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Resumen 

 

Las proteínas son moléculas fundamentales para la vida, por lo cual su correcto 

funcionamiento es esencial. Una de las características más importantes para que 

esto se lleve a cabo es que tengan un plegamiento indicado. En algunas ocasiones 

esto no ocurre, lo que lleva a la producción de fibras amiloides, las cuales se han 

asociado o son responsables de causar diferentes enfermedades conocidas como 

amiloidosis. Una de las proteínas que causa este tipo de patología es la lisozima 

humana que se asocia con la amiloidosis sistémica hereditaria, pero a diferencia de 

otras ésta sirve como modelo de estudio debido a que se tiene un amplio 

conocimiento de dicha proteína en su estado nativo. 

En este trabajo se estandarizó la formación in vitro de fibras amiloides de lisozima 

humana silvestre, para el estudio de la inhibición de la fibrilogénesis. La 

particularidad de esta estandarización es que se logró a temperatura y pH 

fisiológico, i.e. 7.44. Se demostró también que algunos compuestos fenólicos 

tuvieron un efecto inhibitorio en la formación de fibras. Los resultados obtenidos 

indican que entre los compuestos ensayados la L-tirosina es la de mayor poder 

inhibitorio. Con los resultados obtenidos se estudió el posible mecanismo de acción, 

mediante experimentos de laboratorio y computacionales, para elucidar detalles de 

la forma en que la L-tirosina inhibe la formación de fibras amiloides.  
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Introducción 

 

Proteínas 

 

Las proteínas son moléculas de suma importancia para que pueda haber vida, 

debido a que cumplen múltiples funciones. Para que una proteína pueda ser 

funcional debe de cumplir dos requisitos primordiales, encontrarse en el ambiente 

indicado y tener la estructura correcta, en otras palabras, que ésta tenga un 

plegamiento indicado para su funcionamiento. Para que no existan problemas las 

células desarrollaron diversos mecanismos que ayudan a las proteínas a tener el 

plegamiento correcto y se encargan de eliminar las que tienen una síntesis 

incorrecta o un mal plegamiento [1]. Cuando estos mecanismos no actuan de forma 

correcta se pueden formar agregados desordenados o puede ocurrir la formación 

de estructuras amiloides, estas últimas son estructuras muy estables que se pueden 

reconocer debido a que poseen propiedades específicas de tinción, presentan 

birrefringencia al color verde-manzana cuando son teñidas con rojo Congo y se 

pueden observar por microscopía de luz polarizada [2]. Son responsables de causar 

diferentes enfermedades colectivamente conocidas como amiloidosis. Actualmente 

se asocian estas fibras amiloides con enfermedades degenerativas del sistema 

nervioso central como son las neuropatias Alzheimer y Creutzfeldt-Jakob, éstas son 

neuropáticas. Hay otro tipo de amiloidosis las cuales son sistemáticas, donde se 

forman depósitos de proteínas en el tejido, ligamentos y órganos como el corazón. 

Se han identificado más de 40 proteínas y péptidos (péptido βA, tau, α-sinucleína, 

hungtintina, amilina, β2-microgobulina, lisozima, etc.) que forman agregados 

amiloides en humanos principalmente como depósitos extracelulares [3]. 

 

Fibras amiloides  

 

Estas fibras son proteínas con un plegamiento incorrecto o no convencional que se 

caracteriza por tener una estructura β-cruzada, por lo cual suelen ser muy estables, 

debido a que este tipo de estructura posee la propiedad intrínseca de formar 

estructuras laminares extendidas [4]. Este tipo de estructura ocasiona que se formen 
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muchos puentes de hidrógeno que en forma individual son débiles, pero al estar en 

una gran cantidad confieren una alta estabilidad y rigidez a las fibras [5]. 

 

Otras características son: el incremento en la hidrofobicidad de la superficie, 

fluorescencia tras la adición de tioflavina T (ThT) y birrefringencia a color verde-

manzana cuando son teñidas con rojo Congo [2]. 

 

Se ha propuesto que las fibras amiloides son rectas, no ramificadas con un diámetro 

igual o mayor a 100 Å y longitud indefinida, que están constituidas de 2 a 4 

protofilamentos y cada uno de estos protofilamentos está compuesto por 4 hebras 

β separadas por ~10 Å [6][7]. La organización de las fibras se representa en la figura 

1 donde se observa desde la fibra hasta la organización de las hebras β. 

 

A pesar de que diferentes proteínas forman fibras amiloides no se ha encontrado 

una estructura o secuencia de aminoácidos que esté directamente relacionado con 

la formación de amiloides, debido a que las proteínas no tienen una característica 

en común que las relacione. Debido a esto se ha propuesto que la formación de 

fibras amiloides es una propiedad genérica que poseen algunas proteínas [8]. 

 

Figura 1. Modelo de una fibra amiloide donde se observa la posición de las hojas beta. (a) 

Sobrevista de una fibra amiloide compuesta por cuatro protofilamentos. (b) Vista lateral de 

un protofilamento. (c) Sección cruzada de la fibra. (d) Vista lateral de la fibra. [8]. 
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Formación de fibras amiloides 

 

El proceso por el cual las proteínas forman fibras amiloides aún no se conoce por 

completo. Mediante el uso de diversas técnicas como el seguimiento de la 

intensidad de fluorescencia de ThT se ha podido determinar que la cinética de este 

proceso está conformado por una fase de retraso (lag), sucedida por un crecimiento 

exponencial conocido como fase log y culmina con una fase de saturación. Debido 

a esto, se dice que la formación de fibras amiloides tiene características de un 

mecanismo de crecimiento de nucleación [9] (figura 2). En este tipo de proceso se 

requiere la formación de un núcleo crítico o semilla constituida por polímeros de 

tamaño n, que puedan servir de andamio a las moléculas subsecuentes. Este 

proceso depende de la formación de dicho núcleo, el tiempo que requiere para 

llevarse a cabo es mayor en esta fase que en las demás. Es decir, la intensidad de 

fluorescencia casi no va a aumentar debido a la nula o baja presencia de fibras. La 

fase exponencial se refiere a la formación de protofibrillas que toman como base los 

núcleos anteriormente formados, por lo que se aprecia un incremento rápido en la 

intensidad de fluorescencia. Esto se debe al mecanismo de unión de la ThT a las 

fibras amiloides que se explicará más adelante. Por último, la fase de saturación o 

estacionaria es donde se ha alcanzado el máximo en la formación de las fibras 

amiloides por lo que ya no hay un aumento en la intensidad de fluorescencia de el 

ThT.  
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Figura 2. Esquema de las etapas involucradas en la formación de fibras amiloides, 

conformado por la fase lag, log y de saturación o estacionaria [10]. 

 

Tioflavina T como método de detección 

 

La forma más común de estudiar la formación de fibras amiloides, es mediante el 

uso de la tioflavina T (ThT) como método de detección [11]. El ThT es un benzotiazol 

catiónico, en su estructura química tiene un extremo hidrófobo con un grupo dimetil 

amino fenilo ligado a grupos polares (benzotiazoles), esto se puede apreciar en la 

figura 3. 

