDP-43 y Huntingtina formados por la interac-
cion mutua de las regiones ricas en glutamina que
se encuentran en ambas proteinas. Seria analogo a
RIPK1 y RIPK3 formando hetero-amiloides a través
de sus regiones comunes (en ese caso, las regiones
RHIM en lugar de las regiones ricas en glutamina). En
este sentido, se ha reportado recientemente que la
eliminacion de la proteina Axatina 2, que interactia
con TDP-43 también a través de un segmento rico
en glutaminas, cura un modelo de patologia ELA en
ratones [31].

Si los segmentos ricos en glutamina de protei-
nas como Ataxina 2 o Huntingtina permiten la for-
macion de amiloides hibridos con TDP-43, como ha-
cen las regiones RHIM en proteinas como RIPK1 o
ZBP1 para permitir la formacion de hetero-amiloides
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con RIPK3, se podria seguir la estrategia del virus y
disenar polipéptidos que unieran TDP-43 con ma-
yor afinidad que los segmentos ricos en glutamina,
evitando asi la formacion de los amiloides hibridos
perniciosos TDP-43+Ataxina 2 o de TDP-43+Huntin-
gtina. Esto seria analogo a la formacién preferencial
de M45-RIPK3 frente a RIPK1-RIPK3 o ZBP1-RIPK3.

Finalmente, y en linea con lo expuesto anterior-
mente, se ha descrito una nueva neuropatologia que
también implica a TDP-43. Se trata de la encefalopa-
tia de TDP-43 predominantemente limbica asociada
con la edad (LATE, por sus siglas en inglés) [32]. Esta
condicion representa hasta el 20% de todos los casos
de demencia, la mayoria de los cuales fueron pre-
viamente diagnosticados erréneamente como en-
fermedad de Alzheimer. Curiosamente, “LATE” ata-
ca el hipocampo [32], el lugar de la formacion de la
memoria y consolidacion de recuerdos que ocurriria
por la formacion de amiloides de CPEB3, de acuer-
do a lo expuesto mas arriba. Teniendo en cuenta que
TDP-43 y CPEB3 estan presentes juntos en granulos
neuronales intracelulares, resulta plausible proponer
que la formacion de amiloides hibridos entre TDP-43
y los segmentos ricos en glutamina de CPEB3 podria
desempenar papeles clave en el desarrollo de la en-
cefalopatia “LATE”, del mismo modo que ocurre con
los agregados de TDP-43 y Huntingtina en la enfer-
medad de Huntington. Si imaginamos que los amiloi-
des hibridos RIPK1-RIPK3 o ZBP1-RIPK3 pueden ser
facilmente reemplazados por M45-RIPK3 para evitar
la necroptosis, parece razonable proponer que la es-
trategia del virus serviria para evitar la formacion de
agregados TDP-43-Huntingtina o TDP-43-TDP-43,
para formar TDP-43*-TDP-43, en donde TDP-43*
serian cadenas polipeptidicas con afinidad por TDP-
43 para dirigir la formacion de agregados reversibles
y evitar la formacion de amiloides hibridos patologi-
cos con una selectividad sin precedentes.
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