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Nombre Abreviatura Sigla
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glutamina  Gln Q
Glicina Gly G
Isoleucina Ile 1
Leucina Leu L
Prolina Pro P
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Resumen

Atravesar la membrana celular es una de las principales barreras en el desarrollo

de nuevos farmacos, como respuesta se han propuesto miltiples soluciones para in-
gresar exdgenos al contenido intracelular, una de estas soluciones es el uso de péptidos
penetradores de célula o CPP por sus siglas en inglés.
Los CPPs consisten en péptidos cortos capaces de cruzar la membrana con un cargo
adherido, pudiendo ser este cargo una molécula pequena, un péptido o material ge-
nético entre otros. Hasta hace pocos anos, solo se habian desarrollado CPPs capaces
de atravesar la membrana via endocitosis, dejando como consecuencia el cargo y el
CPP atrapados dentro de un endocito o vesicula. El desarrollo de CPPs apolares sur-
gi6 como solucién a este problema, cuya principal caracteristica es que son capaces
de ingresar al contenido intracelular mediante una translocacion directa, es decir, su
mecanismo de ingreso no implica la formacion de vesiculas.

Uno de los CPPs polares descubiertos, acunado TP1, demostré ser capaz de atra-
vesar membranas in vivo y membranas artificiales con la misma eficiencia, implicando
que su mecanismo de ingreso no depende de procesos activos ni receptores especifi-
cos. Si bien se sospecha que el mecanismo de ingreso principal podria ser mediante
difusion pasiva, hasta ahora no existen pruebas que corroboren esta conjetura. La
investigacion detallada en este documento, busca aportar evidencias hacia la teoria
de que la translocacion ocurre mediante difusion pasiva.

En primer lugar, se desarroll6 un mimético de membrana a base del detergente
dodecilsulfato sédico y con alto contenido de fosfolipidos naturales. Este mimético
tiene la caracteristica de poder orientarse frente a un campo magnético externo;
esta propiedad es especialmente 1til en resonancia magnética nuclear de deuterio
(*H-RMN), pues permite conocer la localizacion y dindmica orientacional de una
sonda deuterada a partir del conocimiento de los desdoblamientos cuadrupolares.
Este nuevo mimético de la membrana celular fue validado como tal al lograr repro-
ducir las propiedades de permeabilidad de benzocaina y levodopa en el mimético.
Adicionalmente, se calibré6 un modelo de simulacion, capaz de reproducir resultados
experimentales de espectroscopia del mimético de membrana.

En una segunda parte, y empleando el modelo de simulacién ya calibrado, se
estudié el mecanismo de translocacion paso a paso del péptido TP1, se exploro el
mecanismo cuando la bicapa lipidica posee fosfolipidos en su composiciéon y cuan-
do carece de ellos. Se encontré que la translocacion es més cinéticamente factible
cuando el péptido tranloca dominios carentes de fosfolipidos, como lo seria una balsa
lipidica. Ademas, se encontrd evidencia de una fuerte interacciéon entre la arginina
del péptido TP1 y los fosfatos del fosfolipido de la bicapa. Luego, en un estudio con
péptidos TP1 con marcas deuteradas en sus leucinas, se logr6 establecer que en la
conformacién mas probable, el péptido TP1 en equilibrio se encuentra parcialmente
inmerso en la transmembrana, resultado que coincide con lo encontrado en la simula-
cion del mecanismo y lo encontrado mediante microscopia de fluorescencia por otros
investigadores.
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Abstract

Crossing the cellular membrane is one of the main barrier in drug discovery,
many solutions have been proposed to integrate exogenes into the intracell fluid, one
of these solutions is the use of cell penetrating peptides (CPP)

These CPPs consist in short peptides able to cross the cellular membrane carrying
a cargo, this cargo being either a small molecule, a short peptide, genetic material
among others. Until few years ago, only CPPs able to cross the membrane via endocy-
tosis had been developed. This method has the unfortunate consequence of leaving
the cargo entrapped inside an endocyte or vesicle. The development of hydrophobic
CPPs originated as a solution to this problem, these hydrophobic CPPs are able to
translocate directly without the formation of any vesicle.

One of the discovered hydrophobic CPPs, is TP1 (Translocating peptide-1), which
demonstrated being able to cross in vivo and artificial membranes with efficiency
alike, implying that its mechanism does not require any active process or specific
receptor. While it is suspected that a passive diffusion could be the translocating
mechanism this CPP employs, there is not evidence that support this conjecture.
The research detailed in this document, seeks to contribute with evidence towards
the theory that this CPP translocates via passive diffusion.

In a first part of the research, a membrane mimetic based of sodium dodecyl-
sulphate and a high natural phospholipid content was developed. Among many, this
mimetic has the characteristic of being able to orient itself when exposed to an ex-
ternal magnetic field; this property is specially useful in deuterium nuclear resonance
spectroscopy (2H-NMR), as it allows us to probe the position and orientational dyna-
mics of a deuterium-labeled species from the quadrupolar splitting this spectroscopy
produces. This new mimetic of the cellular membrane was validated as such by re-
producing the permability properties of the drugs: benzocaine and levodopa in the
proposed mimetic. The results were the ones expected as if they were performed on
a cellular membrane.

In a second part of the research, a step-by-step mechanism of the TP1 pepti-
de translocating the membrane mimetic was studied, two possible mechanisms were
explored in detail, one where the membrane was rich in phospholipids and another
where the membrane was devoid of it. It was found that the translocation is kine-
tically more viable through a bilayer with less phospholipid content, as it would be
a lipid raft. Furthermore, evidence was found of a strong interaction between argi-
nine of TP1 and phosphate groups in phospholipids. Additionally, in a study with
TP1 synthesized with deuterium labeled leucines, it was established that the most
probable configuration of TP1 in equilibrium, is with the peptide partially immersed
in the membrane. This last result concurs with what was found in the simulated
mechanism, and the observed via fluorescence microscopy by other researchers.
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1. Introduccién y marco teérico

Las células son adeptas en prevenir la entrada de moléculas, péptidos y material
genético que no tengan un mecanismo especifico de ingreso asociado. Debido a esta
capacidad, uno de los factores mas restrictivos en el desarrollo de nuevos farmacos
es la incapacidad de los potenciales farmacos para cruzar la membrana celular®; un
potencial farmaco demasiado polar tiene muy pocas probabilidades de ser efectiva
por su incapacidad de cruzar la membrana celular.

Actualmente, existen algunas soluciones que para el ingreso de compuestos po-
lares usando métodos como la fusién de vesiculas lipidicas?, péptidos formadores de

poros®

o proteinas permeabilizadoras de membrana® entre otros. No obstante, es-
tos métodos son impracticos para su utilizaciéon in vivo. Una estrategia compatible
con experimentos in vivo, es ingresar éstos compuestos via endocitosis o fagocitosis

activa20

, sin embargo, al ser estos procesos activos, es decir, que requieren de un
consumo energético en forma de ATP por parte de la célula, estos métodos estan
limitados a farmacos cuyas estructuras sean compatibles con un receptor especifico
en la trans-membrana.

Con el objetivo de eliminar la membrana celular como barrera en el diseno de
farmacos, en las tultimas tres décadas se ha impulsado el desarrollo de los llamados
Péptidos Penetradores de Célula (CPP por sus siglas en inglés), que consisten en
péptidos relativamente cortos (entre 5 y 20 aminoacidos) que enlazados al farmaco,
transportan éste hacia el interior de la célula para liberarlo ahi.

El origen de los CPPs surge del descubrimiento de la capacidad de atravesar

membranas de la proteina Transactivadora de Transcripcion (TAT) del virus de

inmunodeficiencia humana (VIH). Al mismo tiempo, se descubri6 que la adicion



de inductores de endocitosif] incrementa la actividad penetrante de la proteina,
sugiriendo que la endocitosis serfa el mecanismo de entrada”. El mismo afio, se
demostré que sélo una porcién de 22 de un total de 86 aminoécidos en la proteina
TAT, entra a la célula y retiene su actividad en un ~40 %®. Posteriormente, no solo se
demostré que una fraccion de 12 aminoécidos de la proteina TAT retiene su actividad
penetrante, ademas se demostré que al impedir completamente todo proceso activo
de la célula, como la endocitosis, atin se detecta actividad penetrante del péptido,
sugiriendo que existen mecanismos adicionales a la endocitosis®.

Hasta el dia de hoy, se han propuesto cientos de CPPs, clasificables segin sus
propiedades fisicoquimicas, generando tres categorias que engloban la mayoria: ca-
tidnicos, anfifilicos e hidrofébicos. Dado que la membrana celular posee una carga
superficial negativa, existen solo casos excepcionales de CPPs aniénicos™. En la ac-
tualidad, se conoce que la secuencia minima de TAT con actividad penetrante es la
secuencia: RKKRRQRRR. Dado su alto contenido de argininas(R), un aminoacido
cationico, los CPPs derivados del TAT son clasificados como catiénicos.

Si bien, se sabe que los CPPs cationicos ingresan principalmente mediante en-
docitosis*™t, aun existe debate acerca de los mecanismos adicionales que estos CPPs
llevan a cabo cuando la endocitosis no es posible. Conocer el mecanismo especifico
de entrada de un CPP es un problema complejo, hace pocos anos se prob6 que los
mecanismos no solo dependen de las caracteristicas fisicoquimicas del CPP, sino que
también de su concentracion'? y de las propiedades fisicoquimicas del cargo: Al con-
jugar un fluoréforo con la porcién activa de TAT, se detectan pequenas vesiculas en
el fluido intracelular evidenciando una entrada mediante endocitosis®®, por otro lado,
al reducir el tamano del cargo en el mismo CPP, se detecta que la internalizacion

es a través de endocitosis y translocacién pasiva simultaneamente™®, sugiriendo que

aEndocitosis: Proceso celular en que sustancias son internalizadas a la célula mediante la forma-
cion de una vesicula llamada endocito.



las propiedades del cargo influyen en el mecanismo de entrada del CPP. La figura
resume algunos de los miltiples mecanismos propuestos para distintos CPPs segiin

sus propiedades.
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Figura 1: Mecanismos propuestos para el ingreso de CPPs hacia el interior de la
célula. (Ramsey et al., 2015)

En estudios derivados de la proteina TAT se descubrié que una secuencia minima,
de octa-arginina (Rg) es necesaria para su absorcion, ademés aumentar el nimero
de argininas mejora la capacidad penetrante de la poli-arginina. Por otra parte, es-
tudios con oligo-lisinas, otro aminoacido catiénico, resultan en una pobre actividad
penetrante®®. Por lo tanto no se puede atribuir la capacidad penetrante solo a la
carga positiva del CPP, sino que existe una interaccion especifica entre la arginina
y la membrana que es esencial para la actividad del CPP. Esto concuerda con otras
evidencias que indican que la interaccion entre la arginina y el fosfolipido de la mem-

brana tiene un rol especial en la permeabilidad de esta tltimat®L?,

El principal problema de los CPPs catiénicos, es que tras entrar al fluido in-
tracelular via endocitosis, estos son incapaces de escapar del endocito'®. Estudios

demuestran que CPPs basados en arginina quedan atrapados en el endocito cuando



el cargo consiste en un péptidot?, oligonucledtidos?V o un quantum dot“Y. Se ha pro-
puesto como soluciéon a este problema, la inclusion de un segundo cargo que asista
el escape desde la vesicula?,

Existe otra solucion a este problema, y es la utilizacion de CPPs hidrofébicos,
cuya principal caracteristica es que son capaces de atravesar la membrana de forma
pasiva y sin mediacion de receptores especificos, de esta manera, el cargo entra al
fluido intracelular directamente, sin la necesidad de escapar de una vesicula.

