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RESUMEN

El disefio de proteinas para el desarrollo de sistemas con estructuras y funcionalidades especificas y novedosas
ha aumentado notablemente durante los Ultimos anos gracias al gran avance que han experimentado las técnicas
computacionales y experimentales. Las proteinas, como bloques de construccién fundamentales en los seres vivos,
ofrecen una enorme versatilidad para la ingenieria biomolecular. Su capacidad para adoptar estructuras diversas y
llevar a cabo funciones especificas las convierte en herramientas esenciales para la creacion de nuevos materiales y
sistemas en biomedicina, biotecnologia y bioelectrénica. En concreto, las proteinas de repeticion son de gran interés
por el elevado potencial que proporcionan al area de la ingenieria de proteinas y el disefno de materiales debido a
su modularidad y gran robustez. En particular, la familia de proteinas consenso de repeticion de tetratricopéptidos
(CTPRs) ha sido ampliamente empleada en multiples &reas de bionanotecnologia debido a su capacidad inherente de
autoensamblaje en sistemas macroscopicos, asi como por su habilidad para estabilizar metales en el interior de su
estructura de superhélice. En el presente articulo, se proponen las proteinas de repeticion como sistemas ideales para
el diseno de proteinas, destacando su capacidad como unidades estructurales y funcionales tanto para el desarrollo
de materiales basados en el autoensamblaje como para servir de plantillas para la estabilizacion de nanoparticulas
metélicas, asi como su uso como agentes de contraste, biocatalizadores, biosensores y en bioelectronica.

Palabras clave: Disefio de proteinas; Proteinas modulares; Autoensamblaje; Biomateriales; Nanomateriales;
Hibridos proteina-nanomaterial; Bioelectrdnica.

ABSTRACT

Protein design for the development of systems with specific and novel structures and functions has increased
significantly in recent years, thanks to major advances in computational and experimental techniques. Proteins,
as fundamental building blocks of living organisms, offer enormous versatility for biomolecular engineering.
Their ability to adopt diverse structures and perform specific functions makes them essential tools for
creating new materials and systems for applications in biomedicine, biotechnology, and bioelectronics. In
particular, repeat proteins are of great interest due to the high potential they provide for protein engineering
and materials design, due to their modularity and robustness. Among them, the family of consensus
tetratricopeptide repeat proteins (CTPRs) has been widely used in multiple areas of bionanotechnology
because of their inherent capacity for self-assembly into macroscopic systems, as well as their ability to
stabilize functional nanomaterials within their structure. In this article, repeat proteins are presented as
ideal systems for protein engineering, highlighting their potential as structural and functional units for the
development of self-assembled materials, as templates for the stabilization of metal nanomaterials, and for
applications such as contrast agents, biocatalysts, biosensors, and bioelectronics.

Keywords: Protein design; Modular proteins; Self-assembly; Biomaterials; Nanomaterials; Protein-
nanomaterial hybrids; Bioelectronics.
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INTRODUCCION

Las proteinas son las macromoléculas mas abundan-
tes en los seres vivos. Estas forman parte de la mayo-
ria de los procesos esenciales de las células, jugando
un papel fundamental en su supervivencia y sus fun-
ciones. La estructura de una proteina, formada por
la interaccién y plegamiento en el espacio tridimen-
sional de una cadena lineal de aminoacidos, deter-
mina vy regula su funcién en las células. Dado que
existe una alta variabilidad en las posibles secuencias
de aminoécidos vy, por tanto, en las estructuras que
puede adoptar, es posible disenar proteinas con es-
tructuras, propiedades y funcionalidades especificas
completamente novedosas. Esta amplia versatilidad
ha provocado un creciente interés durante las Ulti-
mas décadas por el area de ingenieria y disefo de
proteinas, debido al impacto que tiene tanto en la
investigacion fundamental de proteinas y bioquimica,
como en su aplicacion en biotecnologia y biomedici-
na, entre otras.(Huang et al., 2016)

La prediccion de la estructura tridimensional de las
proteinas, basandose en la secuencia de aminoaci-
dos, es uno de los mayores retos en el &mbito del di-
sefio de proteinas. Sin embargo, durante los Ultimos
afos este campo ha experimentado avances notables
impulsados por progresos tanto experimentales como
computacionales. En primer lugar, el progreso de téc-
nicas experimentales de alto rendimiento ha facili-
tado, por un lado, la resolucion de un gran ndmero
de estructuras proteicas, acelerando el conocimiento
sobre las relaciones secuencia-estructura-funcion en
las proteinas. Por otro lado, ha permitido la gene-
racion y la evaluacion de librerias extensas de pro-
teinas disenadas, fomentando el descubrimiento de
proteinas con estructuras y funcionalidades novedo-
sas. En segundo lugar, los métodos computacionales,
alineados con el aumento de informacién experimen-
tal, han permitido tanto predicciones mas precisas de
estructuras y funciones, como aumentado el conoci-
miento de la relacion secuencia/estructura. La siner-
gia de los enfoques experimental y computacional ha
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permitido tanto el redisefio como el disefo de novo
de proteinas y ensamblajes con funciones y estruc-
turas personalizadas, abriendo nuevas oportunidades
en investigacion cientifica e industria.(Huang et al.,
2016; Saven, 2010)

