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Resumen: Las proteinas de repeticidn son biopolimeros naturales ampliamente estudiados en el desarrollo
de nuevas herramientas nanotecnolégicas. La simplicidad de sus secuencias y la robustez de sus estruc-
turas permiten el desarrollo de andamios versdtiles y adaptables para un buen nimero de funciones.
Ademés, la generacién de hibridos proteina-nanomaterial eleva las posibilidades a un nuevo édmbito
que ha comenzado a explorarse recientemente. En la presente revisién hemos actualizado algunos de
los avances realizados en el campo, particularmente con las proteinas de repeticién CTPR (del inglés
Consensus TetraticoPeptide Repeats), y descrito mediante ejemplos el potencial de estos sistemas en
diversas aplicaciones tecnolégicas y biomédicas.
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Abstract: Repeat proteins are natural biopolymers that have been widely studied in the development of new
nanotechnological tools. The simplicity of their sequences and the robustness of their structures allow the
development of versatile and adaptable scaffolds for a number of functions. In addition, the generation
of protein-nanomaterial hybrids raises the possibilities to a new level that has only just begun to be
explored. In the present review we have updated some of the advances made in the field, particularly
with CTPR repeat proteins, and described by means of examples the potential of these systems in various
technological and biomedical applications.
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Introduccion proteinas, y particularmente las proteinas “ingenierizadas”,

en una amplio nimero de campos de estudio.l!

El desarrollo de nuevas herramientas bionanotecnolégicas
ofrece formas innovadoras de abordar los retos emergentes
en diferentes dmbitos de la Ciencia. A menudo inspiradas en
la Naturaleza, estas herramientas han evolucionado vertigi-
nosamente mediante el disefio, el control y la modificacién de
biomoléculas. De entre todas estas (ver siguiente comentario),
las proteinas resultan particularmente de interés por su ver-
satilidad y variedad de funciones, ya que permiten disefiar
nuevas herramientas ad hoc adaptando proteinas ya cono-
cidas o creando nuevas desde cero. Asimismo, los avances
realizados en la secuenciacién de genes, la cristalografia
y la microscopia electrénica, asi como el desarrollo de la
biologia computacional, han impulsado el potencial de las

Las protfeinas son biomoléculas elementales comunes a
todos los seres vivos que se constituyen como un collar de
cuentas uniendo covalentemente sus diferentes piezas ele-
mentales o aminodcidos. Las caracteristicas fisicoquimicas
dnicas de cada componente determinardn que cada secuen-
cia presenta un paisaje energético Unico, que determinard
su disposicién tridimensional, i.e. su estructura, y en dltimo
término, determinard su funcién biolégica.?! Alteraciones de
un Unico componente de la cadena polipeptidica pueden
hacer variar drdsticamente su funcionalidad, siendo esta la
base molecular de enfermedades tan comunes como la hi-
percolesterolemia familiar,?®l o la forma de optimizar nuevas
variantes de interés. Existe, pues, una estrecha relacién
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entre secuencia-estructura-funcién en las proteinas que repre-
senta un gran atractivo a la hora de elegirlas como base o
andamiaje sobre el que disefiar con aproximaciones bottom-
up nuevas nanoherramientas. Ademds, las proteinas presen-
tan propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad
excepcionales que las hacen ideales para el desarrollo de
aplicaciones no solo tecnolégicas sino también biomédicas.

Proteinas de repeticion: disefio y funcionalidad

Un grupo de proteinas con alto interés nanotecnolégico lo
componen las proteinas de repeticién®®! (Figura 1). Estas son
proteinas no globulares que presentan secuencias cortas de
aminodcidos (18-47 aminodcidos) repetidas en tdndem y
que en su contexto fisioldgico estdn involucradas en interac-
ciones proteina-proteina.l¥l El nimero de estas repeticiones
puede ser variable de unas proteinas a otras, asi como la
naturaleza/secuencia de las repeticiones, pero en todos
los casos las secuencias de repeticién forman un motivo es-
tructural bdsico que contiene toda la informacién para su
plegamiento o disposicién tridimensional. La concatenacién
de secuencias da lugar a la formacién de unidades de repe-
ticién con estructuras extendidas definidas, altamente esta-
bles en diferentes medios.”] Ademds, uno de los principales
atractivos que ofrecen las proteinas de repeticién a la hora
de generar nuevas nanoherramientas consiste en el disefio
de proteinas mediante la arquitectura por bloques. Este tipo
de construccién consiste en la concatenacién de médulos o
“bloques” en la misma cadena, formados por un nimero
limitado de repeticiones de secuencia Unica que les confieren

propiedades independientes de estabilidad, funcionalidad o
de interaccién con otros médulos. De esta manera relativa-
mente sencilla se pueden formar proteinas quiméricas multi-
funcionales ensamblando diferentes médulos funcionales en
la misma secuencia-estructura.!