 

Figura 3. Estructura de la tioflavina T y sus planos de rotación [13].  
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Una característica muy importante de esta molécula es su capacidad de rotación 

como se observa en el esquema de la figura 3. La importancia de este movimiento 

radica cuando interacciona con las fibras. Por lo tanto, esta molécula cuando se une 

a fibras presenta fluorescencia, ocasionando que entre mayor sea la presencia de 

fibras mayor será la intensidad de la fluorescencia. [12]. 

 

El mecanismo por el cual se une el ThT a las fibras consiste en la intercalación de 

estas moléculas en los surcos o canales que se forman por la estructura común que 

tienen las fibras amiloides como se muestra en la figura 4. Al entrar en estos 

espacios, la molécula de tioflavina T pierde su capacidad de rotación, haciendo que 

se vuelva rígida lo que ocasiona que tenga la propiedad de fluorescer [13]. Este 

mecanismo explica por qué el ThT es tan usado para la detección de fibras y su 

especificidad por ellas. 

 

 

Figura 4. Estructura común de las fibras y canales en cuales interacción es ThT-Fibra. (a) 

Estructura beta cruzada de fibras amiloides que forma capas de láminas de hebras beta. 

(b) Canales o surcos en los cuales interacciona el ThT y que se forman por la estructura 

que toman las fibras [13]. 
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Lisozima como modelo de estudio  

 

La lisozima es una proteína ampliamente estudiada, en la actualidad es uno de los 

modelos más utilizados para estudios de plegamiento, catálisis enzimática y 

fibrilogénesis. Su estructura se reportó por primera vez en 1965, el reporte más 

reciente de alta resolución de su estructura se realizó en 2007 [14]. 

 

Esta proteína es considerada fibrilar debido a que ocasiona amiloidosis sistémica 

hereditaria cuando presenta mutaciones. Se han reportado dos mutaciones que son 

causantes de la formación de fibras amiloides, que son Asp67His e Ile56Thr. Estas 

mutaciones ocasionan que los residuos se desplacen de su posición original (de 

acuerdo al carbón alfa). Este desplazamiento es suficiente para que estas dos 

variantes de lisozima mutada causen amiloidosis [15]. 

 

Por lo anterior, la lisozima de humano es un buen modelo para estudiar la inhibición 

de la fibrilogénesis.  

 

Justificación 

 

En la actualidad las enfermedades amiloideas siguen sin tener una cura, por lo que 

el estudio de las proteínas que las causan es de suma importancia. El utilizar un 

modelo como la lisozima humana, que es una proteína de la cual se tiene mucha 

información y se puede forzar a formar fibras amiloides (sin necesidad de tener las 

mutaciones). Permite la opción de su estudio en laboratorio, para dilucidar el 

mecanismo de formación de fibras, así como averiguar un mecanismo de inhibición. 

Todo esto con el fin de aportar información para el posible desarrollo de una 

molécula capaz de casar la inhibición de las fibras amiloides. 
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Objetivos 

 

 

General 

 

Encontrar un compuesto que sea capaz de inhibir la formación de fibras amiloides 

y proponer el mecanismo de acción. 

 

Particulares 

 

Formar fibras amiloides de lisozima humana a temperatura y pH fisiológico. 

 

Evaluar diferentes compuestos fenólicos, para obtener el mejor modelo de estudio 

de inhibición. 

 

Mediante experimentos de laboratorio y computacionales proponer un mecanismo 

de acción para el compuesto inhibitorio.  

 

 

Hipótesis 

 

Si se forman fibras amiloides a pH fisiológico, es posible inhibir su formación con 

compuestos fenólicos y es posible dilucidar en qué parte del proceso se realiza esta 

interrupción o modificación. 
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Materiales y métodos 

 

Materiales 

 

La lisozima liofilizada de humano, la tioflavina T (ThT), los compuestos fenólicos: 6-

p-toluidino, pirocatecol, L-tirosina, crisina, quercetina, así como el fosfato de potasio 

dibásico KH2PO4, se adquirieron de Sigma-Aldrich Company. La urea fue comprada 

a Merck, en todos los experimentos se empleó agua inyectable de la marca Pisa. 

 

Los experimentos computacionales se llevaron a cabo en los programas Molecular 

Operating Environment (MOE) versión 2007, y Visual Molecular Dynamics (VMD) 

versión 1.9.3. Las gráficas, así como los ajustes se realizaron con el programa de 

graficación y análisis Origin 2016.  

 

Metodología 

 

La tioflavina T se preparó en una solución madre (10 mM), de ésta se tomó una 

alícuota para que en todos los experimentos la concentración final fuera de 0.066 

mM. 

 

El buffer utilizado para todos los experimentos fue de fosfatos de potasio a pH 7.44 

a una concentración 20 mM. 

 

Los compuestos fenólicos se prepararon en una solución madre de 2.5 mM con 

agua inyectable a excepción de la crisina que se preparó con etanol puro. La 

concentración final de los compuestos varió según el experimento realizado. 

 

El compuesto urea se preparó una solución madre de 11 M con solución 

amortiguadora de fosfatos 20 mM pH 7.44, el pH se ajustó con hidróxido de sodio y 

se verificó con un potenciómetro. Para los experimentos realizados se utilizó a una 

concentración final de 6.4 a 6.9. 
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Se realizó una solución madre (50 mg/mL) de lisozima humana, en amortiguador de 

fosfatos 20 mM a un pH de 7.44, y de allí se tomaron alícuotas para lograr cada una 

de las concentraciones de los experimentos. 

 

Formación de fibras amiloides a diferentes concentraciones 

 

Se evaluaron por triplicado las siguientes concentraciones de lisozima: 2, 3.12, 6.35, 

12.5, 25, 50 mg/mL. En una placa Costar de 96 pozos con tapa translúcida, se 

adicionó ThT suficiente para tener una concentración final de 66 μM, en un volumen 

final de 300 μL. La placa se selló con parafilm y se incubo a 37 °C durante al menos 

48 horas en un lector de placas (Synergy H1 BioTek) en ausencia de agitación. Las 

lecturas de fluorescencia se realizaron desde la parte superior del pozo cada diez 

minutos empleando una longitud de onda de excitación y emisión de 450 y 490 nm, 

respectivamente. Con los datos obtenidos se graficó la intensidad de la 

fluorescencia en función del tiempo. 

 

Inhibición  

 

Los compuestos fenólicos se probaron en relación 1:1 molar con la lisozima, 

también se adicionó ThT a una concentración final de 66 μM. Esto se realizó en 

placas de 96 pozos de 300 μL con tapa translúcida, la cual se selló y se incubó a 

37°C durante al menos 48 horas en un lector de placas (Synergy H1 BioTek) en 

ausencia de agitación. Las lecturas de fluorescencia se realizaron desde la parte 

superior del pozo cada diez minutos empleando una longitud de onda de excitación 

y emisión de 450 y 490 nm, respectivamente. Con los datos obtenidos se graficó la 

intensidad de fluorescencia en función del tiempo. 