Durante los ultimos anos, los métodos computacio-
nales han revolucionado la investigacion en el area
de diseno de proteinas gracias a la aparicion de la
inteligencia artificial (I1A) y el aprendizaje automatico.
Existen distintos enfoques computacionales para la
prediccion de estructuras proteicas como los basa-
dos en aprendizaje automatico (AlphaFold(Baek et
al., 2021; Jumper et al., 2021) y RosettaFold(Baek et
al., 2021)) , los métodos basados en algoritmos de
Monte-Carlo (Rosetta), o los enfoques que utilizan
calculos de modelos fisicos, como la mecanica cuan-
tica (MQ) vy la dindmica molecular (MD).(MacKerell et
al., 1998; Park et al., 2016; Ponder & Case, 2003) La
IA ha demostrado ser una herramienta especialmente
transformadora para el avance en este campo por su
excelente precisién en la prediccion de estructuras.
Este progreso ha sido tal que el Premio Nobel de
Quimica en 2024 ha sido galardonado al Prof. David
Baker, al Dr. Demis Hassabis y al Dr. John Jumper por
“la prediccion de la estructura de proteinas mediante
el uso de inteligencia artificial”. El Prof. David Baker
ha sido galardonado con el Premio Nobel por el de-
sarrollo del programa Rosetta, el cual permite la pre-
diccion de las estructuras conformacionales de las
proteinas mediante la identificacion de estados de
baja energia. Una de las mayores aplicaciones de Ro-
setta ha sido el disefio de proteinas de novo mediante
la optimizacion de la secuencia de aminoacidos para
la obtencidén de una estructura definida.(Leman et al.,
2020; Marcos & Silva, 2018) EI Dr. Demis Hassabis vy
el Dr. John Jumper han sido galardonados con el Pre-
mio Nobel por el modelo de IA AlphaFold2, que esta
basado en el entrenamiento de una red neuronal para
la prediccion de la estructura de proteinas mediante
el alineamiento multiple de secuencias (MSA) y mé-
todos de distancia entre pares usando la informacién
disponible en el banco de datos de proteinas (PDB).
(Jumper et al., 2021) Estas contribuciones han trans-
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formado la forma en la que entendemos y diseflamos
proteinas. Todas estas metodologias computacio-
nales proporcionan herramientas poderosas para la
prediccion de estructuras proteicas, el disefo, y di-
namica de proteinas, pudiendo complementarse para
maximizar y optimizar los beneficios derivados de
los distintos resultados de dichas técnicas. Aunque
se han logrado grandes avances en el campo, sigue
siendo un area de intensa investigacién, debido a la
alta complejidad de las relaciones secuencia-estruc-
tura-funcién en proteinas. La dificultad inherente a
la prediccion de las estructuras conformacionales en
el espacio de las proteinas convierte el diseno racio-
nal de estas un desafio de gran relevancia cientifica.
En este sentido, las proteinas basadas en modulos
de repeticién han sido ampliamente utilizadas como
una estrategia eficiente, ya que su mayor simplicidad
y versatilidad ayudan a reducir significativamente la
complejidad del disefio y la prediccién de sus estruc-
turas tridimensionales.

La combinacién de avances en técnicas experimen-
tales y computacionales, junto con las ventajas que
proporcionan las protefnas de repeticién, ha per-
mitido el desarrollo de materiales con morfologia y
funcionalidades especificas y novedosas. Ademas,
estas proteinas se han integrado con nanomateriales,
participando las proteinas como excelentes plantillas
para la estabilizacion de nanomateriales metalicos.
Estos nanomateriales han demostrado excelentes
propiedades para su aplicacion en ambitos como la
bioelectrénica,(Mejias et al., 2021) como agentes de
contraste en imagen médica,(Aires, Maestro, et al.,
2021) biosensores,(Aires et al., 2018; Romeo et al.,
2021) y biocatalisis,(Donnelly et al., 2018; Watkins
et al., 2017) entre otras aplicaciones. Ademas, estos
biomateriales proteicos también destacan por su alta
compatibilidad con sistemas biolégicos, biodegrada-
bilidad y sostenibilidad.

PROTEINAS DE REPETICION

Las proteinas de repeticion son proteinas naturales
normalmente involucradas en procesos de interac-
ciones entre proteinas, que surgen de la duplicacion
en tandem de un motivo especifico que es estruc-
turalmente compatible consigo mismo por empalme
o duplicacién de genes.(Andrade et al., 2001) Cada
repeticion suele contener entre 18 y 47 aminoaci-
dos, y sus estructuras se mantienen principalmente
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mediante interacciones regulares y de corto alcan-
ce.(Boersma & Plu, 2011) La simplicidad de las pro-
teinas de repeticion permite comprender mejor las
relaciones secuencia-estructura-funcién, en compa-
racién con la mayoria de las proteinas, lo que hace
que estas familias sean ideales como bloques para
la ingenieria de proteinas. Las familias de proteinas
de repeticion mas estudiadas son la repeticién rica
en leucina (LRR), la repeticién armadillo (ARM), la
repeticion anquirina (ANK), la repeticién de tetratri-
copéptidos (TPR) y la efectora de actividad similar a
activador de transcripcién (TALE) (Figura 1).

Dado que el tamano vy la morfologia de las proteinas
de repeticion se pueden modular de manera relati-
vamente sencilla, estas proteinas ofrecen oportuni-
dades Unicas para la ingenieria y disefo de bloques
robustos con caracteristicas deseadas. A diferencia
de las proteinas globulares, las cuales forman con-
tactos complejos de largo alcance, una caracteristi-
ca clave de las proteinas de repeticion es que cada
modulo interacciona exclusivamente con los moé-
dulos vecinos, proporcionando una cooperatividad
entre los distintos médulos que es responsable del
plegamiento lineal caracteristico de estas proteinas.
Esta modularidad y cooperatividad reduce conside-
rablemente la complejidad del rediseno y prediccion
de la estructura de dichas proteinas en comparacion
con las protefnas globulares. Esta caracteristica per-
mite insertar, eliminar o sustituir unidades de re-
peticion sin alterar significativamente la estructura
global, garantizando el mantenimiento de interfaces
compatibles entre las unidades. El objetivo principal
del diseno de proteinas de repeticion es desarro-
[lar sistemas modulares para diversas aplicaciones,
centrandose en estructuras estables, homogéneas y
modulares.