A diferencia de los CPPs cationicos, que son desarrollados en torno a un CPP ya
conocido, los CPPs hidrofébicos son inicialmente descubiertos probando grandes li-
brerias de péptidos generadas al azar

Recientemente, a través del mismo método, se desarroll6 un trio de CPPs hidro-
fobicos capaces de introducir un cargo unido con un enlace distlfuro hacia el interior
de la célula mediante transporte pasivo?®. Este trio de péptidos adheridos a un fluo-
roforo zwitteridnico, cargo incapaz de atravesar la membrana por si solo, demostro
su efectividad de igual manera en membranas sintéticas y en células in vivo, lo que
demuestra que su mecanismo de ingreso predominante no implica procesos activos ni
receptores especificos. Adicionalmente, una microscopia confocal de fluorescencia del
CPP enlazado a un fluoréforo presenta a éste de manera difusa dentro de la célula
(figura , a diferencia del fluor6foro ingresado via CPPs catiénicos que se aprecia
como pequenas manchas circulares bien definidas (figura . Esto dltimo sugiere
que el mecanismo de entrada no implica la formaciéon de vesiculas, sino que el CPP
entra directamente al contenido intracelular. Hasta el momento, se sospecha que el
mecanismo corresponde a una difusién espontanea pasiva, no obstante, no existen

evidencias que corroboren esta sospecha.

Este proyecto busca indagar acerca del mecanismo especifico de incorporaciéon del



(b) TP1/TAMRA
(a) Poliarginina/ TAMRA

Figura 2: Microscopia de fluorescencia confocal de péptidos penetrantes de célula
marcados con el fluoroforo TAMRA en cultivo de ovarios de Cricetulus griseus. Imé-

genes tomadas tras 20 minutos de incubacién con péptido penetrante. (Marks et al.,
2011)

CPP con mayor actividad penetrante desarrollado por Marks et al., acunado Trans-
locating Peptide 1 o TP1. Para esto, se pretende introducir el péptido selectivamente
deuterado en un mimético de membrana previamente preparado?®, y utilizar técni-
cas como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de deuterio (*H-RMN) y
calculos de dindmica molecular para poder proponer un modelo que describa en de-
talle el proceso de cruce del péptido TP1 en la membrana y la orientaciéon de éste en
equilibrio dentro del mimético. Como hipotesis, se propone que el péptido cruzaré la
membrana mediante difusién pasiva, esto es, que el péptido cruza la membrana sélo
impulsado por el gradiente de concentracion que existe fuera y dentro de la célula,

sin mediaciéon de poros ni vesiculas, ni gastos energéticos por parte de la célula.



1.1. Miméticos de membrana

La membrana celular es esencial para todo organismo vivo, no solo protege y
delimita el contenido celular, se encarga del transporte de nutrientes, hormonas y
mediadores entre otros. Esta compuesta principalmente por fosfolipidos y écidos
grasos que forman una bicapa que envuelve la célula, ademas de una considerable
porcion de azucares, colesterol y proteinas entre otros. La complejidad de la enorme
maquinaria de funciones que se llevan a cabo en la membrana celular dificultan
aislar un solo proceso para su estudio. Por esta razon, se ha hecho comtun emplear
miméticos y modelos de membrana. Dado que uno de los objetivos de la investigacion
detallada en el presente documento es estudiar la permeabilidad del péptido TP1 en
membranas celulares, se hace necesario el desarrollo de un mimético de membrana

disenado para imitar la permeabilidad de la membrana celular natural.

% {% Bicela
% Micela

Figura 3: Representacion grafica de una micela bicapa o bicela en comparacion a una
micela.

Gracias a su capacidad de orientarse espontaneamente ante la exposiciéon a un
campo magnético, las micelas bicapa, también llamadas bicelas (ver figura , han
sido ampliamente utilizadas como miméticos de membrana, dado que permiten el
sondeo de informacién acerca de la estructura de los elementos de la bicapa y otras
sustancias insertas mediante RMN.

El origen de las bicelas se remonta al 1967, ano en que los investigadores Lawson



y Flautt introdujeron un cristal liquido capaz de orientarse ante un campo magné-
tico, no obstante estos autores no reconocieron la estructura de bicela presente“Y.
No fue hasta 1979, ano en que Amaral et al. identificaron la estructura de bicela en
un cristal liquido a base de dodecil sulfato de sodio y 1-decanol“”. Posteriormente,
en los afios 90s, se descubri6 que una mezcla de DMP(PP| y CHAPSOF] forma bicelas
que se orientan ante un campo magnético®®. El descubrimiento de este cristal liqui-
do abre la puerta al uso de bicelas como miméticos de membrana, ya que contiene
fosfolipidos que son el principal componente estructural de una membrana celular.
Pocos anos después se descubrié que es posible reemplazar el surfactante CHAPSO
por DHPCE], obteniendo una bicela compuesta completamente por dos fosfolipidos
en su estructura®’. A pesar del alto costo monetario de sus materias primas, esta

composicion de bicela ha sido una de las més utilizadas como mimético de membrana.

Muiltiples otras mejoras se han hecho a esta composiciéon a lo largo de los anos.
Se descubrio que la adicion del detergente Triton X-100 a la bicela mejora su capa-
cidad de orientarse ante un campo magnético®?. Ademas de la adicion de colesterol,
que mejora la estabilidad de la bicapa®Y, se encontré que la presencia de los iones
bivalentes Ca?" y Mg?" resulta en bicapas méas fuertemente orientadas, mientras que
la presencia de Zn?" y Cd*" irrumpe la fase magnéticamente alineada. No obstante,
se debe recalcar y tener en consideracion que un mimético de membrana con soélo
uno o dos fosfolipidos en su composiciéon no representa la complejidad de la mezcla

de compuestos que forman la bicapa en una membrana celular.

Hoy en dia, las bicelas se consideran un buen mimético de membranas, se han usa-

b1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
¢3-(colamidopropil)dimetilamonio-2-hidroxi-propanosulfonato
d1,2-Dihexanoil- sn-glicero-3-fosfocolina



do con éxito para predecir la permeabilidad de drogas en membranas y para dilucidar
estructura de proteinas en la trans-membrana. Resulta ideal el uso de bicelas en los
casos cuando el complejo droga-anfifilo (o proteina-anfifilo) es pequeno (<100kDa),
ya que en estos casos se puede recurrir a espectroscopias RMN en solucién para es-

tudiar estos sistemas.
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Figura 4: Orientacion de la mesofase frente a un campo magnético externo

Este alto costo monetario hace poco factible hacer pruebas de permeabilidad y
ensayos con sondas deuteradas de grandes cantidades de moléculas en tandem. Es
por esto que se hace necesario el desarrollo de un nuevo modelo de membrana de
bajo costo, pero que sea capaz de reproducir la permeabilidad de una membrana ce-
lular. Por esta razon, la investigacion detallada en el presente documento incluye el
desarrollo de un nuevo mimético de membrana a base del detergente dodecil sulfato
de sodio (SDS), pero con una importante cantidad de fosfolipidos naturales extraidos

del poroto de soya.

El detergente SDS es ampliamente utilizado en la fabricacién de jabones, denti-

fricos y champt para el cabello, y no solo es in6cuo, sino que gracias a la economia



de escala de su uso masivo, el SDS puro es 6rdenes de magnitud mas econémico que
un fosfolipido purificado. Por otro lado, el fosfolipido extraido del poroto de soya no
solo es méas barato que sus similes purificados, sino que ademas contienen una mezcla
natural de fosfocolinas y fosfoetanolaminas, que al estructurar una bicela seran una

mejor representacion de una membrana celular.

Este mimético desarrollado corresponde a un cristal liquido liotrépico nematico
discoidal, que se orienta espontaneamente frente a un campo magnético, y esta basa-
do en el mimético desarrollado por Bahamondes et al.*?, el que a su vez esta basado

en la bicela primordial de Amaral et al“”

. Una ventaja de utilizar un detergente anio-
nico como el SDS para el mimético, es que producira una carga superficial negativa
en la interfase de la bicapa, asimilandose aun mas a la mayoria de las membranas

celulares encontradas en la naturaleza®3.

Tal como anteriormente se expuso, existen interacciones especificas entre la argini-
na del CPP y el fosfolipido de la membrana que son esenciales para el funcionamiento
del péptido penetrante, es por esto que se requiere incluir fosfolipidos y maximizar
su concentracion dentro del mimético. La persistencia de los agregados como cristal
liquido seran evaluados mediante el paso de luz a través de polarizadores cruzados, y
los posibles cambios de fase mediante microscopia de luz polarizada. Esto es gracias
a que el alto ordenamiento inherente de un cristal anisotrépico, como es el de una
bicela, produce una birrefringencia en la luz que le incide, por lo tanto si se observa
un cristal liquido a través de polarizadores cruzados en 90° se pueden observar dife-
rentes patrones asociables a diferentes fases del cristal liquido.

Adicionalmente, la persistencia del cristal liquido como bicapa orientable en un cam-

po magnético serd evaluada con espectroscopia 2H-RMN de SDS deuterado en toda



la cadena alifatica, en el que se esperan senales definidas y desdobladas para cada

metileno (-CDy-) y metilo (CDj-)

1.2. Resonancia magnética nuclear de deuterio

La resonancia magnética nuclear (RMN) tiene sus origenes en dos investigadores:
Isidor Rabi quien midié por primera vez el momento magnético en los atomos de
hidrégeno y deuterio; y el investigador Felix Bloch, quien desarrollé el marco teorico,
aun vigente, para la resonancia magnética nuclear. Es tal la importancia de los apor-
tes de estos investigadores, que ambos fueron galardonados con un premio Nobel de
fisica por sus aportes. Pero el impacto real a la quimica no llegaria hasta la decada
del 1950s, en el que Dickinson demostr6 que la frecuencia de resonancia magnética
del flior depende del compuesto al que el flior esta enlazado, efectivamente descu-

briendo lo que hoy conocemos como corrimiento quimico™*>

Desde entonces, es que el RMN se ha vuelto una poderosa herramienta para el
desarrollo de la quimica, e indispensable para la quimica de sintesis, siendo incluso
descrita como “los ojos del quimico”. No obstante, las capacidades del RMN no
sOlo se limitan a la dilucidacion de estructuras mediante resonancias magnéticas nu-
cleares de protones (H-RMN) y/o de carbono-13 (**C-RMN). Entre muchas otras
posibles aplicaciones, la resonancia magnética nuclear de deuterio (*H-RMN) ha sido

esencial para el estudio de membranas y el desarrollo de sus miméticos.

El 2H-RMN es vastamente diferente a su simil de protones. El niicleo de deuterio
es poco sensible a la intensidad del campo magnético, y los acoplamientos deuterio-
deuterio son 40 veces mas débiles que los acoplamientos protén-protén, por lo que

usualmente no se observan. Esto hace que el 2H-RMN sea poco ttil para la diluci-
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dacién de estructuras. No obstante, el nicleo de deuterio posee una ventaja: es un
cuadrupolo eléctrico.

Un cuadrupolo se puede entender como dos dipolos (ver figura [5)), sin embargo, a

Dipolo Cuadrupolo

Figura 5: Ilustracion de un dipolo y un cuadrupolo eléctrico

diferencia de un dipolo, un cuadrupolo no interactuaré con un campo eléctrico homo-
géneo, dado que cualquier fuerza (o torque) aplicada desde un campo electrostatico
simétrico hacia el cuadrupolo, que se puede entender como un par de dipolos en
direccion opuesta uno de otro, se cancelara. Un cuadrupolo sélo interactuaré con un

gradiente de campo eléctrico.

En la préctica, el nicleo de deuterio cuadrupolar se acopla con el gradiente de
campo electrostatico del enlace carbono-deuterio en el que se encuentra, dando ori-
gen a la interaccion cuadrupolar en un medio anisotrépico. Dado el spin del niicleo
de deuterio (I = 1), se observan dos transiciones de spin en un espectro 2H-RMN
por cada carbono-deuterio, en forma de un doblete de senales separados por un des-
doblamiento cuadrupolar (Av, ver figura @ Como se describira mas adelante, si se
tiene un péptido o una bicapa con sus componentes deuterados, este desdoblamiento
cuadrupolar depende de los movimientos intra-moleculares y reorientaciones aniso-
tropicas del fragmento deuterado. Por lo tanto es posible determinar cambios en la

orientacién y movilidad monitoreando cambios en el desdoblamiento cuadrupolar.
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En detalle, al exponer un mimético de membrana con sus componentes deutera-

mi=-1 - =
Vo Vo+Av

mi = O o
Vo Vo-Av

mr =+1 - =

En medio En medio
isotropico anisotrépico
| N AV 0l
/ K\,_ ~ 7 S **’/ .