 

Desnaturalización con urea 

 

Las cinéticas de desnaturalización de la lisozima (25 mg/mL) en presencia de urea 

(6.4 – 6.9 M), se realizaron en celdas de cuarzo con un 1 cm de paso de luz y con 
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agitación, los experimentos se siguieron en un espectrofluorómetro ChronosBH al 

determinar el cambio en la fluorescencia intrínseca utilizando una longitud de onda 

de 295 nm para la excitación y 334 nm para la emisión (máximo de la lisozima 

nativa), durante 2 horas. Con los datos obtenidos se graficó la intensidad de 

fluorescencia en función del tiempo. 

 

Desnaturalización por temperatura 

 

Se utilizó lisozima a una concentración final de 25 mg/mL y se siguió la fluorescencia 

intrínseca a una longitud de onda de 295 nm y 334 nm para la emisión (máximo de 

la lisozima nativa), la velocidad de calentamiento fue de 1 º/min, en el intervalo de 

25-55 °C. Estos experimentos también se realizaron en un espectrofluorómetro 

ChronosBH 

 

Calorimetría de barrido diferencial (DSC) 

 

Para determinar si la L-tirosina tiene un efecto de estabilización en el proceso de 

desplegamiento se realizó la DSC. Para esto se utilizó lisozima a una concentración 

final de 0.4 mg/mL y L-tirosina a 0.75 mM, el experimento se realizó por triplicado, 

en un intervalo de temperaturas de 10 a 90°C, y a una velocidad de calentamiento 

de 1 º/min. Estos experimentos se llevaron a cabo en un microcalorímetro 

automatizado (MicroCal VP-Capillary DSC), el análisis de los datos y gráficos se 

realizó con el paquete MicroCalAnalysis perteneciente al programa Origin versión 

7. Con este mismo paquete se probó el ajuste de un solo estado y el de más de dos 

estados. 

 

Desnaturalización de lisozima por método computacional 

 

Para simular la desnaturalización de la lisozima de humano se utilizó el archivo del 

Protein Data Bank (PBD) con código de identificación 3FE0. Ésta estructura se 

utilizó inicialmente como coordenadas de la lisozima humana, debido a que este 
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archivo contiene la lisozima nativa sin modificaciones y con deuterio. Se eliminó el 

deuterio para que no afectara los parámetros óptimos para ser utilizada en MOE. El 

campo de fuerza utilizado fue CHARMM27 para todos los experimentos 

computacionales. Para simular la desnaturalización de la lisozima se optó por un 

procedimiento nuevo, que consiste en la expansión de todos los átomos de 3FE0 

en todas las direcciones, al multiplicar las coordenadas del sistema molecular por 

un factor mayor a 1. Esta estructura expandida es entonces sujeta a una 

minimización de energía, con la finalidad de restablecer los enlaces débiles de la 

estructura. Este proceso de expansión y minimización se repite por un número de 

ciclos deseados. 

 

En este trabajo el factor de expansión fue de 1.085 a 1.105 y la minimización fue de 

0.05 esto durante 100 ciclos, por cada simulación correspondiente a un factor de 

expansión por los 100 ciclos se le denominó corrida. Cada corrida fue por duplicado 

y en algunos casos triplicado. 

 

Selección de ciclos  

 

De cada corrida se seleccionó un ciclo para realizar el proceso de docking. El ciclo 

se seleccionó con base en el análisis de los parámetros de interés, es decir, al 

observar algún cambio en las diferentes características (energía, radio de giro, 

energía de solvatación y estructura secundaria) que se obtuvieron. El cambio que 

se buscó fue respecto al comportamiento en el curso de los ciclos, se buscaron 

ciclos en los que hubiera cambios abruptos, como lo es el cambio de pendiente en 

el comportamiento de las características en las corridas. La otra pauta es que el 

ciclo seleccionado esté presente en estos cambios en todas las características que 

se analizaron. 
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Análisis del cambio en la estructura secundaria 

 

Para verificar los cambios que sufre la lisozima en la estructura secundaria a través 

de los ciclos de cada corrida. Se realizó un análisis que se llevó a cabo en el 

programa VMD, donde se utilizó cada una de las corridas obtenidas de la simulación 

de desnaturalización y con la función timeline se analizó el cambio de la estructura 

secundaria de la lisozima en todos los ciclos de la corrida. 

 

Docking de L-tirosina sobre lisozima  

 

Para simular el acoplamiento molecular de la lisozima con L-tirosina, el primer paso 

que se realizó fue crear el compuesto en el mismo programa (MOE) con la opción 

de builder, se le asignaron las cargas correctas y se minimizó. Para realizar un 

estudio apropiado se realizó una búsqueda sistemática con un gradiente de 0.01 de 

RMS y una distancia de 0.1 en la minimización, y se obtuvieron 10 confórmeros.  

 

Para el docking se utilizó como receptor (lugar a donde se puede unir el compuesto) 

todos los átomos de la lisozima seleccionada. Para el ligando se utilizaron los 10 

confórmeros de la L-tirosina. En el proceso de docking se seleccionó triangulo alfa 

como sitios de prueba el compuesto, como función de puntaje se utilizó London dG 

y como refinamiento el campo de fuerza (CHARMM27) y se obtuvieron 30 

resultados de cada corrida de docking.  

 

Efecto de la L-tirosina en la simulación del desplegamiento de la lisozima 

 

Para observar el efecto de la L-tirosina en la lisozima, se realizó una nueva corrida 

de desnaturalización (con los parámetros anteriormente descritos). Se utilizó como 

estructura inicial (lisozima y L-tirosina) el mejor resultado del docking. El efecto del 

compuesto se evaluó en la afectación de las características: energía y radio de giro 

conforme avanzan los ciclos. Se comparó con el resultado obtenido de su 

equivalente sin el compuesto (L-Tyr). 
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Resultados y discusión 

 

La parte primordial de este trabajo fue establecer que la lisozima humana es capaz 

de formar fibras amiloides a pH fisiológico y que la formación estas se pueden 

inhibir. Por lo que se llevó a cabo experimentos para establecer las condiciones de 

estos fenómenos. Obteniendo como resultado la siguiente sección. 

 

Formación de fibras amiloides 

 

Los resultados obtenidos indican que solo con el aumento en la concentración de 

lisozima, una incubación a temperatura constante (37°C) durante al menos 24 horas 

y a pH fisiológico (7.44) es posible obtener fibras amiloides, esto es observado a 

partir del aumento en la intensidad de fluorescencia del ThT (molécula sonda que 

cumple la función de indicar la presencia de dichas fibras) así como por la formación 

de precipitados en las placas (12). 

 

 

Figura 5. Formación de fibras amiloides a diferentes concentraciones de lisozima. 

 

En la figura 5 se observa que hay un aumento en la intensidad de fluorescencia 

correspondiente al incremento en la concentración inicial de la lisozima, yendo 

desde 3.12 mg/mL (puntos rojos obscuros) hasta 50 mg/mL (puntos azules), 
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pasando de 1,700 cuentas hasta las 12,000 cuentas. Esto podría sugerir que es un 

proceso dependiente de concentración [16]. 