Laingenieria de estas proteinas se suele centrar en el
redisefio de las secuencias consenso obtenidas me-
diante el analisis de secuencias de proteinas nativas
y el disefo basado en estructuras. Las secuencias
consenso se basan en el analisis estadistico median-
te MSA, estudiando la conservacion de los distintos
aminoacidos entre las proteinas nativas. Como resul-
tado, la secuencia consenso muestra el aminoacido
mas frecuente entre las proteinas naturales en cada
posicion.(Parmeggiani & Huang, 2017) El disefio por
consenso ofrece dos ventajas clave frente al uso de
una proteina especifica de la familia. En primer lugar,
la secuencia consenso suele tener significativamen-
te mayor estabilidad al preservar las caracteristicas
estructurales que son inherentes a una familia na-
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Figura 1. Familias de proteinas de repeticion. Nombre de la familia de proteinas de repeticion y estructura de repeticiones
en tandem. LRR (PDB ID:1A4Y). ARM (PDB ID: 4DB9). ANK (PDB ID: 2XEE). TPR (PDB ID: 2AVP). TALE (PDB ID: 4HPZ).

tural, las cuales pueden perderse en proteinas que
han evolucionado para realizar una funcién concreta.
En segundo lugar, la secuencia consenso garantiza la
compatibilidad entre repeticiones, ya que son todas
idénticas, permitiendo la adicién, eliminacién e inter-
cambio de repeticiones.(Boersma & Plu, 2011) Por
estas razones, el diseio de una secuencia consenso
de proteinas de repeticion se ha realizado de forma
efectiva en varias familias de proteinas de repeticion,
incluyendo ANK,(Binz et al., 2003) TPR,(Main et al.,
2003) ARM, (Parmeggiani et al., 2008) LRR,(Lee et al.,
2012) entre otras.(Coquille et al., 2014; Gully et al.,
2015).

Entre las proteinas de repeticién, la secuencia con-
senso de la familia de las proteinas de repeticion
tetratricopéptido (CTPR del inglés Consensus tetra-
tricopeptide repeat), disefiada en el laboratorio de
la Prof.? Regan, estd en el punto de mira debido a
su gran robustez y estabilidad. Las proteinas CTPR,
provienen del motivo estructural TPR, el cual inter-
viene normalmente en interacciones proteina-pro-
teina en las células.(Main et al., 2003) El moddulo
individual se compone de una unidad estructural de
hélice-giro-hélice, cuyo apilamiento en tdndem (que
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puede variar de 3 a 20 moédulos) forma una estruc-
tura terciaria superhelicoidal (Figura 2).(Kajander et
al., 2005) Esta unidad estructural estd constituida
por 34 aminoacidos, de los cuales s6élo 8 estan alta-
mente conservados y son esenciales para garantizar
el plegamiento adecuado.(Main et al., 2003) Esta ro-
bustez confiere una alta estabilidad estructural que
permite la mutacion de varios aminoacidos sin afec-
tar a la estructura de la proteina, (Uribe et al., 2021)
(Cortajarena et al., 2011) ademas de permitir la sin-
tesis de nanomateriales metalicos en su estructura.
(Aires, Maestro, et al., 2021) La naturaleza modular
de estas proteinas también permite el ensamblaje
de diferentes unidades de forma controlada (Kajan-
der et al., 2007) y la fusién con otros mdédulos diana
o terapéuticos.(Aires, Maestro, et al., 2021; Uribe
et al., 2021) En conclusién, las proteinas CTPR son
muy sencillas y altamente personalizables, amplian-
do enormemente el control de la sintesis y la ver-
satilidad de los nanomateriales hibridos resultantes.
Ademas, el diseno de estas proteinas podria llevar
estos sistemas al siguiente nivel: el caracter modu-
lar de las proteinas CTPR permite la incorporacién
de moléculas diana y terapéuticas dentro del mismo
andamiaje.
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Figura 2. Estructura de la proteina CTPR. Modelo de la unidad estructural acompaiado de su secuencia. Los aminoacidos
conservados se muestran en azul mas claro. La repeticion en tandem del médulo individual CTPR (que puede variar de

3 a 20 médulos) origina una estructura terciaria de superhélice. Las diferentes repeticiones se resaltan en tonos azul y

verde azulado. La hélice individual en el extremo C-terminal en color verde corresponde a la hélice de solvatacion en el

C-terminal la cual evita la exposicion de aminoacidos hidrofébicos a la superficie e incrementa la solubilidad de la proteina

(PBD ID: 2HYZ).

DISENO DE ENSAMBLAJES DE PROTEINAS

El autoensamblaje es un proceso espontaneo por
el que unidades monoméricas de un mismo com-
ponente interaccionan mediante interacciones
no-covalentes para formar estructuras de mayor
complejidad. En la naturaleza, las proteinas no solo
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funcionan como componentes individuales en las
células, sino que también son capaces de autoen-
samblarse para formar estructuras mas complejas
que normalmente se encuentran en la naturale-
za como estructuras supramoleculares proteicas,
como es el caso de la queratina, el colageno, las ca-
pas S, o las capsides viricas. Esta tendencia innata
de las proteinas para autoensamblarse en estruc-
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turas jerarquicas altamente ordenadas ha inspirado
el uso de la ingenieria de proteinas para el desa-
rrollo de estructuras supramoleculares autoensam-
bladas.(Cortajarena & Grove, 2016; Whitesides et
al., 1991)

El desarrollo de materiales basados en el autoen-
samblaje de proteinas presenta un reto adicional
al autoensamblaje de moléculas pequenas debido
a que las proteinas son moléculas mas complejas.
Sin embargo, gracias a la estructura macromole-
cular de las proteinas, se pueden desarrollar ma-
teriales en los que es posible controlar mejor la
geometria que con moléculas pequefas. El ensam-
blado de proteinas en estos materiales puede in-
ducirse mediante distintas estrategias. Uno de los
enfoques mas comunes es el disefio de interfaces
hidrofobicas para promover el ensamblaje de los
componentes individuales, permitiendo controlar
las interfaces de interaccion entre las proteinas
y, por ende, la geometria del material.(Tyka et al.,
2011) Otros enfoques por los que se puede con-
trolar la estabilidad y reproducibilidad de los en-
samblajes incluyen: enlaces biotina-estreptavidina,
enlaces disulfuro,(Mejias et al., 2014; Suzuki et al.,
2016) interacciones mediadas por metales,(Suzuki
et al., 2016) o enlaces asistidos por interacciones
peptidicas. (Ferrari et al., 2012) El uso de estas
estrategias ha permitido durante los Ultimos anos
el diseno y desarrollo de fibras,(Mejias et al., 2014;
Phillips et al., 2012) cristales,(Ben-Sasson et al.,
2021; Suzuki et al., 2016; Zhang et al., 2020) ma-
trices, peliculas,(Carter & Grove, 2015; Grove et
al., 2013; Mejias et al., 2021) y jaulas,(Divine et al.,
2021) basadas en proteinas, que han presentado
caracteristicas prometedoras para el desarrollo de
materiales bioactivos o incluso bioelectronicos.(Lai
et al., 2012)