Figura 6: Origen del desdoblamiento cuadrupolar. Este sélo se observa cuando el
sistema presenta anisotropia.

dos frente a un campo magnético externo, el eje ortogonal al plano de la bicapa se
orienta perpendicular a la direccién del campo magnético (ver figura . Bajo estas
condiciones de anisotropia, las interacciones dipolares (eq. (1)) y cuadrupolares (eq.

no promedian cero.

hoiy;
ij
3
Av = éQSa (2)

Donde i y j corresponden al par de nicleos acoplados (carbono y deuterio, en este
caso), 1;; la distancia entre tales ntcleos, D;; la constante de acoplamiento dipolar,
h ala constante de Planck, v; a la razon giromagnética del nicleo ¢, S;; al parametro
de orden para el eje que une ambos nucleos respecto del campo magnético, Av el
desdoblamiento cuadrupolar, () es la constante de acoplamiento cuadrupolar y S, es
el parametro de orden del eje principal del gradiente de campo eléctrico, el eje del
enlace carbono-deuterio en este caso, que afecta al nucleo cuadrupolar respecto al

campo magnético.
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Un parametro de orden puede tener valores desde —0.5 hasta 1.0, éste sera cero
si el eje de interacciéon rota isotropicamente o si esta orientado a 54.7° respecto
del campo magnético, este angulo es llamado angulo mégico y es vital en RMN de
s6lidos. La orientacion y dinamica de un cuerpo rigido parcialmente orientado en un
campo magnético pueden ser descritas por la matriz de pardmetros de orden S, que

corresponde a una matriz de 3x3 diagonal y simétrica, cuyos elementos son:

Sy = 5 (3cos(6y) cos(6y) — ) Q

Donde p y ¢ son los ejes cartesianos (X, Y y Z) del cuerpo estudiado, 6, (y 6,)
es el angulo entre el eje p (o ¢q) del cuerpo y la direccion del campo magnético, d,,
es una delta de Kronecker, que se evalia 1 cuando p = ¢ y 0 cuando p # ¢q. Los
paréntesis angulares (<>) denotan un promedio de todas las posibles orientaciones
del conjunto en el tiempo.

En resumen, y comparando senales provenientes de moléculas con orientacion si-
milar, como ocurre en bicapas, mientras mayor anisotropia tenga el movimiento del
enlace carbono-deuterio, habra un mayor desdoblamiento de su senal. Este desdo-
blamiento tiene directa relaciéon con los parametros de orden, los que en un calculo
de dindmica molecular se pueden reproducir; de esta manera, si los parametros de
orden de la simulacién coinciden con los experimentales, sera posible establecer que
el modelo propuesto reproduce adecuadamente la dinamica de la bicapa, permitiendo
desvelar informacion adicional del sistema con confiabilidad. Bajo esta premisa, se
simuld el mimético de membrana y el péptido TP1 empleando dinamica molecular.
La simulacion fue ajustada de manera que esta reprodujo desdoblamientos cuadru-
polares de sondas deuteradas en el mimético, medidos empleando 2H-RMN, y de este

modo, se valid6 la simulaciéon en dinamica molecular.
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1.3. Dinamica molecular

La dinamica molecular (MD por sus siglas en inglés) es una técnica computacio-
nal en la que se resuelven las ecuaciones de movimiento mecano-clasicas para un
grupo de moléculas. Introducido por primera vez en los anos 1950s como una alter-
nativa a las, en ese entonces exitosas, simulaciones Monte-Carlo®’, y utilizado por
primera vez para la simulacién de biomoléculas en el ano 1975, en el que el equipo
de investigacion de Martin Karplus logré simular la proteina BPTI®®. A pesar de
haber realizado una simulacién en vacio y por s6lo 9.2 ps, esta simulacion fue ins-
trumental en reemplazar la percepcion de proteinas rigidas, abriendo las puertas a
la comprension de las proteinas (y otras biomoléculas) como estructuras dinamicas,
en el que los movimientos internos juegan un papel crucial en el rol de las proteinas.
El impacto de esta nueva manera de observar las biomoléculas fue tal, que Karplus
fue galardonado con un Premio Nobel de quimica el ano 2013 por sus aportes a las

simulaciones de biomoléculas.

Actualmente, una simulaciéon en dindmica molecular puede proveer informacién
en detalle atémico acerca del movimiento de las particulas en funcién del tiempo.
Y esta informacion se puede utilizar para interpretar fenémenos incluso con mayor
facilidad que con métodos experimentales. No obstante, los métodos de simulacién
no son un reemplazo al experimento, dado que los resultados experimentales juegan
un papel crucial en la validacion de los métodos de simulacion. Esto es especialmente
importante cuando se considera que la gran mayoria de los potenciales utilizados en
dindmica molecular son ajustados con pardmetros empiricos, y actualmente no se

puede cuantificar el error introducido en la utilizacién de tales potenciales®”

Desde la interpretacion de tiempos de relajacion (T; y Tg) v calculos del efecto
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Overhauser nuclear (NOE) mediante dinamica molecular®’ es que la espectroscopia
RMN se ha vuelto uno de los métodos experimentales méas utilizados para validar

resultados de simulacién.

La dinamica molecular ignora todo tipo de interacciones de nivel cuantico, ya que
aproxima cada atomo a una particula de masa puntual con campos de fuerza clasi-
cos asociados, sin incluir electrones explicitamente. No obstante, esta aproximacion
permite modelar sistemas de relativamente gran escala, pudiendo alcanzar cientos
de nanometros ctbicos durante incluso microsegundos. Un calculo de dindmica mo-
lecular comienza con la segunda ley de Newton (eq. .

. 527

Fi=mi—y (4)

Si se conoce la fuerza neta F’Z que actia sobre un atomo 7, su posicion 7; y velocidad
U; en un instante ¢, se puede conocer la posicion que tendré el atomo al transcurrir
un tiempo At si se integra la ecuacion . Existen multiples métodos numéricos para
implementar computacionalmente dicha integraciéon, para motivos de este proyecto,
se ha elegido el método Leap-Frog*! dado que minimiza la perdida de precisiéon en
simulaciones largas, manteniendo un buen desempeno computacional.

En un célculo de dindmica molecular, las fuerzas que actian sobre cada atomo
pueden ser de dos tipos: enlazantes y no-enlazantes. Las no-enlazantes corresponden
en parte a interacciones de Van der Waals, implementadas generalmente mediante

un potencial de Lennard-Jones (eq.

o mte[ ()" (2] g

cuyos parametros (e y o) dependen del par de a&tomos que interacttian y del campo de
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fuerza que se desee usar. Las interacciones no-enlazantes incluyen también las fuerzas
de Coulomb, calculadas usando la distribucion de cargas parciales de la molécula y
la ley de Coulomb (eq. [6).

Vo = ko (6)

Por otro lado, las fuerzas enlazantes asociadas al estiramiento de los enlaces, son
calculadas cominmente con un potencial armoénico (eq. [7) cuyos pardmetros k y la

distancia de equilibrio rq dependen del campo de fuerza a eleccion.
1 2
Ve = ék(r ) (7)

Un potencial similar es utilizado para calcular fuerzas de bending o dngulos de enlace
(eq. , donde kg es definido por los sustituyentes en torno al enlace central y el campo

de fuerza.

1 2
Vi = 5’%(9 — ) (8)

Para calcular interacciones de torsion de dngulos dihedros, se utilizan series de Fou-
rier (eq. @, donde los valores A,, son definidos por el campo de fuerza y los grupos

involucrados.

1
Viers = Z §An(1 + cos(nt + 719)) 9)

Finalmente, las deformaciones fuera del plano o torsiones impropias, caracteristicas
de enl 2 tratad tencial Oni 10)), dond defi
e enlaces sp”, son tratadas con un potencial armoénico (eq. |10]), donde se define un

angulo x (ver figura[7)) que describe tales deformaciones.

1
‘/;op = ékoopX2 (10)

Tal como se adelant6, el campo de fuerza determina las constantes de las ecuaciones
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Figura 7: Definicion del dngulo y fuera del plano.

ya descritas y la distribucion de las cargas parciales de las moléculas en el sistema.
Existen miltiples campos de fuerza, cada uno parametrizado para reproducir dife-
rentes propiedades experimentales. Al momento de escribir, los campos de fuerza que
mejor reproducen la formaciéon de estructuras macromoleculares a partir de SDS son
CHARMM™ y Gromoss4A6%344, Se busca reproducir los resultados espectroscopi-
cos obtenidos por 2H-RMN, asi serd posible obtener informacién a nivel atéomico del

mismo sistema con mayor confiabilidad.

1.4. Sintesis de péptidos

En términos de complejidad y tamano, los péptidos se encuentran entre las mo-
léculas pequenas y las proteinas. Al igual que estas ultimas, los péptidos tienen una
estructura modular, compuesto por cadenas de aminoacidos enlazados mediante el
llamado enlace peptidico. El tamanio de un péptido tiene un limite arbitrario, la FDA
establece tal limite en 100 aminoacidos, sobre este limite la biomolécula resultante
se considerara una proteina.

El uso de péptidos como soluciones farmacéuticas no es nuevo, durante la primera
guerra mundial se masifico el uso de morfina, un péptido ciclico, para tratar a heridos

de batalla. Pocos anos después se aislaria por primera vez la oxitocina, otro pépti-
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do ciclico, actualmente utilizado ampliamente para inducir el parto y recientemente
como anti-depresivo®?. No obstante, el uso de péptidos como farmacos fue pronto
supeditado por el uso de moléculas pequenas, ya que no solo los costos de la sintesis
de péptidos serian mucho mas altos que sintetizar una molécula pequena, sino que
ademas la enorme cantidad de proteasas en el sistema digestivo hace casi imposible

el desarrollo de farmacos peptidicos para administrar via oral.

Durante los tiltimos anos el escenario ha hecho cambiar la perspectiva respecto a
los farmacos peptidicos. Las cada vez mas rigurosas regulaciones a la industria far-
macéutica han hecho que la eficiencia de la industria descienda considerablemente;
actualmente mas del 90 % de los candidatos a farmaco son rechazados durante ensa-
yos clinicos antes de llegar al mercado, la mayoria siendo rechazado por su toxicidad o
falta de eficacia®®. Por lo que se hace necesario que la industria farmacéutica busque
nuevas estrategias, presentandose nuevamente el desarrollo de farmacos peptidicos

como una alternativa viable.

Actualmente, el costo monetario ha dejado de ser una limitante en la produccién
de farmacos peptidicos. Desde la primera sintesis quimica de un péptido en 195347
se ha progresado vastamente en nuevos métodos y tecnologias para la sintesis de
péptidos, tales como sintesis enziméatica®, sistemas de expresion acelulares*”| pro-
duccién en plantas transgénicas®™ y las mas populares: biosintesis mediante ADN
recombinante® y sintesis quimica en estado s6lido®2.
En general, el tamano del péptido determina la tecnologia mas apropiada para su
produccién: para péptidos pequenos y medianos, hasta 80 residuos, resulta eficiente
una sintesis quimica en estado s6lido. Mientras que para péptidos grandes, como la

insulina, se prefiere el uso de ADN recombinante.
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Para propositos de la investigacion detallada en el presente documento, se ha selec-
cionado la sintesis quimica en estado solido como el método mas apropiado. Esto no
solo por el tamano del péptido que se desea sintetizar (12-13 residuos), sino que ade-
mas por una importante limitacion del método de ADN recombinante: sélo se pueden
sintetizar péptidos con aminoacidos que un codén pueda codificar. Este no es el ca-
so para el método de sintesis quimica, en el que hay completa libertad para incluir
aminoécidos sintéticos, incluso isémeros dextro, y como serd en el caso presente, es

posible marcar selectivamente aminoacidos con is6topos de sus atomos componentes.