De entre las diferentes familias de proteinas de repeticién,
resultan de especial interés la formada por las proteinas TPR
(del inglés TetratricoPeptide Repeat] por su estudio y desa-
rrollo en la bionanotecnologia. Estas proteinas contienen el
motivo TPR o de repeticién tetratricopeptidico compuesto por
34 aminodcidos que codifican un motivo estructural en forma
de hélice-giro-hélicel® 9! (Figura 1). La repeticién en tédndem
de secuencias TPR promueve la formacién de una estructura
caracteristica en forma de superhélice.l' 'l Por alineamiento
de cientos de motivos TPR naturales se obtuvo una secuencia
TPR consenso o CTPR, que ha permitido el disefio sistemdtico
de proteinas sintéticas de longitud variable (~1-18 nm).l'?l Ade-
mds, el andlisis detallado de las estructuras cristalinas de estas
proteinas ha ayudado a comprender el papel de los distintos
aminodcidos, concluyendo que solo unos pocos aminodcidos
hidrofdbicos altamente conservados estdn involucrados en el
mantenimiento del motivo estructural y abriendo la posibilidad
de modificar a demanda més del 75% de su secuencia.

Asi, gracias a la alta flexibilidad de secuencia y a las
propiedades intrinsecas que ofrecen las proteinas CTPR, se
han disefiado un nimero considerable de médulos funciona-
les de tamafio y actividad variable (Figura 2). Inspirdndonos
en la funcién biolégica de las proteinas TPR naturales, se han
disefiado nuevos médulos para el reconocimiento biomole-
cular de ligandos seleccionados. Estos andamios exponen
regiones o secuencias especificas que facilitan la interaccién

Figura 1. Las proteinas de repeficién estdn formadas por secuencias cortas de aminodcidos cortas en las que se repite el mismo motivo estructural. De la repeticion en tandem de estas
secuencias se pueden disefiar andamios profeicos robustos aptos para el desarrollo de nuevas bionanoherramientas. Algunas de las proteinas de repetician ufilizadas como andamiaje molecular
son lus repeticiones HEAT (en narana), TPR (en verde), armadillo (ARM en amaillo), o las anguirinas (ANK en azul). En muchos casos, los médulos comparten una estructura bdsica en forma

de hélices unidas por un giro corto, como es el caso de las proteinas TPR. En el detalle de la imagen se pueden apreciar lo secuencia consenso y los residuos conservados (indicados en fondo
azul) que definen la estructura tipica del mofivo TPR.
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proteina-proteina o proteina-péptido,['3'¢ y se han proba-
do eficaces en aproximaciones tan diversas como el disefio
de bioinhibidores con accién terapéutica o el desarrollo de
nuevas modalidades en microscopia de superresolucién.['”]
Adicionalmente, la capacidad de las proteinas CTPR para
autoensamblarse de manera ordenada mediante interaccio-
nes intermoleculares “cabeza-a-cola” y “lado-a-lado”'®! ha
sido explotada para el desarrollo de médulos que generan
complejos supramoleculares en forma de peliculas finas orde-
nadas,['? 2 o nanotubos proteicos?' con interés en el disefio
de biomateriales avanzados. Recientemente, en base al en-
torno molecularmente confinado que aporta la cara céncava
de la proteina, junto con la rigidez y la alta estabilidad que
ofrecen los andamios CTPR, se ha comenzado a vislumbrar
el potencial de las proteinas CTPR en el disefio de nuevos
biocatalizadores.?2

Hibridos CTPR y sus aplicaciones en nanotecnologia

Otro de los grandes avances en la generacién de herramientas
bionanotecnolégicas innovadoras surge de la adquisicién de

un nuevo nivel de complejidad al combinar las proteinas con
otros elementos funcionales y/o nanomateriales.?l Mediante
el disefio de proteinas basado en estructura, una estrategia
de disefio simple y versdtil que se sustenta en el conocimiento
acumulado sobre estructuras de proteinas y la intuicién fisico-
quimica,?4 se han construido hibridos con diferentes elementos
funcionales para aplicaciones tecnolégicas (Figura 2).