Las proteinas de repeticion son candidatas excep-
cionales para el desarrollo de materiales novedo-
sos debido a su caracteristica modularidad y es-
tructura jerarquica. Especialmente, las proteinas
CTPR presentan una tendencia de autoensamblaje
intrinseca que ha permitido el desarrollo de ma-
teriales con una morfologia controlada gracias a
esta tendencia de autoorganizacion. Estas propie-
dades innatas de autoensamblaje estdn mediadas
por interacciones axiales entre los extremos de las
superhélices observadas en el empaquetamiento
de los cristales,(Cortajarena et al., 2010; Kajander
et al., 2007), peliculas solidas,(Carter & Grove,
2015; Grove et al., 2013) y en solucion,(Phillips
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et al., 2012) asi como por interacciones latera-
les entre superhélices también observadas en el
empaquetamiento de cristales.(Cortajarena et al.,
2010; Kajander et al., 2007)

Esta tendencia natural de autoensamblaje ha per-
mitido el desarrollo de materiales basados en
CTPRs con una morfologia y propiedades fisicas
controladas.(Carter & Grove, 2015; Grove et al.,
2013; Mejias et al., 2016) Un ejemplo de estos
materiales se desarrollé6 en nuestro laboratorio,
donde se crearon fibras nanométricas de CTPR
formadas por su tendencia innata de interaccion
entre extremos de las superhélices. Ademés, la di-
reccionalidad de las fibras y su autoensamblado
fueron optimizados mediante la adicion de cistei-
nas en los extremos N- y C-terminales, generado
enlaces covalentes que promueven la estabiliza-
cién de estructuras fibrilares unidimensionales
(1D) de CTPRs.(Mejias et al., 2014) La dimensio-
nalidad de estos materiales se extendié a la se-
gunda dimension gracias a la tendencia natural de
interaccién lateral entre las superhélices. Durante
los Ultimos afos, se han desarrollado varios ma-
teriales bidimensionales (2D) basados en CTPRs
mediante diferentes enfoques, demostrando la
versatilidad y el potencial de estas proteinas para
formar materiales nanoestructurados. Un ejem-
plo fue en el que se desarrollaron monocapas de
CTPR20 anadiendo una cisteina en el extremo
C-terminal para adherirlas a una superficie de oro
mediante el enlace oro-azufre. El autoensamblaje
lateral natural entre las proteinas junto su unidn
a la superficie de oro mediante el enlace con las
cisteinas permitio el desarrollo de una monocapa
compacta de proteinas.(Mejias et al., 2016) Otro
ejemplo es el desarrollo de peliculas delgadas de
CTPRs mediante la disposicion de estas sobre una
pelicula de teflén, en el que el secado facilita el
autoensamblaje inherente de estas proteinas. Es-
tas peliculas delgadas no solo demostraron tener
orden macroscoépico, sino que ademas las protei-
nas conservaron su estructura nativa en el propio
material, siendo este un requisito fundamental
para el desarrollo de materiales funcionales (Figu-
ra 3A).(Grove et al., 2013) La investigacién sobre
estos materiales basados en CTPRs dio un paso
mas adelante gracias al estudio de su capacidad
conductora. Estos materiales basados en CTPRs
autoensambladas mostraron conduccion, aunque
baja, la cual fue potenciada mediante la funciona-
lizacion de las proteinas con nanoparticulas de oro
(Figura 3B).(Mejias et al., 2021)
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Figura 3. Materiales basados en el ensamblaje de CTPRs. A. Peliculas de CTPR autoensambladas. Esquema adaptado de la

Autoensamblaje Pelicula conductora de CTPRs

referencia y permiso de (Grove et al., 2013a). B. Peliculas autoensambladas de CTPR con capacidad conductora. Esquema
adaptado de la referencia y permiso de (Mejias et al., 2021a). C. Coensamblaje entre fibras de péptidos autoensambladas
con proteinas CTPR modificadas con uno o dos péptidos anfifilicos, dando lugar al desarrollo de fibras unidimensionales
o un paracristal bidimensional, respectivamente. Esquema adaptado de la referencia y permiso de (Perez-Chirinos et al.,

2025).

A pesar del control sobre la morfologia y propiedades
de estas estructuras autoensambladas, aumentar la
complejidad de estos sistemas puede tener gran-
des beneficios para ampliar el nimero de aplicacio-
nes para los que se pueden usar estos materiales.
La combinacion de dos moléculas diferentes que
se ensamblan para formar estructuras supramole-
culares mediante interacciones no-covalentes se
denomina coensamblaje. El coensamblaje de molé-
culas pequenas derivadas de péptidos para formar
estructuras supramoleculares se ha estudiado am-
pliamente durante los ultimos afos. (Alakpa et al.,
2016; Freeman et al., 2018; Sasselli & Syrgiannis,
2020) Sin embargo, area desafiante en el desarro-
I[lo de materiales supramoleculares es el coensam-
blaje de proteinas. Un ejemplo de estos sistemas
complejos formados por el coensamblaje de distin-
tas proteinas fue la investigacion llevada a cabo en
el laboratorio del Prof. David Baker en el que desa-
rrollaron una matriz bidimensional hibrida basado
en la estructura de las capas S, compuesta por dos
proteinas disefiadas completamente de novo espe-
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cificamente para coensamblarse en matrices hexa-
gonales(Ben-Sasson et al., 2021).

