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RESUMEN

La insulina es una proteina globular, pequefia, con estructura alfa-helicoidal que regula la homeostasis de glucosa en el organismo;
al fallar su funcion en los pacientes diabéticos; se recurre a un auxiliar que se produce a través de un proceso quimico industrial,
este procedimiento, plantea desafios importantes para los laboratorios farmacéuticos debido a la formacion de agregados amiloides
de insulina. Los compuestos fenolicos como el fenol y el m-cresol se emplean habitualmente para estabilizar la forma hexamérica
de la insulina durante su preparacién comercial. Pero, su uso a largo plazo puede ser toxico debido a los efectos adversos que
provocan los fenoles. Por tanto, en este trabajo se selecciono a la avenantramida-C, principal polifenol de la avena, para evaluar
su capacidad antiamiloide debido a la similitud estructural que tiene con los compuestos fenélicos mencionados. Los resultados
demuestran que la avenantramida-C disminuye la formacion de amiloides de insulina de manera dosis-dependiente. El analisis
espectrofotométrico realizado con lasonda ANS muestra que la avenantramida-C se une a las regiones hidrofobicas de intermediarios
de insulina parcialmente desplegados, por lo que puede considerarse como un nuevo agente para inhibir la formacion de amiloides
durante la fabricacion biofarmacéutica.
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Antiamyloid effect of avenanthramide-C on insulin fibrilation

ABSTRACT

Insulin is a small globular protein with an alpha-helical structure that regulates glucose homeostasis in the body. When its function
fails in diabetic patients, the protein produced through an industrial chemical process is used. This procedure poses significant
challenges for pharmaceutical laboratories due to the formation of insulin amyloid aggregates. Phenolic compounds, such as
phenol and m-cresol, are commonly used to stabilize the hexameric form of insulin during its commercial preparation. However,
their long-term use can be toxic due to the adverse effects caused by phenols. Therefore, in this study, avenanthramide-C, the
main polyphenol in oats, was selected to evaluate its antiamyloid capacity due to its structural similarity to the aforementioned
phenolic compounds. The results demonstrate that avenanthramide-C decreases the formation of insulin amyloids in a dose-
dependent manner. Spectrophotometric analysis using the ANS probe shows that avenantramide-C binds to hydrophobic regions
of partially unfolded insulin intermediates and can therefore be considered as a novel agent to inhibit amyloid formation during
biopharmaceutical manufacturing.
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INTRODUCCION
ainsulina esuna proteina secretada por el pancreas
! en las células B de los islotes de Langerhans,

su estructura es altamente conservada y esta
compuesta por dos cadenas, la cadena A y la
cadena B, de 21 y 30 aminoacidos respectivamente unidas
por tres puentes disulfuro. Puede encontrarse como hexamero,
tetramero o dimero de acuerdo a las condiciones del medio en
el que se encuentre y a su concentracion (Jarosinski, Dhayalan,
Chen, Chatterjee, Veras & Weiss, 2021). Una de las funciones
clave de la insulina es en la regulacion de los niveles de
glucosa sanguinea y en la prevencion de la hiperglucemia. En
los pacientes diabéticos, el organismo no produce suficiente
insulina o no la utiliza de forma eficaz, lo que conduce aniveles
elevados de glucosa en la sangre, por lo que los afectados,
dependen de la terapia de reemplazo de insulina a través
de inyecciones subcutaneas y a la fecha, ya son numerosos
los casos de pacientes diabéticos que reportan la formacion
de depositos amiloides de insulina o amiloidosis en el sitio
de inyecciones repetidas, lo que se observa como una masa
subcutanea (Okamura, Hayashino, Kore-Eda & Tsujii, 2013). La
amiloidosis empeoralos niveles de glucosa en sangre y dacomo
resultado la necesidad de un aumento en la dosis de insulina
pasando de 36 unidades a 176 unidades por dia. El control
deficiente de la glucemia provoca varias complicaciones como:
la retinopatia diabética, el coma hipoglucémico, un infarto
cerebral y lagangrena. Laamiloidosis subcutanea, normalmente
se trata mediante remocion quirurgica del area afectada, lo que
provoca complicaciones postoperatorias como infeccion en las
heridas o retraso en la cicatrizacion, especialmente cuando hay
unmal control de la glucosa sanguinea (Jarosinskietal.,2021).
La insulina y sus analogos también plantean un problema en
los entornos comerciales al producirse en grandes cantidades,
debido a que factores como el pH acido, la agitacion, la
temperatura elevada, el contacto con superficies hidrofobicas
o la variacion en la fuerza idnica, agravan su capacidad para
formar amiloides (Ziaunys, Mikalauskaite, Sakalauskas &
Smirnovas, 2024; Iannuzzi, Borriello, Portaccio, Irace &
Sirangelo, 2017). Estoreduce labiodisponibilidad de la insulina
lo que resulta en una inadecuada actividad funcional. Por lo
que, es importante desarrollar estrategias que prevengan la
formacion de los depodsitos de insulina y, aunque la terapia
de reemplazo para los pacientes diabéticos se introdujo hace
aproximadamente 100 afios, generar moléculas pequenas que
acomparfiena lainsulina en las formulaciones y que sean capaces
de evitar la formacion de amiloides de manera especifica y
efectiva, todavia es un reto. Actualmente el m-cresol y el fenol
se utilizan como conservadores en las formulas quimicas de
insulina para mantener la esterilidad y estabilizar su estado
hexamérico; sin embargo, la exposicion prolongada al fenol,
a través de las inyecciones de insulina puede resultar toxico y
provocar arritmia, convulsiones y coma al afectar el sistema
nervioso central. Se ha reportado que el m-cresol causa dafio
gastrointestinal, problemas en la piel en el lugar de inyeccion