En la sintesis quimica de péptidos, para evitar reacciones en las cadenas latera-

les y otras reacciones indeseadas se emplean aminoacidos protegidos como punto de
partida.
Actualmente, existen dos principales estrategias para proteger el grupo amino y las
cadenas laterales: t-Boc y F'moc. En la estrategia t-Boc se protege el grupo amino de
cada aminoacido con el grupo ter-butiloxicarbonil y cada cadena lateral con grupos
bencilos. En esta estrategia se emplea acido trifluoroacético para remover el grupo
protector del grupo amino, y se emplea acido fluorhidrico para el clivaje y para re-
mover los grupos protectores de las cadenas laterales. La principal desventaja de ésta
estrategia es que al emplear un acido altamente reactivo como es el 4cido fluorhidrico
se corre el riesgo que ocurran reacciones indeseadas en el péptido, como acilaciones
o alquilaciones.

La segunda estrategia, y la que se emple6 en la investigacion que el presente do-
cumento detalla, corresponde al uso del grupo fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) para
proteger cada grupo amino, y al uso de grupos terbutil para proteger las cadenas
laterales. La principal ventaja de esta estrategia es que para remover los grupos pro-

tectores del amino y las cadenas laterales se requieren condiciones quimicas opuestas:
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Figura 8: Reacciéon de desproteccion de aminoacido protegido con Fmoc

se emplea una base para remover el grupo Fmoc (normalmente piperidina) y un acido
para remover los protectores de las cadenas laterales (normalmente TFA).

El proceso de sintesis de péptidos en fase sélida comienza con el acople del ami-
noacido C-terminal de la secuencia sobre una resina solida. Esta resina solida posee
grupos amino capaces de formar un enlace peptidico con el aminoécido que se desea
acoplar. Vale recordar, que el aminoacido anadido en cada acople se encuentra con
su grupo amino y cadena lateral con grupos protectores, por lo tanto sélo es posible
la reaccion entre el carbonilo del aminoacido anadido y el grupo amino de la resina.

Dado que la formacion de un enlace amida no ocurre espontaneamente a temperatura
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Figura 9: Mecanismo de activaciéon de un aminoacido con HBTU.

ambiente, y elevar la temperatura normalmente es detrimental para la estabilidad de
las cadenas laterales, se recurre a compuestos activadores que transforman el —OH
en un buen grupo saliente™® (ver figura E[) Es por esto que cada uno de los acoples,
ya sea a la resina o al péptido adherido a la resina, va asistido con un activador (e.g.:
HBTU).

Tras haber corroborado que la reacciéon de formacion del enlace amida haya finali-
zado mediante un ensayo con ninhidrina, se remueven los grupos protectores de los
grupos amino empleando piperidina o acido trifluoroacético (TFA) dependiendo del
grupo protector, para luego comenzar con otro proceso de acoplamiento.

Luego de acoplar el dltimo aminoécido al péptido que se desea sintetizar, se debe
clivar el péptido de la resina empleando acido trifluoroacético o acido fluorhidrico

dependiendo de los grupos protectores de las cadenas laterales.
Finalmente, el péptido obtenido es sometido a espectroscopia 2H-RMN y de ma-

sas, para corroborar que se haya obtenido el producto deseado, para luego purificar

el producto obtenido mediante cromatografia en fase inversa.
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2. Hipotesis y objetivos

2.1. Hipébtesis

La investigacion que este proyecto propone, buscara probar (o refutar) la siguiente

hipotesis:

= El CPP TP1, compuesto por los aminoacidos PLILLRLLRGQFC, es capaz
de incorporarse, via difusiéon pasiva, a un mimético de membrana disenado
para imitar la permeabilidad de la membrana celular, el que se sugiere como

mecanismo principal de ingreso a la célula.

2.2. Objetivos generales

Para aquello, se estableceran los siguientes objetivos generales:

= Desarrollar un mimético de membrana, en base al detergente SDS, con la mas
alta concentracion de fosfolipido natural y buena resolucién en espectros 2H-

RMN.

» Explorar el mecanismo de ingreso, dinamica orientacional, interacciones y po-
sicionamiento a nivel molecular del péptido TP1 al ingresar la bicapa de un
mimético de membrana celular, empleando desdoblamientos cuadrupolares y
tiempos de relajacién experimentales, complementado con simulaciones em-

pleando dindmica molecular.

2.3. Objetivos especificos

Los objetivos especificos que guiaran la investigacion se listan a continuacion:
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= Buscar una formulacion del mimético de membrana del tipo bicapa a base de
SDS, que posea la maxima concentracion de fosfolipido natural, manteniendo

una buena resolucién en espectros 2H-RMN.

» Caracterizar el nuevo mimético mediante microscopia de luz polarizada y 2H-

RMN.

= Probar, mediante la inclusion de exégenos documentados, que la nueva formu-

lacion se comporta similar a la membrana celular.

» Estudiar las posibles alteraciones que pueda sufrir el mimético ante la adicion
del péptido TP1, empleando desdoblamientos cuadrupolares y tiempos de re-

lajacion longitudinal en 2H-RMN.

= Estudiar la dindmica orientacional del péptido TP1 dentro del mimético me-
diante la inclusion selectiva de aminoédcidos deuterados en el péptido, para su

posterior estudio por 2H-RMN.

» Simular los sistemas estudiados experimentalmente con calculos de dinamica

molecular que reproduzcan resultados espectroscopicos.

» Aplicar la técnica de simulacion Umbrella Sampling/ WHAM para la obtencion
de un perfil de energia libre, y detalles de las interacciones durante el proceso

de insercion del péptido y el mecanismo de translocacion.

= Analizar, discutir, interpretar y difundir los resultados obtenidos.
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3. Metodologia

3.1. Formulacion del nuevo mimético de membrana
3.1.1. Primera maximizacion de fosfolipido en el mimético

Los reactivos dodecil sulfato de sodio (SDS), dodecil sulfato de sodio deuterado
(SDS—dys), sulfato de sodio (NagSOy) y el fosfolipido extraido del poroto de soja
fueron adquiridos de Sigma Aldrich. El decanol (DeOH), agua deuterada (D;O) y
agua de grado cromatografico fueron adquiridos de Merck. A excepcion del sulfato
de sodio, los reactivos fueron utilizados sin modificaciones, el sulfato de sodio fue
secado en horno 24 horas antes de su utilizacion.

El decanol deuterado (DeOH-a-dy) fue sintetizado reduciendo decanoato de etilo
(C12H2403) con deuteruro de litio y aluminio (LiAlDy) y purificado mediante desti-

lacién fraccionada en vacio.

Segun la informaciéon suministrada por Sigma-Aldrich, el contenido de &cidos

grasos en el fosfolipido hidrolizado extraido del poroto de soja es:

Acido graso Contenido
Ac. Palmitico 17%
Ac. Esteérico 4%
Ac. Oléico 9%
Ac. Linoléico 60 %
Ac. Linolénico 7%
Otros 3%

Tabla 1: Contenido de acidos grasos en el fosfolipido extraido del poroto de soja e
hidrolizado, suministrado por Sigma-Aldrich. Porcentajes en masa.

El fosfolipido empleado contiene en su mayoria fosfoglicéridos, siendo un 63 %
fosfatidilcolina y un 32 % fosfatidiletanolamina, el 5% remanente corresponde a re-

siduos de carbohidratos y otros lipidos, segiin lo informado por Sigma-Aldrich.
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Se comenz6 con la formulacién de Bahamondes et al.Y, cuya composicién posee
dodecil sulfato de sodio (SDS), 1-decanol (DeOH), sulfato de sodio (NaySOy4) y agua

(H20), con las proporciones expuestas en la tabla .

Materia prima | Contenido
SDS 31.60 %
NaySO, 2.85%
DeOH 5.40 %
Agua 60.31 %

Tabla 2: Composicion de un mimético de membrana aniénico basado en dodecil
sulfato de sodio, preparacion de Bahamondes et al.. Porcentajes en masa.

Cada muestra de cristal liquido se prepar6é mezclando todos los componentes ne-
cesarios para preparar ~1.00 g de muestra en un tubo de ensayo de 5mL. Luego de
combinar todos los componentes en el tubo, éste se dej6 en un agitador rotatorio

lento (~20rpm) durante al menos 48 horas a 40 °C.

Para controlar que los componentes que no son el fosfolipido no cambien signifi-
cativamente entre cada preparacion, cada muestra sin fosfolipido se prepard masando
cada ingrediente en balanza analitica, para luego calcular una divergencia entre la

muestra preparada y la composicion original (Tabla .

Divergencia = Z | %0s — %5 | (11)

Donde %; corresponde al porcentaje en peso del componente i, y % corresponde
al porcentaje en peso del componente 7 de la composiciéon original. Utilizando este

parametro, se rechazaron todas las muestras con divergencias superiores al 1 %.
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La maximizacion de la concentracion de fosfolipido se realiz6 anadiendo progre-
sivamente masas de éste a la composicion total, comenzando desde un 0% en masa
de fosfolipido, e incrementandola hasta hacer inviable la formaciéon de un cristal 1i-
quido nemaético. Tras la preparacion de cada muestra, su condiciéon de cristal liquido
fue evaluada in situ usando microscopia de luz polarizada, para luego confirmar las

observaciones de la microscopia con espectros 2H-RMN.

El mimético de membrana obtenido de éste procedimiento fue posteriormente

utilizado para calibrar parametros en los célculos de dindAmica molecular.

3.1.2. Segunda maximizacién de fosfolipido en el mimético

Tras maximizar el contenido de fosfolipido sumando cantidades de éste a la com-
posicién original, se comenzé una segunda etapa de maximizacién, en la que se
buscaba incrementar la proporciéon de fosfolipido disminuyendo la cantidad de SDS

en la composicion.

Materia prima | Contenido
SDS 24.97%
NaQSO4 1.46 %
DeOH 3.91%
Fosfolipido 22.00 %
Agua 47.65 %

Tabla 3: Formulacion de mimético de membrana segtin resultados de una primera
maximizacién en el contenido de fosfolipido.

Este procedimiento se efectué reduciendo sucesivamente el contenido de SDS
y en cada sucesion se maximizé nuevamente el contenido de fosfolipido hasta la

inviabilidad de un cristal liquido nemético.

33



3.1.3. Inclusiéon del tampoén en el mimético

Tras optimizar la concentracion de fosfolipido en la formulacion, el siguiente paso
fue incluir una concentracion de tampoén de fosfato a pH 7.4. El acido fosforico y el
fosfato de sodio dibésico utilizados para la preparacion del tampoén fueron adquiridos
de Merck y Sigma Aldrich respectivamente, y fueron utilizados sin modificaciones.
Se fabrico una bateria de miméticos de membrana con diferentes concentraciones de
tampon, preparado con acido fosférico y fosfato de sodio dibésico, en un rango de
concentraciones desde 1 x 1072 M hasta 1.0M. De todos los miméticos fabricados
en este paso, se eligi6 el de mayor concentracion de tampoén que cumpliese con las

siguientes condiciones:

» La fase produce patrones de cristal liquido nematico en microscopias de luz

polarizada.

» El espectro 2H-RMN de la fase muestras un desdoblamiento cuadrupolar en su

senal de agua.

3.1.4. Verificacion del funcionamiento como mimético

Con el fin de verificar que el mimético formulado se comporta de manera similar
a la membrana celular, como control positivo se probé la insercion del anestésico
local: benzocaina, el que se sabe es capaz de entrar pasivamente al citosol?. Ademas
se us6 L-Dopa como control negativo, ya que se sabe que éste atraviesa la membrana

3

mediante mecanismos activos®, no disponibles para un mimético de membrana.