Un paso extra de complejidad a incluir en estos
sistemas es inducir el coensamblaje entre molécu-
las pequefas y macromoléculas para formar siste-
mas con una topologia determinada y ordenada. El
coensamblaje entre péptidos y proteinas presenta
un gran potencial para desarrollar materiales fun-
cionales bioactivos gracias a la capacidad de ambos
componentes como unidades estructurales para
formar sistemas ordenados, su biocompatibilidad vy
funcionalidad, afiadido a la amplia versatilidad que
las proteinas presentan. Un ejemplo de estos siste-
mas fue el llevado a cabo en el laboratorio del Prof.
Joel H. Collier en el que desarrollaron fibras uni-
dimensionales mediante el coensamblaje de pro-
tefnas marcadas con péptidos amiloides y péptidos
amiloides libres.(Hudalla et al., 2014) Otro ejemplo
en el que el coensamblaje entre péptidos y protei-
nas se lleva a un nivel de complejidad mayor fue el
desarrollado en nuestro grupo de investigaciéon en
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el que fueron capaces de modular la dimensiona-
lidad (1D y 2D) de los materiales coensamblados,
dependiendo del disefo especifico de la proteina.
En primer lugar, se disenaron fibras supramolecu-
lares compuestas por el autoensamblaje de pép-
tidos anfifilicos. En segundo lugar, dos proteinas
CTPR fueron disefadas mediante la adicion de
uno o dos péptidos anfifilicos en los extremos de
la proteina, por el que mediante el coensamblaje
de los péptidos unidos a las proteinas y las fibras
autoensambladas se desarrollaron materiales su-
pramoleculares coensamblados unidimensionales
y bidimensionales, respectivamente (Figura 3C).
(Perez-Chirinos et al., 2025) El sistema bidimen-
sional presentaba una anisotropia y orden carac-
teristicas de un sistema paracristalino altamente
ordenado, conseguido por el coensamblaje de am-
bos componentes que actlan como unidades es-
tructurales.

NANOMATERIALES HIBRIDOS BASADOS EN
PROTEINAS

Los nanomateriales hibridos son estructuras forma-
das por la combinacién de al menos un nanomaterial
(material con al menos una dimension en la escala
nanométrica, es decir, menor a 10°7 metros) con uno
0 mas materiales. Esta integracion da lugar a una es-
tructura Unica que mantiene sus dimensiones en la
nanoescala y presenta propiedades emergentes de-
rivadas de la interaccién entre sus componentes. La
estructura y funcionalidad de estos nanomateriales
estan determinadas por la naturaleza quimica vy la
arquitectura molecular de los componentes indivi-
duales, que al combinarse pueden generar nuevas
propiedades o mejorar las ya existentes. (Yanez-Se-
defio et al., 2019)

En estos sistemas hibridos, cada componente des-
empena al menos un papel especifico. Uno de los
componentes individuales suele proporcionar esta-
bilidad estructural, mientras que el otro aporta fun-
cionalidad como por ejemplo propiedades oépticas,
conductoras o cataliticas. Los componentes organi-
cos que se emplean para formar nanohibridos in-
cluyen pequefas moléculas, polimeros, dendrimeros
o biomoléculas, como ADN o proteinas. Entre los
componentes inorganicos mas empleados se en-
cuentran materiales como metales nobles, oxidos
de hierro, puntos cuanticos o materiales de carbo-
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no. La incorporacién de biomoléculas en estos na-
nomateriales hibridos ofrece ventajas clave, como
una mayor biocompatibilidad, solubilidad en medio
acuoso, y estabilidad en condiciones biolégicas, lo
que los hace especialmente prometedores para apli-
caciones en biomedicina o biotecnologia.

La fabricacion de estos bionanomateriales hibridos
se realiza principalmente siguiendo dos metodolo-
gias diferentes, dependiendo del procedimiento de
ensamblaje que se utiliza para la sintesis del ele-
mento funcional. Una primera estrategia, consiste
en la conjugacion de los distintos componentes a
través de enlaces moleculares o fuerzas fisicoquimi-
cas. En el caso de los bionanomateriales basados en
proteinas, se seleccionan normalmente los aminoa-
cidos para la conjugacién covalente o no covalente
en la superficie de la proteina para llevar a cabo el
anclaje del nanomaterial a la biomolécula. (Rana et
al., 2010) La segunda estrategia para la generacion
de bionanomateriales es la sintesis in situ, que im-
plica el crecimiento del nanomaterial en presencia
de la biomolécula estabilizadora para dar lugar al
nanomaterial hibrido. La biomolécula proporciona el
soporte y ambiente quimico adecuado para la es-
tabilizacién del nanomaterial. En comparacion con
el enfoque de conjugacién directa a proteinas men-
cionado anteriormente, la sintesis in situ permite
protocolos sintéticos sencillos de un solo paso que
determinan la ubicacién del nanomaterial en sitios
especificos dentro de la proteina, al tiempo que se
preserva el tamafio a nanoescala del hibrido.

Las proteinas son especialmente atractivas como
andamiaje para la sintesis de nanomateriales hibri-
dos, ya que contienen numerosos grupos quimicos
funcionales (tioles, imidazoles y carboxilos) capaces
de coordinar iones metélicos,(Degtyar et al., 2014;
Holten-andersen & Buehler, 2021) que pueden utili-
zarse como sitios de union y nucleacion de metales,
asi como promover el crecimiento de los nanomate-
riales de forma controlada. Por ejemplo, se ha ob-
servado que las tirosinas reducen los iones metali-
cos, y que la capacidad de reduccién aumenta a un
pH superior al pKa de la cadena lateral fendlica de
la tirosina (en torno a 10).(Xie et al., 2007) Esta ca-
racteristica posibilita la sintesis directa de nanopar-
ticulas (NP) a temperatura ambiente en una solucién
acuosa sin la necesidad de tensioactivos organicos
ni reactivos toxicos, que suponen un elevado coste
y riesgos medioambientales. La comprension de la
funcién de los distintos aminoacidos en la coordi-
nacion y reduccion de los iones metalicos permite
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ajustar el tamano vy las caracteristicas de las NP a
través de la modificacién de la secuencia de la pro-
teina y, en consecuencia, de su estructura. Ademas,
la biocompatibilidad de las protefnas facilita el pos-
terior empleo de estos hibridos en aplicaciones bio-
meédicas. El uso de andamios proteicos también pue-
de mejorar la estabilidad, solubilidad en agua vy las
propiedades de orientacién de los nanomateriales al
actuar como interfaz entre la NP y el entorno. Por
ultimo, la diversidad quimica presente en la proteina
permite modificar la superficie con otros elementos
funcionales.(Meng et al., 2020)