 

De estas concentraciones se seleccionó 25 mg/mL como la indicada para seguir 

con los experimentos, debido a que presenta un número de cuentas elevado y la 

concentración de la lisozima para preparar la solución no es muy alta (no es una 

solución saturada, ya que el límite de su solubilidad en agua es de 30 mg/mL). Esto 

ayuda a descartar que los precipitados sean por la concentración inicial de la 

lisozima y facilita su preparación. 

 

Inhibición de fibras amiloides por compuestos fenólicos 

 

Una vez establecidas las condiciones para la formación de las fibras amiloides, el 

siguiente paso fue probar si existe una inhibición de la fibrilogénesis ocasionada por 

la adición de compuestos fenólicos, que anteriormente se han reportado que tienen 

un efecto inhibitorio bajo diferentes condiciones tanto en lisozima de humano como 

huevo de pollo [17,18]. 
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Figura 6. Efecto de los compuestos fenólicos en la formación de fibras amiloides de 

Lisozima, negro (Sin compuesto), rojo (L-tirosina), azul (quercitina), rosa (crisina), verde 

(pirocatecol) y azul marino (6-p-toluidino). Relación molar 1:1 (lisozima: compuesto). 

 

Como resultado se obtuvo que no todos los compuestos fenólicos tienen el mismo 

efecto como se observa en la figura 6, algunos como la quercitina (línea azul) y el 

pirocatecol (línea verde) aumentan y aceleran la formación de fibras amiloides. Esto 

indicado por el aumento de la intensidad de fluorescencia del ThT, por encima de la 

intensidad mostrada por la lisozima sin compuesto (línea negra). Otros disminuyen 

o inhiben la formación de las fibras como la L-tirosina (línea roja), la crisina (línea 

rosa) y el 6PT (línea azul marino), esto se observa en la disminución de las cuentas 

y en la desaparición o disminución de la curva característica de la fibrilogénesis [19]. 

 

Los efectos ocasionados por los compuestos fenólicos (observados en la figura 6), 

pueden deberse a los anillos fenoles que estos compuestos tienen. La diferencia 

entre aumentar la formación o disminuirla está relacionada con las características 

de cada compuesto como lo son sus grupos funcionales o la cantidad de anillos 

fenoles como se ha reportado en algunos artículos [20,21], en otros trabajos se 

relaciona la actividad directamente con el número de grupos hidroxilo que contienen 

los compuestos [22], lo encontrado en este trabajo es que no existe una sola 

característica que defina el poder inhibitorio de los compuestos, ya que la variedad 

química de los compuestos utilizados no permiten dar una conclusión a esta 

pregunta. 

 

De los compuestos fenólicos con poder inhibitorio se eligió la L-tirosina para 

continuar con el presente trabajo, la crisina se descartó debido a que se disuelve en 

etanol y el incremento en la concentración de este alcohol causa un aumento en la 

formación de fibras. El 6PT no presentó repetibilidad en los diversos experimentos 

que se realizaron por lo que se descartó. 
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Estabilidad de lisozima 

 

Una vez ya demostrado que se podían formar fibras amiloides a pH fisiológico y que 

se podía inhibir la formación de estas, mediante el uso de L-tyr. Se decidió probar 

si el compuesto tenía un efecto estabilizante en la proteína. Para esto se realizó una 

prueba de desnaturalización por calor. Utilizando la fluorescencia intrínseca de la 

lisozima, para seguir el fenómeno de interés. Los resultado se muestran a 

continuación 

Desnaturalización por calor 

Se realizaron pruebas de estabilidad de la lisozima en presencia y ausencia del 

compuesto L-tirosina, con la intención de probar si hay un efecto de estabilización 

causado por la L-tirosina en la lisozima plegada o en algún intermediario que tenga 

por efecto la inhibición en la formación de las fibras amiloides. 
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Figura 7. Gráfica del proceso de desnaturalización por temperatura de la lisozima, seguido 

por la fluorescencia intrínseca. A) Gráfica del proceso y sus ajustes. B) Tabla con los 

parámetros obtenidos del ajuste Boltzmann. 

 

Para este experimento se utilizó como método de detección de la fluorescencia 

intrínseca en lugar de la ThT debido a que el ThT solo sirve para detección de fibras 

amiloides. En estos experimentos se analiza la desnaturalización de la lisozima, por 

lo que se descarta el uso de ThT. 

 

El primer agente de desnaturalización que se utilizó fue la temperatura. Como 

resultado del experimento se obtuvo la figura 7. Donde se observan los dos 

comportamientos obtenidos figura 7A, el de la lisozima sin L-Tyr (color negro) y la 

lisozima con L-Tyr (color rojo). Para poder analizar y comparar estos datos se realizó 

un ajuste con el modelo de Boltzmann, con la finalidad de comparar los parámetros, 

como el centro (x0) y la constante de tiempo (dx) que se muestran en la tabla de la 

figura 7B. El ajuste obtuvo un coeficiente de determinación (𝑟2) de 0.996 para la 

lisozima sin L-Tyr y una 𝑟2= 0.997 para la lisozima con L-Tyr, por lo que se considera 

que fue un buen ajuste. 

 

Para analizar si hubo una diferencia real entre los dos comportamientos es 

necesario comparar los parámetros obtenidos de los ajustes realizados. Los 

parámetros por considerar son dx que se refiere a la constante de tiempo y x0 que 

es el punto medio (referente a concentración) o centro [23]. Al comparar los valores 

de dx se puede apreciar que son casi iguales. Lisozima sin L-Tyr tiene una x0=5.04 

y lisozima con L-Tyr x0=4.93, lo que se interpreta como el tiempo en que la proteína  

pasa del estado nativo al desnaturalizado es el mismo en los dos casos; al ser una 

cinética de desnaturalización esta constante de tiempo puede ser asumida como 

una constante de velocidad. Por lo que se puede decir que la n no afecta la velocidad 

de este proceso. Al analizar el valor de x0 se puede observar que para la lisozima 

sin L-Tyr se encuentra a los 9 minutos y para la lisozima con L-Tyr se encuentra a 
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los 16 minutos. Lo que se interpreta como que a los 9 minutos sin L-Tyr solo se 

detecta la mitad de la fluorescencia intrínseca del proceso de desnaturalización, 

mientras que con L-Tyr esto ocurre a los 16 minutos.  

 

Lo descrito significa que el proceso de desnaturalización de lisozima por calor no se 

ve afectado en su velocidad por la presencia de L-Tyr, pero este proceso no es igual 

en los dos casos, mientras en el primer escenario (lisozima sin L-Tyr) el inicio es 

más rápido (x0=9) y después se va alentando, el segundo escenario (lisozima con 

L-Tyr) es lo contrario, el comienzo es más lento (x0=16) después es más rápido. 

Esto se observa en la gráfica de la figura 7. 

 

 

Tabla 1. Recuadro de los parámetros obtenidos del ajuste de Boltzman, respecto a la 

temperatura. 