Si bien, el método definitivo para revelar si el control ingresa a la trans-membrana

es mediante 2H-RMN del control deuterado, para los controles positivos se realizaron

pruebas preliminares con sondas deuteradas en el lipido de la bicapa. Estas pruebas
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preliminares se efectuaron anadiendo la benzocaina en muestras de mimético prepa-
rado con tampoén de fosfato neutro en concentracion 0.1 M, a cada muestra se anadio
38 nmol de anestésico y se dejo en agitacion rotatoria por 72 horas a 20 rpm.

Tras finalizar la agitacion, se verifico que la fase se haya mantenido como cristal
liquido mediante microscopia de luz polarizada, y se tomaron espectros 2H-RMN de
cada muestra para comparar con resultados de espectros de muestras blancas (sin

antestésicos).

3.2. Sintesis del péptido TP1

La elaboracion de cada péptido se realizé mediante sintesis guimica en fase solida,
que consiste en acoplar aminoacidos (protegidos ortogonalmente en su grupo amino y
cadena lateral) a una resina solida, formando un enlace amida entre el grupo carboxilo
del aminoacido con un grupo amida ligado al soporte. Posteriormente se desproteje
el grupo carboxilo del aminoacido recientemente acoplado y se acopla el siguiente
aminoécido en la secuencia, éste proceso se repite hasta completar el péptido, para
finalizar con un proceso de clivaje en el que se separa el péptido de la resina y se

desprotejen sus cadenas laterales.

Para la sintesis del péptido TP1 y sus variaciones se utiliz6 una resina rink
protegida con cloruro de fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc) con capacidad de car-
ga 0.4mmolg~!, y aminoécidos protegidos con Fmoc en su grupo a-amino. Estos
adquiridos de Iris Biotech. Los aminoacidos deuterados protegidos con Fmoc fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich
En cada acoplamiento se utilizo N,N-Diisopropiletilamina (DIEA) como base para
deprotonar el carboxilo y Hexafluorofosfato de benzotriazol-tetrametil-uronio (HB-

TU) para activar la reactividad del grupo carboxilato. Se repitié entre dos y cuatro

35



S @ ST e @

Ciclo iterativo

/—N\
.\x o.\i “z“)'lr Y\/’
.__./Y\T)J\NHJYl_' 2 ijﬁ‘””ﬁfl_' “y
HaN fs} '/

4
R
]
HM ﬁ 1|:H NH 'I:l H(|:"'--. OH
- - -
\CH.—’ H"‘NH -.._ﬁ/ H? MNH ﬁ
0 Yoo ©

Figura 10: Esquema de sintesis de péptidos en fase solida. O: resina, /\: grupo protec-
tor a-amino, {>O: grupos protectores de cadena lateral. 1: Acoplamiento del primer
aminoacido, 2: Desproteccion, 3: Acoplamiento del siguiente aminoacido, 4: Clivaje
y desprotecciéon de cadenas laterales.

veces el acoplamiento de cada aminoacido, y se verifico la totalidad del acoplamien-
to mediante un ensayo de ninhidrina. Este tltimo reacciona con grupos aminos del
aminoécido para formar una base de Schiff de color violeta intenso, por lo tanto, en

el contexto de la sintesis de péptidos, éste tornaré la resina de color violeta soélo si

quedan grupos aminos sin acoplar.

Al completar la totalidad de los acoplamientos, se clivo el péptido y se desprote-
gieron sus cadenas laterales anadiendo acido trifluoroacético, para luego precipitar
el péptido con éter frio (a ~—80°C) y purificarlo mediante cromatografia en fase

mversa.

Se verifico el éxito de la sintesis mediante espectroscopia de masas de ionizacion
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de electrospray (ESI-MS), y dicroismo circular para revelar caracteristicas de la es-

tructura secundaria del péptido.

3.3. Estudio preliminar de posicionamiento del péptido en el

mimético nuevo

Una muestra de péptido TP1, compuesto por los amino-acidos PLILLRLLRGQFC,

fue adquirido de Genscript con pureza >95 %

Una vez adquirido el péptido, se realizo la prueba de anadir 6 mg del péptido a 1.0 mL
del tampo6n neutro de fosfato 0.10 M, obteniendo una acidificaciéon de la muestra hasta
pH 4. Esto es evidencia de la presencia de acido trifluoroacético (TFA) en el péptido.
Para contrarestar los efectos de acido, se decidié anadir fosfato de sodio di-basico en
concentraciones equi-molares al péptido a la muestra. Tras anadir dos equivalentes
de fosfato de sodio, el pH de la muestra ascendi6 a pH 6. Dado que existia el pre-
cedente de la formaciéon de cristal liquido usando componentes liquidos a pH 6, se
procedio a fabricar un mimético de membrana con la nueva composicion, mas 3.2 mg
de péptido TP1 y dos equivalentes en cantidad de fosfato de sodio di-bésico.

Si bien, se logré obtener un cristal liquido anadiendo 3.2mg de péptido, ésta canti-
dad es insuficiente si se desea obtener sefiales en 2H-RMN del péptido deuterado. Por
esta razon, el siguiente paso debe ser una purificacion del péptido TP1 para minimi-

zar su contenido de TFA, y poder maximizar el contenido de péptido en la membrana.

Tras la purificacion exitosa del péptido, se logré concentrar una masa de 17 mg de
péptido por gramo de mimético, ésto sin necesidad de anadir una solucién tampoén a
la formulacion. Esta concentracion es suficiente para obtener senales en un espectro

2H-RMN del péptido deuterado.
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3.4. Calculos de dindAmica molecular
3.4.1. Seleccion del campo de fuerza

Al momento de iniciar el proceso investigativo, existen tres campos de fuerza es-
pecializados para la simulacién de lipidos: CHARMMS36, Berger y Gromos 53A6.4°
Para decidir cual de las tres opciones usar para el resto de la investigacion, se simul6
una bicapa lipidica con las mismas concentraciones obtenidas de la primera maxi-
mizacion de fosfolipido (Seccion , pag. , para posteriormente ser comparados

con resultados experimentales.

Todos los calculos de dindamica molecular fueron realizados utilizando el paquete
de programas GROMACS 2016. La configuracion inicial para la membrana simulada
fue construida utilizando el software Packmol™, con el cual se gener6 una configura-
cion de bicapa, con ambas monocapas de igual composicion, centrado en un espacio

de 8.15x8.15x9.00 nm? (figura . La composicion de la bicapa es expuesta en la

tabla
Compuesto Cantidad de moléculas
Dodecil sulfato de sodio 232
1-Decanol 66
Sulfato de sodio 28
Palmitoil-linoleoil-fosfatidilcolina 30
Dilinoleoil-fosfatidilcolina 20
Dilinoleoil-fosfatidiletanolamina 18
Dioleoil-fosfatidiletanolamina 8

Tabla 4: Composiciéon de un mimético de membrana simulado, a base de dodecil
sulfato de sodio con alto contenido de fosfolipido.

En los espacios vacios de la configuracion expuesta en la figura |11} se anadieron
28 iones sulfato en concordancia con la concentracion experimental, 286 iones sodio

para neutralizar el sistema, y 8926 moléculas de agua, siendo estas las suficientes
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Figura 11: Configuraciéon inicial de una bicapa para la simulaciéon de un mimético
de membrana a base de dodecil sulfato de sodio (SDS) con un alto contenido de
fosfolipido. SDS coloreado en azul, 1-decanol en negro y fosfolipido en naranjo

para alcanzar una densidad de 1.000gml™! en el espacio remanente. Se utilizé el
modelo TIP3P® de agua para la simulacion con el campo de fuerzas CHARMMS36,
y el modelo SPC/E? para las simulaciones con los campos de fuerzas Berger y Gro-
mosb4A6.

Tras completar la configuracion inicial, incluyendo iones y agua, ésta se someti6 a
un algoritmo de gradientes descendientes para minimizar las fuerzas de interacciéon

hasta que no exista interaccién méas grande que 800.0 kJ mol~! nm~1.

Para la simulacion empleando el campo de fuerzas CHARMMS36 se utilizo el al-
goritmo de integracion Leap-Frog con un At de integracion de 2fs y se aplicaron
condiciones de bordes periédicos en los tres ejes. La herramienta SwissParam™ fue
utilizada para asignar cargas parciales. Las interacciones no enlazantes de Van der

Waals entre 4tomos no mas lejos que 1.0 nm fueron calculadas completamente, para
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aquellos atomos separados entre 1.0nm y 1.2nm se empledé un esquema que fuerza
suavemente la funcion de Lennard-Jones a cero en este rango (véase figura . Las
interacciones electrostaticas fueron calculadas con la ecuaciéon de Coulomb en ato-
mos no mas lejos que 1.2 nm; para distancias superiores se utilizé el método Particle
Mesh Ewald™ (PME) derivado de la sumatoria de Ewald".

Previo a la simulacién de produccion, se realizé una simulacion corta de 1.0ns pa-
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Figura 12: Grafico del potencial de Van de Waals modificado para no calcular in-
teracciones mas lejanas que 1.2nm, segtin lo especificado por el campo de fuerzas
CHARMMS36. La linea punteada indica la funcién sin modificaciones.

ra generar velocidades y equilibrar temperatura y energia. Se ajusto la temperatura
empleando un termostato modificado de Berendsen?, utilizando dos cuplas indepen-
dientes para la bicapa y el agua, ambas con una temperatura de referencia de 310 K
y constante de tiempo de 2.0ps. Se equilibr6 la presion del sistema empleando la
cupla de Berendsen"™ con una presion de referencia de 1.0 bar y constante de tiempo
de 2.0 ps.

La simulacién de produccion se efectud hasta completar 40 ns, se emple6 la misma
cupla de temperatura, y una cupla de presion semi-isotrépica con presiones indepen-
dientes en los ejes XY del eje Z, las presiones de referencia fueron de 0.8 bar para el
eje XY, y de 1.0 bar para el eje Z. La constante de tiempo fue de 2.0 ps para ambas

cuplas de presion.
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Para la simulacion empleando el campo de fuerzas de Berger se utilizé6 nueva-
mente el algoritmo Leap-Frog con un At de integracion de 1fs durante la primera
simulacion para equilibrar energias, y de 2fs durante la simulaciéon de produccion.
Se aplicaron condiciones de bordes periddicos en los tres ejes. Se probaron dos con-
juntos de cargas parciales con este campo de fuerzas, uno fue calculado mediante el
esquema Merz-Kollmann* usando un nivel de teorfa B3LYP/6-31G(d), y el segundo
fue construido a partir de fragmentos similares en las distribuciones de cargas espe-
cificadas en el campo de fuerzas Gromos 53A6.

Las interacciones de Van der Waals y electrostéticas fueron calculadas completa-
mente para dtomos no mas lejanos que 1.4nm, las interacciones de Van der Waals
para adtomos mas lejanos fueron truncadas a cero (figura [13)), y las interacciones

electrostaticas para atomos lejanos se utilizé el método PME. Antes de iniciar ca-
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Figura 13: Grafico del potencial de Van der Waals modificado para no calcular in-
teracciones mas lejanas que 1.4nm, segun lo especificado por los campos de fuerzas
Berger y Gromos 53A6. La linea punteada indica la funciéon sin modificaciones.

da simulacién de producciéon se realiz6 una simulaciéon corta de 1ns para generar
velocidades y equilibrar temperatura, presion y energia; para luego generar simula-
ciones de produccion de 200 ns cada una. La temperatura fue ajustada utilizando un
termostato modificado de Berendsen, utilizando dos cuplas independientes para la
bicapa y el agua, ambas con una temperatura de referencia de 310 K y una constante

de tiempo de 0.5ps. La presion se ajusto con un barostato de Berendsen para la
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simulacion de equilibracion, y el barostato de Parrinello-Rahman para la simulaciéon
de producciéon. En ambos casos se utilizaron cumplas semi-isotrépicas con presiones
independientes en los ejes XY del eje Z, las presiones de referencia fueron de 1.0 bar

para ambas cuplas, la constante de tiempo fue de 1.0 ps.