Entre los hibridos proteina-metal, los nanocluiste-
res de metales nobles estabilizados con proteinas,
en particular, los nanocltsteres de Au (AuNC) han
atraido un interés considerable debido a su gran
fotoluminiscencia, fluorescencia dependiente del
tamano, fotoestabilidad y biocompatibilidad. Estos
nanocllsteres constan de unos pocos a cientos de
atomos y tamanos inferiores a 2 nm, y se consideran
intermedios entre las nanoparticulas de oro (AuNP)
y las moléculas aisladas. EI método mas utilizado
para su sintesis mediada por proteinas consiste en
la coordinacion de iones Au(lll) en aminoacidos re-
activos, como cisteinas e histidinas, seguido de su
reduccién a Au(O) a un pH alto o mediante la adi-
cion de agentes reductores fuertes, como NaOH o
NaBH,, o suaves como el 4cido ascorbico, para lo-
grar una reduccién total o parcial del metal. Desde el
primer trabajo publicado por Xie et al. en 2009,(Xie
et al., 2009) en el que se empled albimina de suero
bovino (BSA) para preparar nanomateriales de oro
fluorescentes, se ha utilizado una gran cantidad de
protefnas naturales como andamiaje molecular para
la sintesis de este tipo de nanomateriales hibridos.
La ovoalbUumina, papaina, glucosa oxidasa, peroxida-
sa de rédbano, pepsina, tripsina o lisozima son algu-
nas de las proteinas naturales que se han empleado
como estructura biomolecular para la estabilizacion
de hibridos de oro fluorescentes. Sin embargo, el
uso de estas proteinas naturales para la sintesis de
nanomateriales hibridos presenta limitaciones da-
das por su propia secuencia y estructura molecu-
lar. Por el contrario, las proteinas disefiadas son una
herramienta prometedora para la sintesis y estabili-
zacion de nanomateriales hibridos con propiedades
mejoradas y funcionalidades bioldgicas codificadas
por proteinas.(Beloqui & Cortajarena, 2020)

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado el

potencial de las proteinas ingenierizadas en la ge-
neracion de nanomateriales hibridos con propieda-
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des Opticas definidas. Se demostré por primera vez
que las proteinas de repeticion CTPR con una sola
cisteina en su secuencia pueden estabilizar AUNC
de manera eficaz, dando lugar a nanoestructuras
hibridas funcionales con emisién fotoluminiscente
roja.(Couleaud et al., 2015) Ademas, mediante la in-
genierfa de proteinas se han introducido sitios de
coordinacion de metales en la secuencia de proteina
CTPR para la sintesis de AuNC altamente luminis-
centes. Los sitios de union de metales, basados en
residuos de histidinas, facilitaron la estabilizacion
de hibridos proteina-AuNC con excelentes propie-
dades fluorescentes emisoras de luz azul, mientras
que los basados en cisteinas produjeron AuNC tanto
fluorescencia azul, como emision dual, azul vy roja,
centradas en 450 y 700 nm, respectivamente.(Ai-
res et al., 2019; Aires, Maestro, et al., 2021; Aires,
Sousaraei, et al., 2021) También se ha demostrado
que la introduccién de triptéfanos en posiciones es-
pecificas mejoraba las propiedades de fotoluminis-
cencia debido al entorno proteico rico en electrones
proporcionado por los triptdéfanos y la transferencia
de energia de estos aminoacidos a los AuNC.(Aires,
Sousaraei, et al., 2021) Ademés, cuando se combi-
naron AuNC sin ligandos organicos con proteinas
CTPR que contenian 16 aminoécidos de coordina-
cion de histidina o cisteina, se obtuvieron hibridos
con propiedades opticas distintas en términos de
emision de fluorescencia y tiempos de vida de lumi-
niscencia.(Lopez-Martinez et al., 2022)

Estas investigaciones han puesto de manifiesto el
papel relevante del andamiaje proteico en las ca-
racteristicas fotofisicas de los hibridos resultantes,
va que las proteinas con estructuras similares y un
entorno de coordinacién distinto permitieron un
ajuste preciso de la longitud de onda de emision,
rendimiento cuéntico, tiempo de vida y mecanis-
mos de emisién.

APLICACIONES

Las proteinas de diseno y los nanomateriales hibri-
dos basados en proteinas ingenierizadas disponen
de un amplio rango aplicaciones, que van desde la
catalisis y la biomedicina hasta el desarrollo de ma-
teriales conductores. Entre estas aplicaciones, las
nanoparticulas funcionalizadas con proteinas des-
tacan por su versatilidad y potencial para abordar
retos especificos en diversas areas.
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Aplicaciones biomédicas

En el &mbito biomédico, las nanoparticulas de oxido
de hierro (IONP) han demostrado ser especialmente
prometedoras, particularmente como agentes de con-
traste para imagen por resonancia magnética (IRM)
debido a sus propiedades magnéticas y biocompati-
bilidad. Sin embargo, aunque varias IONP han sido
aprobadas por las agencias reguladoras como agentes
de contraste para IRM, su aplicacion como agentes
de contraste negativo limita su uso. Ademas, existe
una creciente necesidad de desarrollar agentes de
contraste moleculares capaces de dirigirse especifica-
mente a biomarcadores, lo que permitiria diagnosticos
mas precisos y sensibles.(Wahsner et al., 2019)
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Para abordar estos desafios, se ha aplicado la inge-
nierfia de proteinas para conseguir estabilizar IONPs
con propiedades magnéticas definidas, creando na-
noparticulas de oxido de hierro estabilizadas con
proteinas (Prot-IONPs)(Aires et al., 2022) y aprove-
chando la diversidad quimica de las proteinas para
funcionalizar las Prot-IONPs con moléculas que reco-
nozcan biomarcadores especificos (Figura 4).(Guedes
et al., 2024)