 

Se realizó otro ajuste para conocer el comportamiento del ajuste anterior, cuando 

se hace respecto a la temperatura y no al tiempo. Lo obtenido de dicho proceso se 

muestra en la tabla 1. El resultado indica que hay una diferencia en el valor de x0 la 

cual ahora está en función de la temperatura. De esto se obtiene que la lisozima sin 

L-Tyr alcanza la mitad de la fluorescencia registrada a una temperatura de 33°C, 

mientras que con L-Tyr este registro se alcanza a los 40°C. Esto significa que se 

alcanzan la mitad de la concentración de especies que presentan esta fluorescencia 

intrínseca a mayor temperatura, cuando está presente la L-Tyr, lo que da indicios 

de que dicho compuesto tiene un efecto que estabiliza el proceso de estudio. Estas 
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temperaturas no son necesariamente iguales a las que se pueden obtener por 

calorimetría diferencial de barrido, ya que se siguen diferentes fenómenos por lo 

tanto no son comparativas, esto se discutirá más adelante en la sección de DSC. 

 

Para darle una interpretación biológica a los resultados obtenidos, es necesario 

observar la figura 7A donde se aprecia una diferencia notable en la gráfica entre la 

lisozima con L-Tyr y sin L-Tyr cuando vemos los puntos que representan x0, tanto 

cuando se ve observa por temperatura o tiempo. Esta diferencia indica que hay un 

efecto del compuesto analizado sobre la lisozima en estos puntos. Esta diferencia 

en la fluorescencia al seguir un proceso de desnaturalización se ha interpretado 

como una diferencia en el proceso de desplegamiento [24] [25]. Teniendo esto en 

cuenta esto se puede inferir que la L-Tyr afecta este proceso, pero no el tiempo en 

el que éste se lleva a cabo. 

 

Desnaturalización por urea 
 

Para estudiar el efecto protector de la L-tirosina, se decidió realizar otra prueba de 

desnaturalización, en esta ocasión por un agente químico, para observar si se 

presentaba y mantenía el mismo comportamiento. Por lo que se probó el efecto de 

la L-Tyr en la desnaturalización de la lisozima por el agente desnaturalizante urea. 

Se realizó con concentraciones que van de 6.4 M a 6.9 M y el proceso se siguió por 

fluorescencia intrínseca, con un longitud de onda de 295 nm para realizar la 

excitación y 334 nm para obtener la máxima emisión. 
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Figura 8. Gráficas obtenidas de la desnaturalización de lisozima por urea a 6.7 M. A) 

Gráfica del proceso y sus ajustes. B) Tabla con los parámetros obtenidos del ajuste 

realizado. 
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Figura 9. Graficas obtenida de la desnaturalización de lisozima por urea a 6.7 M. A) Gráfica 

del proceso y sus ajustes. B) Tabla con los parámetros obtenidos del ajuste realizado.  

 

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 8 y 9, donde se muestran las 

gráficas y las tablas obtenidas del ajuste realizado al comportamiento de la lisozima 

en presencia de 6.5 y 6.7 M de urea, así como en ausencia y presencia de L-Tyr. El 
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ajuste que se realizó fue el de BiDoseResp con la finalidad de poder analizar los 

comportamientos obtenidos, ya que este tipo de ajuste permite obtener las 

pendientes del proceso que al ser cinético son de mucho interés [26]. 

 

Los resultados obtenidos indican que el ajuste utilizado fue bueno, ya que se obtuvo 

en todos una 𝑟2> 0.997 (Fig. 8B y 9B). En este ajuste la pendiente está dada por el 

valor de h y el valor del punto medio (referente a concentración) o centro está dada 

por LOGx.  

 

Cuando la concentración de urea es de 6.5 M (figura 8) la lisozima sin L-Tyr, tiene 

una primera pendiente (h1) de -0.035 ± 0.002, una segunda (h2) de -0.125 ± 0.008 

y un valor de LOGx02=45 (punto medio). Cuando se encuentra presente la L-Tyr la 

primera pendiente es de -0.0247 ± 0.002, la segunda pendiente de -0.109 ± 0.006 y 

un valor de LOGx02=55 esto se observa en la figura 8B. En cambio, cuando la urea 

tiene una concentración de 6.7M (Fig. 9) la lisozima sin L-Tyr tiene una primera 

pendiente de -0.029 ± 0.002, una segunda de -0.080 ± 0.003 y un valor de LOGx02= 

63. Por otro lado, cuando está presente la L-Tyr la primer pendiente es de -0.013 ± 

0.006, la segunda de -0.047 ± 0.002 y un valor de LOGx02= 78 (datos extraídos de 

la tabla de la figura 9B). 

 

Al analizar los datos obtenidos de las dos condiciones. En el caso que la urea tiene 

una concentración de 6.5 M, se puede apreciar que las dos pendientes son mayores 

cuando no hay presencia de L-Tyr que cuando está presente, esto indica que el 

proceso es más lento, la diferencia en los valores es baja (entre las pendientes con 

y en ausencia de L-Tyr). En cambio, el valor de LOGx02 indica que el proceso es 

diferente ya que en ausencia de L-Tyr se llega a los 45 minutos a este parámetro, 

mientras que la presencia de L-Tyr ocasiona que sea a los 55 minutos que se 

alcanza, este parámetro indica la concentración media (es decir que en presencia 

del compuesto tarda 10 minutos más en llegar a la mitad de la concentración de 

especies). 
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Cuando la concentración de urea es de 6.7 M (Fig. 9), ocurre exactamente lo mismo 

que cuando la concentración es de 6.5 M (Fig. 8). Las pendientes en presencia de 

L-Tyr son menores a las que se presentan cuando hay una ausencia de L-Tyr en el 

experimento y el valor de LOGx02 es notablemente mayor cuando se ve involucrado 

la L-Tyr en los experimentos. 

 

Comparando estos resultados se puede apreciar que la L-Tyr tiene un efecto en el 

proceso de desplegamiento por urea, primero haciendo este proceso más lento 

(diferentes pendientes) y el más notable es que aumenta el tiempo requerido para 

llegar a la mitad de la fluorescencia de la segunda etapa. Una de las interpretaciones 

es que esto sucede debido a que la L-Tyr estabiliza alguna estructura intermediaria 

en el proceso de desplegamiento que sufre la lisozima.   

 

Al analizar los resultados obtenidos de la desnaturalización por un agente químico 

(urea) y calor, se puede observar e interpretar que la L-Tyr tiene un efecto en el 

proceso estudiado, se propone que es de estabilizador. Debido a que en ambos 

escenarios se observa que hay una diferencia en los tiempos analizados. Siendo 

mayores los obtenidos en presencia de la L-Tyr y esto se observa en sus gráficas 

correspondientes. Esto es más evidente cuando se observa el punto que hace 

referencia a la concentración media. Esta diferencia es interpretada como una 

diferencia en el proceso del desplegamiento, debido a que se esta siguiendo la 

fluorescencia intrínseca de la proteína y por las longitudes de onda utilizadas, solo 

se observa al triptófano. Por lo que una interferencia en la fluorescencia registrada 

causada por la propia capacidad de la L-tyr de fluorescer queda descartada, pues 

la longitud de onda utilizada no excita al compuesto [27][28]. Esto nos lleva a 

concluir que el fenómeno observado se debe a la presencia de la L-Tyr y al ser un 

aumento en los tiempos y no una disminución se asocia con una estabilización del 

proceso. 
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Calorimetría DSC 

 

Para determinar si existe un cambio evidente en la lisozima por la L-Tyr se realizó 

la calorimetría diferencial de barrido, donde se busca definir si el compuesto 

adicionado es capaz de modificar la Tm de la proteína y/o su capacidad calorífica 

(Cp). Lo que da evidencia si es que hay algún efecto en la lisozima provocado por 

la ausencia o presencia de la L-Tyr. 