En el caso de las proteinas CTPR, se han evaluado di-
ferentes regiones potencialmente susceptibles para su fun-
cionalizacién especifica y dirigida o para la generacién de
diferentes dreas con actividades pre-definidas. Los extremos
terminales de las proteinas CTPR exponen secuencias Gnicas
para su modificacién puntual, y de esta manera modificando
diferencialmente ambos extremos se puede conseguir funcio-
nalizar superficies de manera ordenada con, por ejemplo,
nanoparticulas de oro.??1 Asimismo, los giros entre hélices
generan un patrén secuencial bien definido que habilita la
funcionalizacién de moléculas y nanomateriales (p. ej. porfi-
rinas, nanoparticulas de oro) de manera ordenada y orienta-
da, lo cual habilita un transporte electrénico eficiente. 262830
De especial interés para la formacién de los hibridos resulta
la cara céncava o interior del solenoide, ya que facilita la

© 2023 Real Sociedad Espafiola de Quimica

Figura 2. Lo versafilidad en el disefio de los proteinas CTPR permite el desarrollo ad hoc de bionanoherramientas. Mediante ingenieria de proteinas se
modifican aguellas regiones o aminodcidos clave del andamio proteico y se van adaptando a las necesidades de la nueva funcionalidad que se quiere
implementar (variantes modulares). Posteriormente, la combinacidn con otros elementos funcionales y/o nanomateriales dardn lugar a la formacion de
hibridos con caracteristicas funcionales dnicas. Finalmente, la combinacién de diferentes médulos o variantes funcionales en la misma proteina posibilita la
construccion de hibridos multifuncionales avanzados. Imdgenes adaptadas con permiso bajo licencia Creative Commons Attribution 4.0 (CC BY-NCND) de
los ref. "y ref. %, y adaptadas con permiso de las ref. %, ref. 2/ y ref. 2. Copyright 2021 American Chemical Society, Copyright 2021 Wiley-VCH GmbH,
Copyright 2016 The Royal Society of Chemistry, Copyright 2018 Elsevier Ltd, y Copyright 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, respectivamente.
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Figura 3. Los CTPR-AuNCs son un ejemplo de hibridos proteina-nanomaterial con mdlfiples utilidades. Por un lado, debido a sus propiedades fotoluminicas, los
hibridos CTPR-AUNC se pueden aplicar para su desarrollo tecnolégica mediante la fabricacion de biomateriales como filtros de color en disposifivos LED, que susfituyen
a los actuales basados en tierras raras. Estos dispositivos mostraron una durabilidad superior a las 800 horas®. Por otro lado, los hibridos CTPR-AuNCs también
pueden disefiarse como una herramienta terandstica y aplicarse en el tratamiento y deteccion de enfermedades como la fibrosis cardiaca®. En este caso, la inhibicin
funcional de la fibrosis sustenta la actividad terapéutica mientras que la defeccion o seguimiento del hibrido se realiza mediante fluorescencia (microscopia confocal,
IVIS) o por la naturaleza metdlica del AUNC (SXRF, ICP-MS). Imdgenes adaptadas con permiso bajo licencia Creative Commons Attribution 4.0 (CC BYNCND) de la
ref. !y adaptadas con permiso de la ref. *%. Copyright 2021 American Chemical Society, Copyright 2020 American Chemical Society, respectivamente.

coordinacién de diferentes elementos (p. ej. nanotubos de
carbono, C60-fullerenos)?® 31 o la generacién in situ de nano-
materiales, amoldando con precisién las funciones resultantes
de los hibridos proteina-nanomaterial.[25 32, 33]