La versatilidad quimica del andamiaje proteico
CTPR vy la estabilidad del sistema se utilizéd para
desarrollar un agente de contraste dirigido.(Gue-
des et al., 2024) Para ello, se utilizé una proteina
ingenierizada para estabilizar IONPs, con valores

Agentes de contraste IRM
Agentes de contraste ajustables

<,

Catalizadores
Actividades multienzimaticas

Oxid N
xidasa Superoxido dismutasa

Peroxidasa
Reductasa
Catalasa

Pelicula autoe ﬁ-saﬁ.'nblada

Bioelectronica
CTPR-AuNPs

PEDOT:CTPR

Jot ]

Biosensores

Figura 4. Versatilidad de las CTPRs para el desarrollo de materiales hibridos innovadores en distintos campos. Los avances

mas recientes incluyen el desarrollo de agentes de contraste de resonancia magnética mejorados y especificos, en los que

las propiedades de relaxividad pueden ajustarse en funcion del tamano de la proteina; la creacion de hibridos proteina-na-

nocluster que presentan miultiples funciones cataliticas y pueden autoensamblarse y reutilizarse; el uso de coensamblados

de péptido-proteina, la integracion de proteinas-AuNPs, y de polimeros conductores dopados con proteinas para producir

materiales conductores; y la aplicacion de hibridos proteina-nanoclister como biosensores de alta sensibilidad. La figura

fue generada parcialmente utilizando Servier Medical Art, proporcionado por Servier, licenciado bajo una licencia Crea-

tive Commons Atribucién 3.0 unported. Paneles adaptados con permiso de (Guedes et al., 2024), (Mejias et al., 2021) y

(Silvestri et al., 2023).
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de relaxividad mejorados en comparacién con los
agentes de contraste utilizados en la practica cli-
nica.(European Medicines Agency, n.d.; Rohrer
et al., 2005; Wahsner et al., 2019) Este hibrido
mostré los valores de relaxividad mas altos en-
tre multiples andamiajes proteicos evaluados, vy
no presentd citotoxicidad, convirtiéndose en el
candidato ideal para el desarrollo de agentes de
contraste dirigidos. Dada su prevalencia, se selec-
ciond la deteccion de aterosclerosis, y para ello,
el andamiaje proteico se conjugd con alendrona-
to una molécula selectiva de las calcificaciones
de las placas de ateroma.(Caffarelli et al., 2017;
Li et al., 2016; Pellico et al., 2021) Aunque en
este estudio el alendronato sirvio como prueba
de concepto de agente diana para las calcificacio-
nes en la aterosclerosis, podrian emplearse otras
moléculas, estableciendo asi una plataforma ver-
satil y biocompatible para la deteccion de diver-
sas afecciones. Gracias al sencillo protocolo de
conjugacion basado en la quimica tiol-maleimida
desarrollado, es posible utilizar cualquier pequena
molécula inorganica, lo que permite el desarrollo
de agentes de contraste «a la carta» para una gran
variedad de enfermedades. Ademas, este estudio
demostrod la robustez de la estrategia de conjuga-
cion y del hibrido proteina-nanomaterial resultan-
te, que mantiene su estabilidad tras una inyeccion
intravenosa in vivo y se acumula en la diana, per-
mitiendo la deteccion de la placa aterosclerodtica
con contraste positivo.

Aplicaciones en catalisis

En el &mbito de la catélisis, las enzimas desempe-
Aan un papel crucial en nuestra vida cotidiana,
siendo esenciales en una amplia gama de procesos
biolégicos, asi como en la industria biotecnolégi-
ca, médica y alimentaria.(Reetz et al., 2024; Wu
et al., 2021; Yushkova et al., 2019) Sin embargo,
estas presentan inconvenientes inherentes, como
la pérdida de actividad debido a su desnaturaliza-
cion vy las dificultades de purificacion, almacena-
miento y reciclado, lo que limita sus aplicaciones.
Las nanozimas artificiales han surgido como un
enfoque alternativo que puede adaptarse a nece-
sidades especificas y modularse para superar los
inconvenientes de las enzimas. La actividad de los
nanozimas se asemeja a la de las enzimas, y adicio-
nalmente poseen una gran estabilidad estructural,
actividad catalitica ajustable, diversidad funcio-
nal, versatilidad, reciclabilidad y viabilidad en la
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preparacion a gran escala.(Wei & Wang, 2013) En
colaboracién entre nuestro laboratorio y el gru-
po de la Dra. Ana Beloqui se disefaron y desa-
rrollaron nanozimas basadas en la proteina CTPR
como guia para el crecimiento y la estabilizacion
de nanocllsteres metdalicos (NCs) sintetizadas in
situ. Las nanozimas basadas en platino (Pt), que
utilizan un andamiaje proteinico CTPR con sitios
de coordinacion de histidina disenados, presen-
taron una mayor termoestabilidad y resistencia
al peroxido de hidrogeno que las peroxidasas na-
turales, como la peroxidasa de rdbano. Ademés,
se fabricaron peliculas compuestas de nanozimas
utilizando las propiedades de autoensamblaje del
andamiaje CTPR. Estos materiales demuestran un
rendimiento catalitico sostenido a lo largo de mul-
tiples ciclos de reaccién, mostrando el potencial
de las nanozimas provocadas por proteinas como
una alternativa prometedora a las enzimas natu-
rales en diversas aplicaciones. (Lopez-Domene et
al., 2023) (Figura 4).