e incluso la muerte celular después de un periodo de tiempo
(Weber, Kammerer, Streit & Licht, 2015), por lo que surge la
necesidad de reemplazar los excipientes actuales por moléculas
con un perfil mas biocompatible.

Los polifenoles se han estudiado con amplitud por ser
inhibidores amiloideos con la capacidad de unirse a las
proteinas y formar complejos a través de puentes de hidrogeno
¢ interacciones hidrofobicas. Entre ellos destacan el galato
de epigalocatequina (EGCG), la curcumina, el resveratrol,
la quercetina y el acido fertlico (Gancar et al., 2020;
Jayamani, Shanmugam, Ramaprasad & Singam, 2014; Rabiee,
Ebrahim-Habibi, Ghasemi & Nemat-Gorgani, 2013). La
avenantramida-C (Avn-C), (Figura 1A), principal polifenol de
la avena, comparte varias caracteristicas estructurales con la
curcuminay el resveratrol y, en trabajos previos se demostrd que
tiene la capacidad de inhibir la formacion de fibras amiloides
al emplear como proteina modelo la albiimina sérica bovina
(Quiroz Vazquez, Montiel Condado, Gonzalez Hernandez &
Gonzalez-Horta, 2020); sin embargo, a la fecha, no se han
encontrado reportes que demuestren el efecto inhibitorio de
la Avn-C sobre la formacion de amiloides de insulina

MATERIALES Y METODOS

La insulina humana, la avenantramida-C, la sonda Tioflavina T
(ThT)yel 1-Anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS) se obtuvieron
de Sigma Aldrich Inc. Todos los reactivos que se emplearon
fueron de calidad analitica y de J.T. Baker.

Preparacion de las muestras

Se disolvi6 insulina en polvo en una solucién de acido acético
al 20%, pH2 y 100mM de NaCl para lograr una solucién a
172uM de insulina humana. Se prepard una solucion stock de
Avenantramida-C en metanol a[Img/mL]y de ThT ala misma
concentracion y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion. La
sonda ANS se prepar6 en buffer Hepes (dcido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinaetanosulfonico) 20mM a pH 7.4.

Ensayo de fluorescencia de ThT

Para evaluar la capacidad antiamiloide de la avenantramida-C,
las muestras de insulina en ausencia y presencia de distintas
concentraciones del polifenol (100,250 y 400uM) se incubaron
a 60°C en un termomixer (Eppendorf) por 8h con agitacion
a 300rpm para inducir la formacion de fibras amiloides. Se
tomaron alicuotas de las muestras preincubadas a diferentes
tiempos, se monitored el incremento en la intensidad de
fluorescencia a 480nm tras la union a ThT y a una longitud de
onda de excitacion de 440nm en un espectrofluorimetro LS-
45 (Perkin-Elmer). Los espectros se realizaron a 25°C en una
celda de cuarzo de 0.1cm de paso dptico. La concentracion
final de ThT en la celda fue de 10uM y de insulina de 0.5uM
en buffer fosfato de sodio (PBS) S0mM a pH 7.4. Todos los
espectros fueron corregidos restando el blanco correspondiente.
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Figura 1. Inhibicion de la formacion del agregado amiloide de insulina en presencia de avenantramida-C monitoreada por espectroscopia
de fluorescencia de ThT. A) Estructura de la Avn-C utilizada en este estudio. B) Espectros de fluorescencia de insulina (172 pM) incubados
a 60°C durante 8 h en ausencia (linea negra) y presencia de Avn-C a 100 pM (linea gris oscuro), 250 pM(linea gris claro) y 450 pM (linea
punteada). Los espectros se realizaron empleando una Aexc=440nm C) Cinética de fluorescencia de la insulina en ausencia (circulo negro)
y presencia de Avn-C a 100 pM (circulo gris oscuro), 250 pM (circulo gris claro) y 450 pM (circulo blanco). Los datos se representan
como la media de tres experimentos realizados de manera independiente.