 

Los resultados obtenidos (figura 10) de las dos condiciones en las que se realizó el 

experimento fueron los siguientes: una Tm de 69.5 para la lisozima en ausencia de 

L-Tyr y en presencia de L-Tyr este valor es de 69.6, en cuanto al Cp se encontró 

que en ausencia del compuesto este es de 10,000 cal/mol/°C y cuando se adiciona 

la L-Tyr es de 12,000 cal/mol/°C. En lo referente al ajuste para dilucidar los estados, 

se encontró que el modelo de dos estados no es óptimo para ninguna de las 

condiciones, lo que significa que no es un proceso simple donde solo se pasa de 

nativa (N) ha desnaturalizada (D). El modelo de más de dos estados funciona bien 

para la lisozima sin L-Tyr, esto indica que el proceso de estudio presenta algún 

intermediario estable termodinámicamente, esto se atribuye a que ciertas regiones 

de la proteína se desnaturalizan independientemente unas de las otras, es decir la 

cooperatividad es baja. Para la lisozima con L-Tyr no funciona ninguno de los dos 

modelos, por lo que se propuso encontrar cual es el indicado, a la fecha de este 

trabajo no sea encontrado por lo que queda a un próximo desarrollo. 
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Figura 10. Grafica del DSC. Lisozima con L-Tyr (puntos rojos), lisozima sin L-Tyr (puntos 

negros).  

 

Para analizar los datos obtenidos del experimento es necesario comparar los 

resultados, donde vemos que la Tm en ambos casos es muy similar, variando solo 

en 0.1, lo que nos indica que en las dos condiciones no hay una diferencia 

significativa en este parámetro, por lo que la L-Tyr no tiene ningún efecto en este 

apartado. En cambio, cuando se revisa el Cp de las Tm, se aprecia que hay una 

diferencia de 2,000 cal/mol/°C a favor de la lisozima con L-Tyr. Esto se interpreta 

como un aumento considerable en la Cp, que significa que cuando la L-Tyr está 

presente se necesita una mayor energía para hacer que aumente un grado la 

temperatura lo que habla acerca del aumento de estabilidad de la proteína [29] [30].  

Los resultados de la DSC indican un aumento considerable la capacidad calorífica 

de la lisozima cuando está presente la L-Tyr, esto sumando a los resultados 

anteriores de las desnaturalizaciones seguidas por fluorescencia intrínseca indica 
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que existe una estabilización de la proteína por el compuesto [31][28]. Después de 

estas evidencias surge la pregunta ¿en qué parte del proceso se estabiliza la 

lisozima y dónde ocurre esta estabilización? Por lo que se busca resolver esta duda 

mediante el uso de la bioinformática como ya se ha realizado en otros estudios [32] 

y que se presenta en siguiente sección. 

 

Simulación del desplegamiento de la lisozima 

 

En lo referente a la simulación, se realizaron simulaciones con un factor de 

expansión de 0.85 hasta 1.105, las cuales se analizaron como se describió en la 

metodología. De este proceso se obtuvieron diferentes ciclos que presentaron las 

mejores características descritas en metodología, como se observa en la tabla 2. 

 

Corrida Ciclos de interés 

1.095a 40 

1.095b 25-35 

1.095c 25-27 

1.1a 18-26 

1.1b 7-10 

1.105 4-6 

Tabla 2. Ciclos de interés correspondientes a cada simulación. 

 

En la tabla 2 se muestran los diferentes ciclos seleccionados de cada corrida, donde 

se aprecia que en algunos casos a pesar de ser corridas con el mismo factor de 

expansión no son exactamente los mismos ciclos seleccionados. Esto se debe a 

que el proceso al ser repetido no arroja necesariamente los mismos resultados, pero 

si se mantiene el comportamiento general. Por lo que los ciclos no son tan lejanos 

entre sí. Otra cosa que se observa es que a medida que aumenta el factor de 

expansión el ciclo de interés es más cercano al inicial, esto se explica debido a que 
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el incremento que parece ser poco tiene un gran efecto a la hora de expandir las 

coordenadas, que es suficiente para causar que la proteína se despliegue más 

rápidamente, o sea, ocurren cambios abruptos en los primeros ciclos de la 

simulación. 

 

La estructura obtenida de 3FE0 correspondiente a una lisozima humana nativa 

(figura 11). Es una proteína de una sola cadena, la cual presenta una hoja beta 

compuesta de tres hebras (en color amarillo). También tiene dos dominios de 

hélices alfa, los cuales tiene un total de siete hélices (en color rojo). 

 

En la figura 11 se observa la diferencia entre la lisozima normal obtenida de 3FE0 

(imagen de la izquierda) y una obtenida de una corrida donde ya pasaron 7 ciclos 

de expansión y minimización por un factor de 1.1. Al comparar a) y b) se puede 

observar que hay una apertura en la proteína, esto ejemplificado por la línea naranja 

presente en ambas imágenes, la cual permite observar el efecto de los ciclos sobre 

la proteína y cómo éste, va simulando el desplegamiento. 

 

 

Figura 11. Diferencia entre la lisozima de inicio y la seleccionada de las corridas realizadas. 

A) Lisozima obtenida de 3FEO B) Lisozima del ciclo 7 de la corrida 1.1B. 

Al analizar esta comparación que ejemplifica todo el proceso realizado, se puede 

decir que la apertura de la proteína ocurre en el distanciamiento de la hoja beta y 
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un dominio de las hélices alfa y no entre los dominios de las hélices. Por lo que este 

resultado sugiere que la zona con interacciones más débiles y susceptibles a 

cambios es está. 

 

Esta nueva metodología logra simular el desplegamiento en las primeras fases y 

muestra los diferentes caminos que este proceso puede tener, pues los ciclos van 

abriendo la proteína en los lugares con las interacciones más débiles y debido a que 

es secuencial  se ve afectado ampliamente por el factor de expansión y se pueden 

obtener diferentes formas (ciclos) del desplegamiento en diferentes pasos que 

permiten un estudio más detallado. 

 

Docking 

 

El proceso de docking con la L-Tyr se realizó con la lisozima obtenida de 3FE0 y 

todos los ciclos de interés mostrados en la tabla 2, como se describe en la 

metodología.  