Entre los hibridos proteina-nanomaterial desarrollados re-
sultan particularmente interesantes aquellos constituidos por
hibridos CTPR-nanoclisteres de oro (CTPR-AuNC) (Figura 3).
Estos son un conjunto de hibridos donde el AuUNC se genera
in situ sobre el andamio de CTPR previamente disefiado a
través de la introduccién de aminodcidos de coordinacién
como histidinas, o cisteinas en su cara céncava, de forma que
se controla la especificidad de la coordinacién metélica, y la
posterior reduccién y estabilizacién de NC.B4 35 Los AUNC
(5-25 4tomos) en su mayoria se generan confinados en el
interior rigido de la proteina y el entorno molecular, junto con
el procedimiento de sintesis, moldean su formacién asi como
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sus propiedades. Aunque los médulos de coordinacién han
demostrado unir covalentemente también ofros metales (Ag,
Cu)P¥l y generar hibridos con nuevas funcionalidades,®¢ los
hibridos basados en AuNC forman complejos fotoluminiscen-
tes, tienen la ventaja de ser biocompatibles,®? y la ausencia
de este elemento (Au) en los sistemas bioldgicos favorece su
deteccién.” En concreto, los Gltimos estudios realizados en
nuestro laboratorio han evidenciado que los hibridos proteina-
AuNC exhiben propiedades dpticas Unicas en términos de
rendimiento cudntico (> 35%) y propiedades de emisién (400-
800 nm),¥ y por ejemplo han sido implementados con éxito
en la fabricacién de filiros de conversién de color para su
infegracién en nuevos dispositivos de iluminacién biocompa-
tibles (bio-LEDs).l!

Los hibridos proteina-nanomaterial, ademés, pueden ser
concebidos como sistemas multidominio y desarrollar asi

An. Quim., 119 (2), 2023, 65-70
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nanomateriales multifuncionales de gran interés en campos
como la biomedicina (Figura 3). Como se ha constatado
recientemente, de la combinacién de la accién terapéutica
del andamio proteico con las propiedades de los nanomate-
riales para su deteccién, se ha desarrollado un hibrido pro-
teina-nanomaterial multifuncional eficaz para el tratamiento
y/o monitorizacién de enfermedades. A modo de prueba
de concepto, se ha concebido un hibrido CTPR-AuNC qui-
mérico capaz de tratar eficazmente la fibrosis cardiaca en
modelos animales fusionando un médulo bioinhibidor con
efecto antifibrético?! al médulo de coordinacién/estabili-
zacién de AuNC. Los resultados han validado los objetivos
principales de esta aproximacién terapéutico-diagnéstico,
dado que este hibrido es capaz de reducir drdsticamente
el drea fibrética asi como la hipertrofia cardiaca con una
Onica dosis, al tiempo que se ha conseguido rastrear por
diferentes métodos la presencia del nanomaterial de Au en
los tejidos tratados, en concreto en los corazones afecta-
dos por la fibrosis.“9 Asi, de la sinergia surgida entre los
distintos componentes de los hibridos proteina-nanomaterial
se ha demostrado viable la generacién de plataformas te-
randsticas versdtiles de amplio alcance a través de estas
aproximaciones. Por lo tanto, virtualmente se pueden im-
plementar nuevas propiedades y modalidades terapéutico-
diagnésticas adicionales segin diferentes necesidades. De
hecho, actualmente trabajamos en el desarrollo de nuevos
hibridos para su uso como agentes de contraste en imagen
molecular o como agentes radioterapéuticos para el trata-
miento del cdncer.

Conclusiones

Las proteinas de repeticién son una clase de biopolimeros
que presentan un marco excepcional para el desarrollo
de nanoherramientas avanzadas. Sus repeticiones de una
secuencia simple favorecen su modificacién a demanda a
través de aproximaciones racionales y modulares relativa-
mente sencillas y versdtiles, permitiendo la incorporacién de
nuevas funcionalidades especificas y el disefio de proteinas
multifuncionales compuestas por diferentes dominios. Ade-
mds, la formacién de complejos hibridos o la incorporacién
de nanomateriales favorecen la biocompatibilidad y biode-
gradacién de estos elementos potencialmente citotxicos y
extienden las capacidades funcionales de cada componen-
te por separado, presentando estos hibridos nuevas propie-
dades especificas derivadas, en efecto, de su hibridacién.
Ejemplo de ello resultan los avances realizados en torno al
disefio racional de los médulos de andamiaje CTPR y la
sintesis de materiales hibridos complejos cuyo potencial en
diversas dreas de interés ha sido demostrada en los Gltimos
afios. A futuro, la incorporacién de métodos computacionales
cada vez més sofisticados,'! la integracién de aproximacio-
nes racionales y combinatoriales, asi como la combinacién
con nanomateriales mejorados, promoverdn el desarrollo de
nanoherramientas hibridas con funcionalidades novedosas
que permitirdn abordar objetivos biomédicos y tecnolégicos
antes inalcanzables.
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