Los datos se presentan como la media = la desviacion estandar
de 3 determinaciones independientes.

Ensayo de fluorescencia de ANS

El agregado amiloide (0.5uM) en ausencia y presencia de
avenantramida-C se mezclé en una relacion molar 1:200
(insulina/sonda) y las mezclas se mantuvieron en oscuridad
a temperatura ambiente por 10min. Posteriormente, se
monitoreo la intensidad de la fluorescencia a una longitud de
onda de excitacion de 380nm y se recogieron los espectros de
emision entre 400 y 600nm en el espectrofluorimetro LS-45
(Perkin-Elmer).

Apagamiento de la fluorescencia intrinseca

El apagamiento de la fluorescencia intrinseca de los residuos
de tirosina de la insulina (8uM) disuelta en buffer PBS
20uM a pH 7.4 se monitored en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de avenantramida-C (0 a 20uM)
a 25°C empleando una longitud de onda de excitacion de
276nm. Los espectros se registraron de 300 a 360nm. Todas
las mediciones se realizaron por triplicado y los valores
se presentan como la media + la desviacion estandar de
experimentos independientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la avenantramida-C sobre la propension a la
fibrilacion de la insulina

Elefecto de laavenantramida-C sobre la formacion de amiloides
de insulina se evalud al medir la intensidad de la fluorescencia
de la ThT, una sonda sensible a la presencia de laminas  como
laque presentan los amiloides (Hudson, Ecroyd, Kee & Carver,
2009). Los espectros de fluorescencia de ThT de las muestras
de insulina incubadas por 8h a 60°C en ausencia y presencia
de la Avn-C se representan en la Figura 1B. Se observa que
en ausencia del polifenol la insulina muestra un maximo de
emision a 480nm, lo que indica la existencia de estructuras
amiloides de tipo lamina 3 y que, en presencia de cantidades
crecientes de Avn-C, la intensidad de la fluorescencia de
ThT se reduce sustancialmente y de forma dependiente de la
concentracion del polifenol por lo que puede decirse, que las
muestras coincubadas con la Avn-C presentan una disminucion
en la formacion de las estructuras de tipo lamina-f3. La cinética
de formacion amiloide (Figura 1C) demuestra que laintensidad
de la fluorescencia de la ThT en ausencia de Avn-C presenta
una tipica forma sigmoidal. El tiempo de la fase lag resultd
de 3h aproximadamente, después de las cuales, la intensidad
de fluorescencia de la ThT se incrementd con rapidez hasta
alcanzar un plato a partir de las 5h de incubacion, lo que
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demuestra la polimerizacién dependiente de la nucleacion
de la insulina como lo han reportado previamente (Gong et
al., 2014). En contraste, las muestras coincubadas con Avn-C
presentaron una menor intensidad de fluorescencia conforme
aumento la concentracion del polifenol lo que demuestra, que
la Avn-C es capaz de inhibir la formacién de fibras amiloides
de forma dosis-dependiente presentando el méaximo efecto
inhibitorio a una concentracién de 400uM. En presencia de
Avn-C el tiempo de meseta permaneci6é casi sin cambios
si se compara con el control, aunque, a partir de las Sh de
incubacion, la intensidad de la fluorescencia maxima se redujo
hasta un 50%, 60% y 90% en presencia de 100, 250 y 400pM
de Avn-C respectivamente, lo que indica una disminucién en la
formacion de las estructuras de tipo lamina . La disminucion
en la intensidad de la fluorescencia de la ThT en presencia del
polifenol manifiesta el potencial antiamiloide de la Avn-C. Esto
es probable que se debaala capacidad que tienen los polifenoles
y por tanto la Avn-C, de interactuar con las proteinas a través
de los grupos hidroxilo localizados en sus anillos aromaticos,
al formar puentes de hidroégeno e interferir con la formacion
de amiloides. Cabe sefalar, ademas, que la Avn-C no solo
cuenta en su estructura con dos grupos aromaticos terminales,
que se requieren para interactuar con las proteinas, sino que
también presenta un linker alifatico corto, que cumple con las
caracteristicas estructurales propuestas por Reinke & Gestwicki
(2007) para que, moléculas pequeiias, sean capaces de inhibir
la formacion de amiloides proteicos. Con la finalidad de evitar
cualquier falso positivo en el ensayo de ThT, se realizaron los
espectros de absorbancia (de 400 a 700nm) y de fluorescencia
(460-590nm con una Aexc 440nm) a la insulina, ala ThTy a
la Avn-C. Los resultados mostraron que la Avn-C no presenta