 

De dicha metodología se obtuvo que el ciclo con mejores resultados (es decir las 

estructuras del docking con la mejor energía) es el correspondiente al número 7 de 

la corrida 1.1b, que se muestra en la figura 12 y tiene la unión de L-Tyr en dos sitios 

diferentes, así como su energía correspondiente. 
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Figura 12. Estructura de la lisozima resultante del ciclo 7 de la corrida 1.1b con el docking 

correspondiente a las dos L-Tyr y los paneles de los resultados de éstas, (mol es la 

molécula, mseq es el número de confórmero y S la energía). A) L-tirosina correspondiente 

al mejor resultado en primer proceso de docking en color verde. B) L-tirosina 

correspondiente al mejor resultado del segundo proceso de docking en color azul.  

 

En la figura 12 se observa el mejor resultado obtenido, debido a que es el que 

presenta las mejores energías de las diferentes poses de L-tirosina sobre el receptor 

(lisozima parcialmente desplegada). Se puede apreciar que la primera lisozima (en 

color verde) mostrada en el inciso A, obtuvo una energía de -14.7889 que fue la 

mejor de todos los ciclos que se sometieron al docking y corresponde al confórmero 

número 4 (mseq) de la L-Tyr. Esta tiene la particularidad de que se une a un sitio 

que normalmente no existe y solo se genera al sufrir el proceso de desplegamiento 

como se observa en la figura 13. 
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Figura 13. Generación de la concavidad que permite la unión de la L-Tyr señalada por la 

flecha y círculo naranja A) Lisozima sin modificaciones (3FEO), B) Lisozima del ciclo 7 de 

la corrida 1.1B. 

 

En la figura 13 se observa que la lisozima original (3FEO) no presenta el sitio en el 

cual se une la L-Tyr, esto es denotado por el círculo y flecha naranja presente en 

A), donde se aprecia que el espacio es muy pequeño y la zona está compactada, lo 

que impide la entrada del compuesto. Al comparar esta zona con la marcada en B) 

se ve una diferencia notable en el espacio que se generó después de 7 ciclos de 

expansión con un factor de 1.1. Esta apertura de la zona es el que genera el sitio 

de unión para la L-Tyr y que a través del procedimiento de docking da el mejor 

resultado. Lo que significa que es necesario el desplegamiento de la proteína para 

generar un intermediario que sea capaz de tener este sitio de unión con la L-Tyr. 

 

Por otro lado, la segunda L-Tyr (Fig. 12 A, en color azul), tiene una energía de -

11.57 es el confórmero número 16. El sitio donde se une es un lugar común (siempre 

se une ahí sin importar el confórmero), el cual siempre está presente 

independientemente del estado de la lisozima y donde normalmente se une la L-Tyr 

y solo fluctúa la energía con la que lo hace.  
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Al comparar las energías de ambas L-Tyr se observa que la de la primera es más 

favorable, lo que indica que su unión a ese sitio se prioriza sobre el sitio de unión 

de la segunda L-Tyr. De este resultado también se deduce que este sitio solo puede 

ser ocupado por una molécula, debido que al agregar otra, esta cambia 

completamente de sitio, a uno mucho más genérico, es decir un lugar en la que la 

L-Tyr se une con menor energía. Lo que da indicios de la especificidad que tiene. 

 

Dado que el resultado con mejores energías se obtuvo en una lisozima desplegada, 

se puede inferir que L-Tyr tiene una interacción mayor con la lisozima cuando ésta 

se encuentra en algún intermediario del desplegamiento, que por medio de este 

trabajo se propone que es el mostrado en la figura 12. A esta evidencia también se 

le suma que el mejor sitio de unión de la L-Tyr solo se genera cuando la lisozima se 

despliega. Lo que fortalece la idea de que la inhibición de las fibras amiloides se 

lleva a cabo por la estabilización del intermediario propuesto. 

 

Efecto de la L-tirosina en la simulación del desplegamiento 

 

Para comprobar que la L-Tyr tiene un efecto de estabilizador en la lisozima que 

impide que se despliegue y forme fibras amiloides, es necesario repetir el proceso 

de simulación de desplegamiento sobre la lisozima. Esto no se lleva a cabo en la 

lisozima inicial, sino en la que se propuso como un intermediario (figura 12), debido 

a que es donde la L-Tyr tiene una mayor interacción con la proteína.  

 

Como se describe en la metodología se comparó como cambian ciertos parámetros 

a través de los ciclos entre la lisozima sin L-Tyr y con L-Tyr. Se utilizó el factor de 

expansión de 1.095. Los resultados se muestran a continuación. 

 

Ciclos vs energía 

 

El primer parámetro por comparar es como cambia la energía cuando van pasando 

los ciclos. Como se muestra en la figura 14 la energía de la lisozima inicial está en 
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un intervalo de -3400 a -3100 y la de la lisozima del ciclo 7 con las dos L-Tyr está 

entre -1680 y -1580. 

 

Figura 14. Comparación de los gráficos obtenidos de ciclos vs energía de las dos lisozimas 

sometidas a la simulación de desplegamiento. A) Gráfica correspondiente a la lisozima 

inicial (3FE0). B) Gráfica de la lisozima del ciclo 7 de la corrida 1.1b con la unión de las dos 

L-Tyr. 

 

Como se observa en la figura 14 la escala de energía es diferente en las dos 

gráficas, esto se debe a que la del inciso A es de la lisozima inicial (ciclo 0), esto 
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quiere decir que es la que se obtiene del PBD y, por lo tanto, no ha sufrido ningún 

proceso, por lo que su energía será más negativa, pues se considera que está 

completamente plegada o nativa. Mientras que la del inciso B es una lisozima que 

ya sufrió 7 ciclos por un factor de 1.1 (correspondiente al ciclo 0) lo que da como 

resultado una proteína parcialmente desplegada como se muestra en la figura 11, 

por lo que es de esperar que su energía fuera diferente de la inicial.  

 

Lo que aquí se analiza no es el intervalo de la energía en la que se encuentren, sino 

la variación de este parámetro y el comportamiento que esta tiene a lo largo de los 

100 ciclos que conlleva la simulación de ciclos de compresión y expansión. 

Siguiendo esos puntos se puede observar que la variación en B es de 100 unidades 

y tiene una tendencia a ser más negativa, mientras que en A es de 300 unidades y 

tiene una tendencia a hacerse menos negativa. Esto significa que la lisozima 

parcialmente desplegada con dos L-Tyr es más resistente a los cambios 

ocasionados por el factor de expansión y tiende a hacerse más estable. Mientras 

que la lisozima inicial se ve más afectada por este proceso, ocasionando que la 

tendencia sea una pérdida de estabilidad mientras más avanzan los ciclos.  

 

Debido a que la diferencia entre estos dos casos es la presencia de las dos 

moléculas de L-Tyr, se puede interpretar que la interacción de este compuesto con 

la lisozima parcialmente desplegada tiene un efecto estabilizador, pues impide que 

haya cambios abruptos y en cambio favorece la estabilidad del intermediario 

propuesto al aplicar el proceso de desplegamiento. Esta diferencia en la energía ya 

ha sido utilizada en para analizar el fenómeno del desplegamiento de las proteínas 

[33]. 