Para la simulaciéon realizada con el campo de fuerzas Gromos 53A6 se ocupa-
ron parametros de integracion idénticos a aquellos utilizados con el campo de fuerza
de Berger. Se realizaron simulaciones cortas de 1nm previas a las simulaciones de
produccién para generar velocidades y equilibrar temperatura, presiéon y energia.
Cada simulacion de produccion se calculd hasta completar 200 ns de simulacion. El
barostato y sus parametros utilizados fueron idénticos a los utilizados durante la si-
mulaciéon con el campo de fuerzas de Berger. La temperatura se equilibré utilizando
un termostato modificado de Berendsen con temperaturas de referencia entre 310 K
y 330 K, con cuplas independientes para el agua y la bicapa y constantes de tiempo

de 1.0 ps para ambas cuplas.

3.4.2. Perfiles de energia libre para procesos de insercién de sustratos

en la membrana

El calculo de cada perfil de energia libre para cada proceso de insercion en la
membrana fue hecho utilizando el método Umbrella Sampling/ WHAM.
Cada ventana de simulaciéon se gener6 a partir de dividir la trayectoria de una si-
mulacién en la que se separa gradualmente el sustrato en estudio desde el centro de
la membrana. Cada ventana de simulacion se escogié de manera que la posicion del
farmaco esté espaciado en 1.5 A desde la ventana anterior, afiadiendo mas ventanas

de simulacién en los casos donde hubo muestreo insuficiente.
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Antes de iniciar cada ventana de simulacién, se generaron velocidades y se estabili-
zaron sus temperaturas en cada una de ellas con simulaciones cortas en el conjunto
NVT. Cada simulacion de estabilizacion consistié en calculos de dinamica con tiem-
pos de integracion de 1fs hasta completar 100 ps. Las temperaturas se ajustaron
utilizando un termostato modificado de Berendsen, con tres cuplas independientes
para la bicapa, el agua y el farmaco; las temperaturas de referencia fueron de 310 K
para el agua y el farmaco, y de 320 K para la bicapa.

Para no deformar la bicapa durante la simulaciéon de equilibrio y cada ventana de
simulacion, se anadié una restriccion de movimiento a los componentes de la bicapa
en forma de un potencial cuadratico con constantes de fuerza de 237kJ mol~! nm—2
en los tres ejes.

Cada ventana de simulacion se calculé empleando tiempos de integracion de 2 fs has-
ta completar 20 ns. La distancia entre los centros de masa de la bicapa y el farmaco
fueron mantenidas en cada ventana mediante un potencial de sesgo cuadratico con

una constante de fuerza de 800kJ mol~! nm™2.

3.5. Espectroscopia 2H-RMN de miméticos de membrana y

péptidos selectivamente deuterados

Con el objetivo de sondear la movilidad y orientaciéon de la bicapa y el péptido
TP1, es que se tomaron espectros 2H-RMN de miméticos de membrana con marcas

deuteradas en sus anfifilos y de péptidos selectivamente deuterados.

Todos los espectros 2H-RMN se tomaron en un espectréometro Bruker Avance
400 (Universidad de Santiago de Chile) operando a 61.422 MHz. Los espectros se
obtuvieron con pulsos en 90° de 22.4ps, tiempos de adquisicion de 760 ms y un

ancho espectral de 43.1kHz en archivos de 32kB con resolucion digital de 1.32 Hz
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por punto.

Los espectros de miméticos de membrana fueron adquiridos a 37°C y se esperd 10

minutos con la muestra en el espectrometro antes de comenzar la adquisicion para

permitir que éstas alcancen un equilibrio térmico.

Los espectros fueron procesados usando el software Bruker TopSpin 4.0 y analizados

con MatPlotLib.
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4. Resultados y discusién

4.1. Formulacion del nuevo mimético de membrana.

Mediante el procedimiento descrito anteriormente (seccion [3.1.1]), se fabricaron
19 cristales liquidos con concentraciones crecientes de fosfolipido hasta 30 % de éste,
al superar esta concentracion se obtienen fases no-cristalinas. A todas las muestras
se les tomaron espectros 2H-RMN para censar el desdoblamiento cuadrupolar en las
senales del agua parcialmente deuterada (DHO) y 1-decanol-a — ds. La figura

resume los resultados espectroscopicos de cada muestra fabricada.
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Figura 14: Desdoblamientos cuadrupolares en senales de agua deuterada y 1-decanol-
« — dy en funcién de la concentracion de fosfolipido en miméticos de membrana a

base de SDS.

De la observacion de la figura se aprecia un comportamiento diferente en la
variacion del desdoblamiento quadrupolar de agua y 1-decanol al superar una con-
centracion del 6 % de fosfolipido. Este cambio se puede explicar si uno supone una

transicion de fase al superar dicha concentracion.
Un cambio de comportamiento también es apreciable al comparar imégenes de

microscopia de luz polarizada (figura

Los patrones obtenidos en las imagenes de microscopia corresponden a un patrén
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(a) 4% de fosfolipido. (b) 17% de fosfolipido.

Figura 15: Imégenes de microscopia de luz polarizada de miméticos de membrana a
base de SDS con diferentes contenidos de fosfolipido. Ambas con magnificaciéon 100x.

tipo Schlieren (ﬁgura y otra de tipo veta aceitosa (ﬁgura. Se ha detectado
una transicion similar en bicapas con detergentes cationicos™, en el que la transicion
se atribuye a un cambio desde una bicela mono-axial con forma de disco a una bi-
axial elongada. Lo mas probable es que la transicion aqui evidenciada sea similar a
la descrita en bicapas con detergentes cationicos, considerando que la estructura de
bicapa no se pierde, ya que de otro modo habria un cambio drastico en los desdo-

blamientos cuadrupolares medidos.

Una de las imagenes tomadas a un mimético con un 5% de fosfolipido (figura
dio cuenta de la presencia de un régimen mixto de ambas fases. Este resultado
es evidencia de que la diferencia entre ambas fases es lo suficiente como para que la

transicion entre ambas sea de primer orden.
Del total de muestras tomadas en esta primera etapa de maximizacion se escogio

aquella con la méxima cantidad de fosfolipido en la que se mantuviese la calidad de

la senal. La composicion que logro satisfacer ambas condiciones fue aquella con un
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Figura 16: Imagen de microscopia de luz polarizada de un mimético de membrana a
base de SDS con 5% de fosfolipido. Se observa un régimen mixto entre dos fases.

22 % de fosfolipido, dado que al incrementar la concentracion a 23 % se disminuye la
resolucion de las senales desdobladas del agua y adoptan caracteristicas similares a

las de un espectro de un sélido. La composicion exacta de esta fase se detalla en la

tabla [l

Tabla 5: Composicion de mimético de membrana con alta concentracion de fosfoli-
pido.

Compuesto Contenido [ %?]
Dodecil sulfato de sodio 18.65 %

Sulfato de sodio 1.55%
1-decanol 3.92%

Mezcla de fosfolipidos 26.76 %

Agua 49.12 %
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Figura 17: Comparacién entre espectros 2H-RMN para miméticos con 22% v 23 %
de contenido de fosfolipido.

4.2. Calibracion de un modelo de simulaciéon

La primera etapa de la calibracion del modelo de dindmicas moleculares consistio
en seleccionar el campo de fuerza. Se probaron los campos de fuerzas CHARMMS36,
Berger y Gromos 53A6. Los detalles de cada simulaciéon son expuestos en la sec-
cion [3.4.1] Tras finalizar los calculos con los tres campos de fuerzas, se calculo el
parametro de orden de los enlaces carbono-deuterio del SDS-dy5 v subsecuentemente
el desdoblamiento cuadrupolar predicho por la simulacion. Este dltimo resultado se
compar6 con resultados espectroscopicos experimentales (figura , y se escogio el
campo de fuerza con los resultados mas concordantes para realizar ajustes adiciona-

les.

Como se observa en los resultados resumidos en la figura [I9] la simulacion rea-
lizada con el campo de fuerza CHARMMS36 resulta en parametros de orden y des-
doblamientos cuadrupolares predichos muy altos en comparaciéon a los resultados
experimentales, indicando que este campo de fuerza sobrestima en demasia las in-

teracciones atractivas.
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Figura 18: Espectro 2H-RMN de mimético de membrana a base de SDS con 22 % de
fosfolipido natural. Las senales desdobladas de sondas de SDS-dy5. La senal central
corresponde a la sefial desdoblada (no visible) del agua deuterada en la muestra.
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Figura 19: Desdoblamientos cuadrupolares de SDS-dy5 del espectro 2H-RMN. Com-
paracion entre resultado experimental (circulos negros) y predicho por simulaciones
de dindmicas moleculares con diferentes campos de fuerza. Se muestran los resul-
tados de CHARMMS36 en cuadrados rojos, Berger con cargas segtun célculo BSLYP
en cruces diagonales verdes, Berger con cargas de GromosbH3A6 en triangulos azules,
Gromosb53A6 con cargas segin célculo BSLYP en cruces rojas y Gromosb3A6 con
cargas segun definidas en el campo de fuerza en circulos azules.
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Respecto a los resultados obtenidos con el campo de fuerzas de Berger, si bien se
obtienen mejores resultados a los obtenidos con CHARMMS36, estos siguen estando
alejados en torno a ~20 kHz de los resultados experimentales. Existe una mejoria al
cambiar la distribucion de cargas a la establecida por el campo de fuerzas Gromos
53A6, que define dipolos mucho méas débiles, pero los desdoblamientos predichos si-

guen estando en torno a ~10kHz alejados de los resultados experimentales.

En relacién a los resultados obtenidos con Gromos 53A6 y cargas segun calcu-
lo B3LYP/6-31g(d), hay una mejoria en la reproducibilidad de los desdoblamientos
cercanos a la interfase, no obstante el calculo ab-initio realizado resulta en dipolos
demasiado altos en las insaturaciones del fosfolipido, por lo que se decidi6 asignar
cargas parciales de acuerdo a fragmentos similares definidos en el campo de fuerza
Gromos 53A6, de éste modo se obtiene una simulacién que difiere en torno a ~3kHz
de los resultados experimentales, por lo que se decide por este ultimo campo de fuer-

za para realizar ajustes adicionales.

Dado que el campo de fuerza seleccionado sé6lo diverge de los resultados experi-
mentales en los desdoblamientos mas alejados de la interfase, la solucién para mejorar
el ajuste debe aumentar la movilidad de las cadenas lipidicas en mayor medida de
lo que afecte a la movilidad de la interfase. La solucién que se escogié para lograr
este objetivo fue dividir el termostato aplicado sobre el sistema en dos cuplas, una
cupla para el agua e iones con temperatura de referencia fisiologica y una segunda
cupla para el contenido de la bicapa con una temperatura levemente superior. El ra-
zonamiento detras de esta decision se basé en la expectativa de que las interacciones
y dindmicas en la interfase dependen en mayor medida de la actividad del solvente,

que posee una mayor cantidad de dipolos y con mayor intensidad, mas bien que del
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lipido en la bicapa. Por lo tanto, si se eleva la temperatura de referencia sélo en la
bicapa, ésta tentrd un efecto mas significativo hacia el interior de la bicapa que en
los carbonos cercanos a la interfase.

Se probo elevando la temperatura de la bicapa en 10° respecto a la temperatura

fisiologica, los resultados son expuestos en la figura 20| Tras observar los resultados

25000 4
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e Experimental
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50001 Termostato asimétrico

Desdoblamiento cuadrupolar[Hz]
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Nudmero de carbono

Figura 20: Desdoblamientos cuadrupolares de SDS-dys en ?H-RMN. Comparacion
de resultados experimentales y predichos por calculos de dindmica molecular con
bicapas estabilizadas con diferentes termostatos.

expuestos en la figura [20| no solo se confirma la suposicién de que un aumento en la
temperatura de referencia de la bicapa afectaria en mayor medida la movilidad de
los carbonos mas alejados de la interfase, si no que también se obtiene un modelo
de simulaciéon que reproduce con gran exactitud los resultados experimentales, por

lo que se decide utilizar éste para realizar las siguientes pruebas en simulacion.