absorbancia a la longitud de onda de excitacion de la ThT
y tampoco se origina un incremento en la intensidad de la
fluorescencia tras ser incubada con la sonda en ausencia de
la insulina, lo que demuestra que la Avn-C no forma fibras
amiloides por si misma ni tampoco interactiia con la sonda
libre descartando asi, cualquier interferencia en el ensayo con
ThT (Figura 2).

Modulacion hidrofobica superficial de la insulina

Elplegamiento incorrecto de las proteinas y su desdoblamiento
de manera parcial, son los pasos previos necesarios para la
formacion de amiloides. Dado que el nucleo de una proteina
globular estd enriquecido con residuos hidrofobicos en
comparacion con la superficie, su desplegamiento da como
resultado la exposicion de los residuos hidrofobicos al medio
externo. Esta alteracion en su estructura se detecta mediante
los cambios caracteristicos en la fluorescencia del ANS, una
sonda fluorescente muy util para seguir la transformacion
estructural de las proteinas en solucion. La union preferencial
del ANS a grupos hidrofébicos da lugar a un incremento en la
emision de lafluorescencia acompafiada de un desplazamiento
hacia el azul del maximo espectral (Younan & Viles, 2015).
Asi, al utilizar como sonda el ANS, se evalu6 si en presencia
del polifenol hay una reduccion hidrofobica en la superficie
proteica. En la Figura 3 se muestran los espectros de emision
de la fluorescencia del ANS medidos para las muestras de
insulina co-incubadas en ausencia y presencia de la Avn-C.
Las fibras de insulina presentan un maximo de emision
~460nm y un desplazamiento hacia el azul si se compara
con la intensidad de la fluorescencia maxima de la sonda en
un entorno polar. En presencia del polifenol, se observa una
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Figura 2. Espectros de absorbancia de la insulina y la Avn-C a las concentraciones utilizadas en este trabajo. Los espectros muestran que
no se produce dispersion debido a la limitada solubilidad de los compuestos (panel izquierdo). Espectros de fluorescencia de la insulina
y la Avn-C excitados a 440nm, ninguno de ellos produce emisiéon a 480nm, donde la ThT muestra el pico de fluorescencia asociado a los

amiloides (panel derecho).
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marcada disminucion en la intensidad de la fluorescencia en
la sonda conforme se aumenta la concentracion de Avn-C
en la muestra. Estos resultados indican que la Avn-C reduce
la exposicion de los residuos hidrofobicos de los amiloides
de insulina. Es probable que esto se deba a la capacidad del
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Figura 3. Espectros de fluorescencia ANS de la insulina (0.5pM)
incubada a 60°C durante 8 h en ausencia y presencia de Avn-C
(100, 250 y 400 pM). Los datos que se muestran corresponden
al promedio de tres experimentos realizados de manera
independiente.

polifenol de interactuar con las regiones hidrofobicas de la
proteina y que esté relacionado con su potencial inhibitorio
frente a la fibrilacion de insulina (Das et al., 2020). Los
controles realizados en ausencia de la insulina no mostraron
fluorescencia significativa de ANS en presencia de la Avn-C
en las mismas condiciones experimentales.