Aplicaciones en bioelectrénica

Un enfoque innovador que podria revolucionar di-
ferentes campos de aplicacion es el desarrollo de
materiales conductores basados en proteinas. Como
se ha demostrado y discutido anteriormente, las
capacidades de autoensamblaje permiten la fabri-
caciéon de ensamblajes funcionales.(Lépez-Andarias
et al., 2018; Mejias et al., 2016) Trabajos parale-
los demostraron que la incorporaciéon de AuNPs
para la interconexién eléctrica de enzimas redox,
o el ensamblaje de la proteina hemo asistido por
AuNPs mejoraban efectivamente de la eficiencia de
transferencia de carga a larga distancia.(Abad et al.,
2009; Jensen et al., 2007; Xiao et al., 2003) Esto
inspiré el uso de AuNPs como elementos conduc-
tores en peliculas hibridas macroscopicas basadas
en CTPR (Figura 4). En esta investigacién, llevada
a cabo en nuestro laboratorio, las proteinas CTPRs
fueron disefadas para moldear AuNPs,(Mejias et
al., 2021) desarrollando peliculas solidas tanto de
CTPR como de CTPR-AuNPs.(Grove et al., 2013)
Estas peliculas de CTPR mostraron una conduc-
tividad registrable a escalas de longitud micro-
métricas y atribuida principalmente al transporte
de carga protonica. Ademés, las peliculas hibridas
CTPR-AuNPs presentaron una mejora en la con-
ductividad en comparacion con las peliculas CTPR
y, presumiblemente, diferentes propiedades de
transporte de carga. En un estudio posterior, se
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desarrollaron unas peliculas de un material con
orden anisotropico basado en el coensamblaje
de fibras de péptidos autoensamblados y CTPRs
modificadas, que presentd las caracteristicas de
conductividad proténica tipicas de las pelicu-
las formadas por el autoensamblaje de proteinas
CTPR.(Perez-Chirinos et al., 2025) Estos resulta-
dos resaltan la importancia de la proteina CTPR
como material bioconductor, que puede ser mejo-
rada mediante el uso de nanoelementos altamen-
te conductores, y con la posibilidad de obtener
un material con una topologia altamente ordena-
da mediante el coensamblaje con otras biomolé-
culas sin perder las capacidades conductoras de
las CTPRs, para la futura aplicacién de sistemas
hibridos basados en protefinas en el campo de la
bioelectronica.

Como enfoque alternativo, la utilizacion de protei-
nas como dopantes de polimeros conductores de
la electricidad podria proporcionar una plataforma
flexible y adaptable para la ingenieria de mate-
riales con diversas morfologias y funciones, me-
jorando al mismo tiempo la biocompatibilidad de
los compuestos. En un estudio pionero, se dopo
PEDOT (poli(3,4-etilendioxitiofeno)) con una fa-
milia de proteinas CTPR de distintas longitudes
para crear un nuevo material conductor.(Domin-
guez-Alfaro et al., 2024) La interaccién entre las
CTPRs y PEDOT dio lugar a un material con una
conduccion mixta idnica-electrénica, con valores
de conductividad electrénica comparables a los de
PEDOT:PSS, el sistema de referencia en bioelec-
tronica. Ademés, mostré una biocompatibilidad
mejorada con fibroblastos. Este estudio pone de
manifiesto que el PEDOT:CTPR es una alternativa
prometedora al PEDOT:PSS en bioelectrénica, ya
que combina excelentes propiedades electrénicas,
biocompatibilidad e idoneidad para técnicas de
fabricacion avanzadas como la impresion por in-
yeccion de tinta.

Aplicaciones en biosensores

Por dltimo, una aplicacién similar derivada de es-
tos nanomateriales fue la generacién de tintas
electroactivas y autoensamblables para impresion
por inyeccion, basadas en la combinacion de nano-
hibridos metéalicos proteicos y grafeno exfoliado.
La formulacién de la tinta incluye protefinas CTPR
que se emplearon como andamiaje para la sinte-
sis de NC bimetélicos de Auy Pt y como unidad
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estructural para la formacién de peliculas de pro-
teinas autoensambladas en seco. La incorporacion
de grafeno en la formulacion de la tinta, mejora
drasticamente las propiedades electrocataliticas
de la tinta, obteniendo un material hibrido eficien-
te para la deteccién electroquimica de perdxido
de hidrégeno (H,0,). Utilizando esta biotinta, se
pueden fabricar dispositivos analiticos electro-
quimicos basados en papel (ePAD) desechables vy
sostenibles para detectar H,O,. Ademas, se pue-
den incluir enzimas oxidorreductasas en la com-
posicion, con el fin de imprimir por inyecciéon de
tinta distintos biosensores amperométricos enzi-
maticos, como, por ejemplo, sensores de glucosa.
(Silvestri et al., 2023)

CONCLUSIONES

Este articulo pone de manifiesto el gran potencial
de las proteinas de repeticiéon, y en particular el de
las CTPRs, como plataformas versatiles para el de-
sarrollo de materiales funcionales. Su simplicidad
estructural y modularidad permiten un alto grado
de control sobre el disefo de materiales autoen-
samblados e hibridos, con propiedades especificas,
como conductividad eléctrica, fotoconduccién, ca-
pacidad para generar contraste en imagen molecu-
lar y catélisis, entre otras.

Los avances descritos en este trabajo demues-
tran coémo estas proteinas de repeticion, gracias a
su naturaleza modular, se han consolidado como
plataformas eficaces para el diseflo de materiales
funcionales. Paralelamente, los avances recientes
en la ingenieria de protefinas han impulsado una
expansion acelerada del campo, permitiendo el
disefio proteinas con funciones especificas para
abordar retos complejos. En los préximos anos,
se espera que esta disciplina continle avanzando,
impulsada por mejoras en aproximaciones compu-
tacionales y la aplicacion de inteligencia artificial,
asi como avances experimentales con metodolo-
gias de alto rendimiento. Esto permitira disefar
proteinas con propiedades optimizadas para apli-
caciones especificas de forma méas rapida y con
un mayor grado de complejidad, ofreciendo solu-
ciones desde la ingenierfa de proteinas a desafios
globales, como enfermedades emergentes, tera-
pias avanzadas, sostenibilidad ambiental y energé-
tica, entre otros.
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