4.3. Validacion del mimético

Para validar la actividad del mimético como tal, se probo, experimentalmente
y en simulacion, la actividad penetrante del anestésico benzocaina, del que existe
evidencia de su capacidad penetrante; ademés de la incapacidad de penetrar del
aminoécido L-Dopa. De este tltimo existen evidencias de que su actividad penetran-

te implica un receptor especifico, por lo tanto no deberia ser capaz de atravesar la
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membrana de forma espontanea. Si se confirma que estos dos comportamientos son
similares en el mimético y en los resultados reportados en la literatura, se confirmaria

que el nuevo mimético de membrana actta efectivamente como tal.

4.3.1. Control con benzocaina

Utilizando el modelo de membrana calibrado en la seccion .2} se empled el méto-
do Umbrella Sampling/ WHAM tal como es descrito en la seccion m para producir
un perfil de energia libre para el proceso de translocacion del anestésico en el mimé-

tico de membrana.

El perfil de potencial quimico para la translocacién de benzocaina obtenido (figura
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Figura 21: Perfil de potencial quimico para el proceso de translocaciéon de benzocaina
a través de un mimético de membrana a base de SDS.

revela que tal proceso necesita completar tres pasos para lograr la transloca-
cion. Primero la benzocaina espontaneamente, y sin interactuar con la doble capa
eléctrica, queda inmersa en una de las capas de la bicapa (ver figura , ubicén-
dose en el sector mas cercano a la interfase. Luego el anestésico debe superar una

pequena barrera de 11.2kJmol™! para cruzar a la segunda capa de la membrana,
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para finalmente escapar de la bicapa a un costo energético de 27.1kJmol~!. Este

comportamiento coincide con los resultados encontrados por otros autores?

El resultado de esta simulaciéon fue validado con resultados espectroscopicos. La
figura 22 compara los desdoblamientos cuadrupolares de las senales de SDS-dy; en
dos preparaciones de mimético de membrana, una con concentracion de 8 mg de ben-
zocaina por cada 1 g de mimético y una muestra sin anestésico.

Tras observar la figura [22) se aprecia que la presencia de benzocaina afecta en mayor
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Figura 22: Desdoblamientos cuadrupolares de SDS-dy5 en un mimético de membrana
a base de SDS. Comparaciéon entre mimético con benzocaina y sin el anestésico.

medida a la dinamica de los seis carbonos maés cercanos a la interfase, indicando que
la posicion mas favorable para el anestésico seria que éste se posicione dentro de la
bicapa y cercano a la interfase. Este resultado concuerda con el obtenido mediante

célculos de dindmica molecular (figura [21D]).

4.3.2. Control con L-Dopa

Del mismo modo que con los anestésicos, se calculé un perfil de energia libre para

el proceso de translocacion de L-Dopa a través del mimético de membrana, éste es
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expuesto en la figura 23a] Del perfil expuesto en la figura 23a] se aprecia que posee
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Figura 23: Perfil de potencial quimico para el proceso de translocacion de L-dopa a
travez de un mimético de membrana a través de un mimético de membrana a base

de SDS.

un minimo fuera de la bicapa y cercano a la interfase y una fuerte barrera de po-
tencial, de 102.40kJ mol™!, que impide que la molécula pueda ingresar a la bicapa.
Esto significaria que la L-dopa se adsorbe débilmente a la interfase, pero es incapaz

de ingresar a la bicapa y mucho menos atravesarla.

Con el objetivo de validar estos resultados, se preparé una muestra de mimético
con 7mg de L-Dopa-d; (deuterada en el anillo aromatico) por cada 1 g de mimético,
y se tomo6 un espectro 2H-RMN para medir el desdoblamiento cuadrupolar de sus
senales. El espectro es expuesto en la figura En el espectro de la figura [24] la
senal central corresponde a la senal desdoblada del agua, mientras que las cuatro
senales pequenas entorno a la senal del agua corresponden a las senales desdobla-
das de L-dopa-ds. La presencia de estos desdoblamientos pequenos, del orden de
4.2kHz y 8.2KHz, se debe a que la L-dopa se adsorbe a la interfase de la bicapa,

sin penetrarla, y de este modo deja de tener una distribuciéon orientacional isotrépica.
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Figura 24: Espectro 2H-RMN de una muestra de mimético de membrana con 7mg de
L-Dopa-ds por cada gramo de muestra. Desdoblamientos de 4248 para HA y 8228Hz
para H?

Estos resultados fueron publicados en el Journal of molecular liquids en un articu-
lo titulado Characterization of an anionic membrane mimetic with natural phospho-

lipid content and magnetic orienting capabilities®.

4.4. Sintesis del péptido TP1

200mg del péptido TP1 fueron sintetizados mediante los métodos expuestos en
la seccion [3.2] El péptido resultante fue sometido a pruebas de dicroismo circular y
espectroscopia de masas de ionizacion por electro-spray (ESI-MS), estos resultados
son expuestos en la figura [25]

La curvatura presentada por el dicroismo circular del péptido en agua (figura
indica que éste no posee estructura secundaria. No obstante, la curvatura del mismo,
cuando el péptido esta disuelto en una solucion al 30 % de trifluoro-etanol (TFE) en
agua, concuerda con una estructura secundaria a-hélice incompleta.

Del resultado de espectroscopia de masas (figura , se confirma una sintesis exi-
tosa ya que se aprecian las senales para el péptido doblemente protonado ([M -+

2H|*"=772.0 m/z) y para el péptido triplemente protonado ([M + 3H]*" = 515
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Figura 25: Dicroismo circular y espectro de masas para péptido TP1.

m/z)

Dado que no se funcionalizaré la cisteina del péptido, la que es utilizada para anadir
cargos, existe el riesgo que el péptido dimerice, por lo tanto se decidi6 sintetizar
una copia del péptido sin cisteina, y si el resultado de su dicroismo circular resulta
similar al de su anédlogo con cisteina significard que no ocurrieron variaciones en la
estructura secundaria del péptido, por lo tanto se podra continuar el estudio con el

péptido sin cisteina.

Tras finalizar la sintesis de 200 mg del péptido sin cisteina, se le realizaron pruebas
de dicroismo circular y espectroscopia de masas ESI, los resultados de estas pruebas
son expuestos en la figura [26]

Al examinar los resultados de la espectroscopia de masas (figura , se confir-
ma nuevamente una sintesis exitosa ya que se aprecian las senales para el producto
doblemente protonado ([M + 2H]*" = 720.4 m/z) y para el producto triplemente
protonado ([M + 3H|*" = 480.6 m/z).

La curvatura presentada por dicroismo circular (figura es idéntica a aquella re-
sultante del péptido con cisteina, ambas corresponden al de un a-hélice incompleto.

Por lo tanto, se establece que la remociéon de cisteina del péptido no modifica la

58



300000

200000 - \I\ @

100000 |
Mol. Ellip. 0 \

1000001

2000001+ L
19 200 220 200 250 R (AU D VR

1 1
Wavelength [nm] 0 500 1,000 1,500

Relacién masa/carga

(a) Dicroismo circular en 30 % TFE (b) Espectro de masas ESI

Figura 26: Dicroismo circular y espectro de masas para péptido TP1 sin cisteina.

estructura secundaria de éste, por consiguiente sera el péptido sin cisteina el que se

utilizara para los siguientes experimentos.

4.5. Insercion del péptido TP1 en la membrana

Para confirmar que el péptido TP1 ingresa al mimético de membrana, se tomaron
espectros 2H-RMN a dos muestras de mimético de membrana marcados con SDS-
dss, una muestra blanca y una muestra con 15mg de péptido TP1 por cada 1g de
mimético. La superposicion de ambos espectros es expuesta en la figura 27} En la
figura [27] la senal central desdoblada corresponde a aquella del agua, mientras que el
resto de las senales corresponde a las senales desdobladas del SDS-ds5. Al comparar
ambas senales, se aprecia que las mayores diferencias estan en las senales més des-
dobladas, que pertenecen a los carbonos mas cercanos a la interfase. Esto significa
que la presencia de TP1 perturba la dindmica orientacional de los componentes de
la bicapa maéas cercanos a la interfase, indicando que el péptido podria estar inserto

en la bicapa y cercano a la interfase.
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— ConTP1
— SinTP1

Frecuencia [Hz]
Figura 27: Espectros 2H-RMN de miméticos de membrana a base de SDS con sondas
de SDS-dy5. Comparaciéon entre muestras con y sin péptido TP1.

Con el objetivo de obtener resultados preliminares acerca de la orientaciéon y
mecanismo de cruce del péptido dentro del mimético de membrana, se simul6 una
bicapa del mimético de membrana con el péptido TP1 inserto por un total de 800 ns.

Adicionalmente, empleando el método Umbrella Sampling/ WHAM, se gener6 un
perfil de energia para el proceso de translocacion del péptido a través de la membra-
na (figura [28)).

Desde la figura[28], se aprecia que el proceso de translocacion tiene un pozo potencial

1 a4 =-143.1 kj/mol

AA = -49.5 kj/mol

Potencial de fuerza media [kJ/mol]

00 05 1.0 15 20 25 30 35 40
Distancia al centro de la bicapa [nm]

Figura 28: Perfil de potencial quimico para el proceso de transolcacion del péptido
TP1 a través de un mimético de membrana a base de SDS.

de AA =—49.5kJmol~! al acercarse a la interfase de la membrana, para luego ingre-

sar a ella facilmente hasta el centro de la bicapa, totalizando AA =—143.1kJ/mol
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para el proceso total. Si bien, este perfil de potencial revela que el proceso de in-
sercion del péptido TP1 en la transmembrana es espontaneo, el pozo potencial de
—143.1kJ/mol es demasiado profundo para un eventual escape del péptido desde la
transmembrana hacia el interior de la célula a temperatura fisiologica.

Un mecanismo viable de translocacion debe otorgar estabilidad al péptido dentro de
la bicapa, pero el pozo de potencial asociado a esta estabilidad no debe ser dema-
siado profundo, ya que si se requiere mucha energia para extraer el péptido de la
transmembrana significaria que el péptido queda entrampado en la transmembrana,
lo que no se observa experimentalmente.

Es por esta razon que se simularon los siguientes escenarios con el objetivo de en-

contrar un mecanismo con un menor pozo potencial:

= Translocacion del péptido TP1 a través de la membrana con dos péptidos
ya presentes en la transmembrana. Estos resultados revelarian el efecto de la

concentracion del péptido en el mecanismo.

» Translocaciéon del péptido TP1 a través de la membrana con translocaciéon de

particulas de agua solvatando al péptido.

= Translocacion del péptido a través de una membrana sin fosfolipido. Estos
resultados revelarian el efecto de las interacciones entre el péptido y los fosfo-

lipidos sobre el mecanismo.

4.5.1. Mecanismo de translocacion: Efecto de la concentracién

Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion del péptido TP1 en sus
capacidades penetrantes, empleando el método antes descrito para calcular perfiles
de potencial (pag. [42)), se calculo éste para el proceso de translocacion del péptido

TP1 a través de un mimético de membrana con dos péptidos previamente insertos
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en la transmembrana. Los resultados de este calculo se exponen en la figura 29,

01 — 17P1

9.9k)/mol

Potencial de fuerza media [k)/mol]

00 05 10 15 20 25 30 35 40
Distancia al centro de la bicapa [nm]

Figura 29: Perfil de potencial para proceso de translocacion de péptido TP1 a tra-
vés de un mimético de membrana celular. En azul el fenémeno sin péptidos insertos
previamente. Y en verde el mismo fenémeno con dos péptidos insertos en la trans-
membrana.