Pérdida de la fluorescencia intrinseca de la insulina

La fluorescencia intrinseca de una proteina se debe a la
presencia de residuos aromaticos en su estructura y se utiliza
para estudiar la interaccion proteina/ligando (Alam et al.,
2017). La insulina humana tiene 4 residuos de tirosina que se
usan como fluoréforos, ya que tienen un maximo de absorcion
alaA=276nm. Los fluoréforos son capaces de interactuar con
otras moléculas presentes en una solucion y debido a esas
interacciones presentan el fendmeno conocido como pérdida de
lafluorescencia o quenching, que consiste en la falta de emision
fluorescente siempre y cuando exista contacto molecular entre
un fluoréforo y un quencher o apagador. En la Figura 4A se
observa que la adicion de concentraciones crecientes de Avn-C
(0—20uM) sobre una concentracion fija de insulina dan lugar a
unadisminucion gradual en la intensidad de la fluorescencia, sin
que se observe un desplazamiento significativo en la longitud
de onda de emision lo que significa que, la interaccion entre
la Avn-C y la insulina desactiva o apaga la fluorescencia
intrinseca de la proteina. El mecanismo de interaccion entre
este tipo de moléculas se clasifica como estatico o dinamico.
En el quenching estatico, se forma un complejo fluoréforo/
quencher en donde tras ocurrir la absorcion de energia por parte
del complejo, ésta regresa al estado fundamental sin la emision
de un foton. Cuando la desactivacion resulta de un choque
entre el quencher y el fluoréforo, el mecanismo es dinamico.
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Figura 4. Apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la insulina (8uM) por Avn-C. A) Espectros de emision de fluorescencia de la
insulina en funcion de concentraciones crecientes de Avn-C, de 0 (linea superior) a 20 pM (linea inferior). B) Grafico de Stern-Volmer

contra diferentes concentraciones del polifenol.
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Los datos de quenching de la fluorescencia en presencia del
polifenol se analizaron mediante la grafica de Stern-Volmer
y, como se observa en la Figura 4B, se obtuvo una relacion
lineal. La pendiente de la grafica se denomina constante de
Stern-Volmer (Kgy) interpretada como la constante de union
del complejo insulina/Avn-C con un valor de 7 x 10* mL mol-.
A partir de este valor se calculd la constante de quenching
(K,) asumiendo que el valor conocido para la fluorescencia del
triptofano en biopolimeros y en ausencia de un quencher (t,) es
de 10®s (Lakowicz, 2006). El valor resultante fue K, =7x 10"* L
mol s y, debido a que el valor de K, es mayor a2 x 10'° L
mol!s’!, se trata de un mecanismo estatico.

Sehareportado que es posible inhibir la formacion de amiloides
proteicos al emplear compuestos aromaticos policiclicos que
la previenen debido a la presencia de varios grupos -OH en su
estructura. Los grupos -OH interactian con la insulina a través
de interacciones electrostaticas y de puentes de hidrogeno que
la estabilizan, como la curcumina y el EGCG (Gong et al.,
2014). La curcumina, una molécula natural que se encuentra en
la ciircuma, ayuda si se usa en concentraciones micromolares,
aunque tiene la desventaja de que es relativamente insoluble
en soluciones acuosas a temperatura ambiente. Los estudios
de acoplamiento molecular revelan que, el posible sitio de
interaccion entre la insulina y la curcumina es la cadena B de
la proteina (Rabiee et al., 2013). Por otra parte, el EGCG que
se encuentra principalmente en el té verde, inhibe parcialmente
la formacion de amiloides de insulina si se emplea un pH
acido (Dubey, Anand, Shekhawat & Kar, 2017) mientras que,
a pH neutro, actlia como un puente y se asocia con la forma
tetramérica o hexamérica de la insulina, lo que ralentiza su
desnaturalizaciony portanto su capacidad para formaramiloides
(Nie, Zhu, Peng, Ge & Li,2016). Estudios de docking molecular
realizados previamente en nuestro laboratorio, mostraron que
la avenantramida-C interactia con la cadena B de la insulina
a través de la formacion de puentes de hidrogeno tal y como
ocurre con la curcumina, lo que sugiere que el principal polifenol
de la avena podria estabilizar la forma hexamérica y de cierta
forma impedir la formacion de amiloides de insulina.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que
laavenantramida-C es una molécula con potencial terapéutico
para inhibir la formacion de amiloides de insulina debido
a su capacidad para interactuar y formar un complejo con
esta proteina, al lograr disminuir los sitios hidrofobicos
disponibles para la asociacion de mondémeros proteicos. Si
bien es esencial realizar mas investigaciones para aclarar si
el polifenol estabiliza la estructura nativa alfa-helicoidal de la
insulina o bien su forma héxamerica, consideramos que estos
resultados son importantes para el disefio racional de posibles
terapias antiamiloidogénicas.
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