 

Ciclos vs radio de giro  

 

El siguiente parámetro que se analizó fue el radio de giro (Rg), el cual se refiere al 

espacio que ocupa la proteína, entre más grande es el valor se considera que es 

mayor el estado de desplegamiento de la proteína [34]. Debido a que en este 
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proceso se abre, entonces ocupa un mayor espacio, lo que se ve reflejado en un 

aumento en el radio de giro. 

 

Figura 15. Comparación de los gráficos obtenidos de ciclos vs radio de giro de las dos 

lisozimas sometidas a la simulación de desplegamiento (factor de expansión 1.095). A) 

Gráfica correspondiente al cambio del radio de giro en los ciclos de lisozima inicial (3FEO). 

B) Gráfica de la lisozima del ciclo 7 de la corrida 1.1b con la unión de las dos L-Tyr. 

 

De este parámetro se obtuvieron las gráficas mostradas en la figura 15. La figura A 

corresponde a la corrida de la lisozima inicial, aquí se obtuvo que el radio de giro 
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aumento de 15 a 19 Å y tiene una tendencia de seguir aumentando. Esto significa 

que hubo una variación de 4 unidades en toda la corrida. 

 

La figura B corresponde a la corrida de la lisozima del ciclo 7 de la corrida 1.1b y 

que tiene las dos L-Tyr como se muestra en la figura 12. Después de someterla al 

proceso de desnaturalización se obtuvo que la variación en el radio de giro fue de 

0.30 Å pasando por 15.25 como máximo y 14.95 como mínimo. No presenta una 

tendencia a aumentar o disminuir, se puede decir que se mantiene muy cercano al 

valor inicial. Lo que da indica que la presencia de la L-Tyr le brinda resistencia a la 

lisozima.  

 

Al comparar los datos obtenidos de ambas gráficas se observa que el valor inicial 

es diferente en ambos casos, como en el parámetro anterior (energía), a que en la 

figura 15B los datos representados son de una lisozima que ya está parcialmente 

desplegada mientras que la 15A es de la lisozima nativa, por lo que es congruente 

que el radio de giro inicial de 15B sea mayor al de 15A. Con respecto a la variación, 

se aprecia que es bastante mayor en la corrida de la lisozima inicial (Fig. 15A) lo 

que indica que el proceso de desplegamiento se está llevando a cabo de manera 

mucho más eficaz, que en el otro escenario donde la variación es tan baja que 

prácticamente no ocurre este fenómeno (Fig. 15B). Esto se puede interpretar como 

que hay una mejor estabilidad en esta, que en la original, que causa que el factor 

utilizado no logre desplegar la proteína. Dado que la diferencia entre las dos corridas 

radica en la ausencia o presencia de la L-Tyr, se infiere que la estabilización del 

intermediario es ocasionada por el compuesto presente L-Tyr (Fig. 15B). 

 

Después de comparar los resultados de ambas corridas en los parámetros de mayor 

importancia (energía y radio de giro), se observa que en ambos casos la corrida 

correspondiente a la lisozima con L-Tyr presenta una menor afectación por el 

proceso de desplegamiento. Esto apoya la idea de que la L-Tyr tiene un efecto 

estabilizador en la proteína cuando esta se une a un intermediario del 

desplegamiento de la lisozima.  
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El resultado y análisis del proceso arroja que la L-Tyr podría tener un efecto positivo 

sobre la lisozima. Si se toman en cuenta los resultados obtenidos por los 

experimentos de laboratorio realizados (las pruebas de estabilidad de la lisozima), 

se refuerza la idea que se propone sobre la L-Tyr como una molécula estabilizadora 

de una estructura intermediaria de la lisozima que se presenta en el proceso de 

desplegamiento.  

 

Mediante este trabajo se propone que la inhibición de la formación de fibras 

amiloides de lisozima a pH fisiológico. Se lleva a cabo en la estructura intermediara 

donde ocurre la interacción entre la lisozima y la L-Tyr (figura 12). Debido a que los 

resultados tanto bioinformáticos como experimentales sugieren que cuando la L-Tyr 

está presente, la lisozima tiene una mayor resistencia a la desnaturalización, ya sea 

por el proceso simulado virtualmente, o en los experimentos realizados en el 

laboratorio por diferentes agentes desnaturalizantes. Esto es de vital importancia, 

pues al evitar o dificultar que el proceso de desnaturalización  se lleve a cabo, se 

evita que la proteína cambie su estructura y tome la conformación de beta cruzada, 

dando como resultado la inhibición de la fibrilogénesis 
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Conclusiones 

 

 

En el estudio que se realizó, se estableció la formación de fibras amiloides de 

lisozima humana en condiciones fisiológicas. Esto se logró a una concentración de 

25 mg/mL de lisozima, en buffer de fosfatos 20 mM de potasio a pH de 7.44, con un 

periodo de incubación de 24 horas a 37°C. Este logro demuestra que es posible 

llevar a cabo la fibrilogénesis de lisozima en el pH que ocurre realmente esta 

patología en un estudio de laboratorio. Se probaron diferentes compuestos 

fenólicos, que tuvieron diferentes efectos de todos estos el compuesto que mostró 

la mejor actividad inhibitoria fue la L-tirosina. Debido a la intensidad de fluorescencia 

que mostró y las condiciones de este trabajo. También se seleccionó debido a que 

es una biomolécula que no es tóxica y es fácil de obtener. 

Los datos obtenidos experimentalmente y por simulación son congruentes y 

complementarios, proporcionando un panorama amplio del proceso que está 

ocurriendo. Ambos procesos sugieren que la unión de la L-Tyr a la lisozima ocurre 

en un intermediario que se forma a la hora de desplegarse la lisozima. Esto da como 

resultado una inhibición de la fibrilogénesis. Esta unión parece ser que tiene un 

efecto de estabilización en la lisozima, pero hacen falta más estudios para confirmar 

esta idea. Por lo que se toma como un posible mecanismo de acción del compuesto. 

Para la finalidad de este trabajo tiene una gran importancia, debido a que propone 

una nueva idea de como se podría evitar la formación de fibras amiloides.  
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Perspectivas 

 

Para obtener la información faltante del DSC es necesario el desarrollo de un ajuste 

matemático que permita definir el número de estados del proceso y a su vez permite 

entender mejor el mecanismo. En cuanto a evidencia que afirme que existe una 

inhibición hace falta realizar una microscopia de fuerza atómica, que es la forma de 

comprobar que no hay fibras amiloides al adicionar L-Tyr.  

 

También hace falta realizar un análisis de las interacciones que se forman entre la 

L-Tyr y la lisozima en las dos posiciones que se une el compuesto. Así como las 

interacciones que cambian o se pierden en la proteína presencia del compuesto. 

Esto mediante el uso de bioinformática. 

 

Para comprobar lo expuesto en este trabajo hace falta encontrar el intermediario 

que se propuso, existen diversas técnicas que podrían dar indicios de que este 

existe y es estable, pero la prueba irrefutable es realizar la cristalización de este 

intermediario. 
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