Ambos perfiles de potencial revelan un comportamiento similar en ambas con-
centraciones: En ambos casos el péptido cruza la interfase sin resistencia y en ambos
casos el péptido se integra espontaneamente con una de las hojas de la bicapa. No
obstante, cuando existen dos péptidos ya insertos en la bicapa, el péptido entrante
interactia fuertemente con los péptidos que ya se encuentran insertos, resultando en
una diferencia de energia libre de mas de —200kJ/mol respecto al péptido en agua.
En términos practicos, esto significa que una saturacion en la concentracion del pép-
tido penetrante resulta detrimental para la actividad penetrante del mismo, ya que si
bien el péptido puede entrar a la transmembrana, la fuerte interaccion entre péptidos

resultara en la incapacidad del péptido de escapar del agregado.
El efecto de la concentraciéon también fue estudiado experimentalmente, en el

que se prepard una muestra de un gramo de mimético de membrana, y se le anadio6

péptido TP1 hasta obtener una ruptura de la fase nematica de bicapa. Esta ruptura
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se observo al alcanzar una concentraciéon de 8.0 mg por gramo de mimético. Este gel
esméctico, a diferencia de la fase nematica, tiene un comportamiento mas similar al
de un soélido: es de consistencia firme y no fluye. Esto indica que para obtener esta

fase, se requiere de una fuerte interaccion intermolecular entre sus componentes

4.5.2. Mecanismo de translocacion: Efecto del agua

Para juzgar el efecto del agua en el mecanismo se compararon los resultados de
simulacion de dos casos: Una primera simulacion del péptido translocando el miméti-
co de membrana, y una segunda simulaciéon del mismo fenémeno pero con particulas
de agua solvatando el péptido durante la tranlocacion. Luego se calcul6 un perfil
de potencial para ambos procesos empleando el método Umbrella Sampling/ WHAM

(pag. . Estos resultados se encuentran expuestos en la figura .

0
-20
—404
—60
—-80+

—100 -

-120
—— Pen. agua
—— Sin pen. agua

—-160 +— T T T T
-4 -2 0 2 4
Distancia al centro de la bicapa [nm]

—140

Potencial de fuerza media [k)/mol]

Figura 30: Perfil de potencial para proceso de translocacion de péptido TP1 a través
de un mimético de membrana celular. En azul el fenémeno sin translocacion de agua.
Y en rojo el mismo fenémero con moléculas de agua solvatando el péptido durante
el mecanismo.

Estos resultados indican que no solo el mecanismo es bastamente diferente cuando
existe una translocacién con agua, sino que ademas los pozos potenciales son menos

profundos, indicando que una translocacion mediante este mecanismo es mas viable
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que su alternativa sin agua.

Dado que este mecanismo se consideré viable, se extendi6 el célculo de perfiles de
potencial para calcular el proceso de ingreso y egreso de la membrana como procesos

diferentes. Es por esta razéon que éste perfil de potencial es asimétrico.

4.5.3. Mecanismo de translocacion: Efecto del fosfolipido

Como tercera alternativa al mecanismo, se consider6 la posible translocacion del
péptido a través de una membrana sin fosfolipido. Para estudiar la viabilidad de éste,
se calculo el perfil de potencial para el proceso de translocaciéon del péptido TP1 a
través de una bicapa ausente de fosfolipidos. Dado que se concluyd anteriormente
que la translocacion del péptido solvatado con agua es més viable que con ausencia
de éste, ésta simulacion también incluye solvatacion de agua durante el mecanismo.

Los resultados son expuestos en la figura

Salida o Entrada

—-201

—404

—60 1

—80 1

—— S/fosfolipido
—— C/fosfolipido
-120 +— T T T !
-4 -2 0 2 4
Distancia al centro de la bicapa [nm]

—100+

Potencial de fuerza media [k)/mol]

Figura 31: Perfil de potencial para proceso de translocacion de péptido TP1 a través
de un mimético de membrana celular. En rojo el fenémeno ocurriendo en un mimético
de membrana con alto contenido de fosfolipido. Y en purpura la translocacion a través
de un mimético sin fosfolipido.
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Si bien, en ambos casos el mecanismo de ingreso a la bicapa es similar, cuando
existe fosfolipido en la bicapa el pozo de potencial es ~25kJ/mol mas profundo,
indicando una interaccién atractiva maéas fuerte entre el péptido y los componentes

de la bicapa cuando existe fosfolipido en ella.

En una membrana real, una translocacién en un ambiente reducido de fosfolipido
no es innatural ya que en una membrana celular existiran micro-dominios consis-
tentes en acumulaciones de colesterol, glicolipidos y esfingolipidos, llamadas balsas
lipidicas. Estas balsas lipidicas han sido ampliamente estudiadas, y se han identifica-
do multiples virus que utilizan estos dominios para internalizarse en la célula*®. Por
lo que no es descabellado pensar que un péptido penetrante, como el péptido TP1,
pueda translocar empleando estos dominios. Es por esta razén, que ambos mecanis-
mos referenciados en la figura [31] seran considerados como mecanismos probables y

fueron analizados en detalle a continuacion.

4.5.4. Mecanismo de translocacién: Mecanismo paso a paso

Figura 32: Péptido TP1 en solucién. A la izquierda en un diagrama de lineas y esferas
y a la derecha en un diagrama de cintas.

Estando en solucién, y antes de acercarse a la bicapa, el péptido TP1 adopta una
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estructura secundaria de alfa-hélice. Esto no solamente se encontré en la simulaciéon
(ﬁgura, sino que también fue confirmado mediante ensayos con dicroismo circular
(figura en pag. . No obstante, durante el primer contacto del péptido con la
bicapa, éste pierde su estructura secundaria para adoptar una estructura elongada
(figura [334)).

Durante este primer contacto el amino-terminal del péptido interactia con las car-
gas negativas de la capa de Stern, mientras que la leucina-2 del péptido interactua
fuertemente con los carbonos mas cercanos a la interfase, tal como se aprecia en su
funcion de distribucion radial correspondiente (figura .Es esta interaccion atrac-
tiva entre la leucina-2 y los carbonos hidrofébicos del interior de la bicapa la que
impulsa el primer ingreso del péptido hacia la bicapa. Pues en esta etapa, el resto
de los fragmentos del péptido no interactian con la membrana, tal como revelan sus

funciones de distribucion radial.

Tras este primer contacto, parte del péptido penetra hacia dentro de la bicapa
para alojarse en un pequeno pozo de potencial de —22.3kJ/mol (ﬁgura. La esta-
bilidad de esta etapa se puede atribuir a la interacciéon favorable entre los fragmentos
de leucina 2 y 4 con los carbonos hidrofébicos de la bicapa (figura , ademas de
la interaccién electrostatica atractiva entre la arginina-6 positivamente cargada y los

grupos fosfato negativamente cargados (figura [34a)).

Para continuar la inmersion del péptido hacia dentro de la bicapa, éste tiene que
superar una pequeiia barrera de 18.1kJ/mol (figura [35D]). Examinar la simulacién
durante este estado de transicion revela las interacciones responsables de esta barre-
ra: Ambas argininas del péptido (ARG6 y ARG9) se encuentran en la capa de Stern

de la interfase (figura [35al), sector donde se concentra una capa de iones sodio que
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Figura 33: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a 3.446 nm del centro de un mimé-
tico de membrana celular. (b) Perfil de potencial del péptido TP1 translocando un
mimeético de membrana. (c¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos
de leucina y arginina en péptido TP1
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Figura 34: (a)Péptido con su centro de masa TP1 a 2.634 nm del centro de un mimé-
tico de membrana celular. (b) Perfil de potencial del péptido TP1 translocando un
mimético de membrana. (c¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos
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actiian como contra-iones de los componentes negativamente cargados de la bicapa.
Por lo tanto, la arginina (positivamente cargada a pH fisiologico) se enfrentara a
una interaccion repulsiva con los iones sodio de este sector, y por esta razén surge la

pequena barrera energética.
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Figura 35: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a 2.119 nm del centro de un mimé-
tico de membrana celular. En esferas amarillas se representan los radios de Van der
Waals de sodio. En diagrama de esferas y lineas se representa el péptido TP1. Y en
lineas (bajo la capa de stern) se representan los componentes de la bicapa. (b) Perfil
de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana. (c¢) Funciones
de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina y arginina en péptido TP1.

Densidad relativa de particulas

Tras superar la barrera energética, el péptido tiene dos posibles destinos depen-
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diendo si este ingres6 a una bicapa rica en fosfolipido o a una sin este componente
(e.g: una balsa lipidica). A continuacion se describen ambos mecanismos: la ruta con

fosfolipido en la seccion m (pag. y la ruta sin fosfolipido en la seccion m
(pag. [76)).

4.5.5. Mecanismo de translocacién: Mecanismo con fosfolipido

Habiendo las argininas atravesado la capa de Stern de la interfase, el péptido
espontaneamente se integra con la membrana, alcanzando el minimo global de po-
tencial del mecanismo con una energia libre de AA = —115.4kJ/mol respecto al
péptido en solucion (figura .

En este paso el péptido adopta una conformacion elongada, abarcando de extremo
a extremo de la bicapa (figura . Esta orientacién otorga gran estabilidad al pép-
tido, ya que ambos extremos cargados estan estabilizados con contra-iones en cada
interfase: el carboxilo terminal estabilizado por iones sodio en la interfase de la hoja
externa, y el amino terminal por los grupos fosfato en la interfase de la hoja interna.
Las cadenas laterales del péptido también aportan a la estabilidad del mismo, todas
las leucinas se encuentran interactuando fuertemente con los carbonos alifaticos de
la bicapa (ﬁgura, mientras que al mismo tiempo ambas argininas se encuentran
solvatadas por particulas de agua, incluso la arginina-6, que a pesar de estar a solo
3.5 A del centro de la bicapa, se rodea de unas pocas particulas de agua que invaden

la bicapa para interactuar con la arginina-6.

El péptido luego se enfrenta a una considerable barrera de potencial de AA7 =69.0kJ/mol
asociada a la translocacion del péptido entre una hoja de la bicapa a la otra (figura
37Dh)). Si bien, la translocacion de las leucinas es aparentemente espontanea, el analisis

de este estado de transicion revela dos interacciones energéticamente desfavorables
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Figura 36: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a 0.459 nm del centro de un mimé-
tico de membrana celular. En diagrama de esferas y lineas se representa el péptido
TP1. Y en lineas se representan los componentes de la bicapa. (b) Perfil de poten-
cial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y sin fosfolipido.
(¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina y arginina en
péptido TP1.
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que explicarian esta barrera de potencial (figura :

1. La arginina-9, que anteriormente se encontraba alojada en la interfase de la
bicapa exterior, ahora se encuentra en medio de los carbonos alifaticos de la
bicapa interior, sin particulas de agua ni contra-iones que solvaten su carga

positiva.

2. El carbono terminal, a pesar de estar solvatado por particulas de agua y sodio,

también se rodea de carbonos alifaticos hidrofobicos de la bicapa.

Ambas interacciones son repulsivas, y juntas son responsables de la barrera energé-

tica en este punto del mecanismo.

Una vez translocado el péptido hacia la hoja opuesta de la bicapa, éste se orien-
ta de manera que alcanza un minimo local en el perfil de potencial de AA =
—105.8 kJ/mol respecto al péptido en solucion m Esto se debe a que en esta con-
formacion, todos los fragmentos cargados del péptido se encuentran solvatados en la
interfase de alguna manera (figura : El amino terminal y las argininas con los
grupos fosfato, y el carboxilo terminal (negativamente cargado) con el grupo amino

cuaternario de la fosfatidilcolina (positivamente cargado).

Finalmente, y para escapar de la bicapa luego de la translocaciéon, el péptido
debe adquirir una energia equivalente a la del pozo de potencial recién descrito
(AA = —105.8kJ/mol) para ingresar al contenido acuoso (e.g: citosol). Las tltimas
interacciones del péptido con la bicapa antes de esta eyeccion (figura fuerzan
un reordenamiento de la estructura secundaria del péptido, restaurandolo esponté-

neamente a su estructura de alfa-hélice inicial (figura [40)).
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Figura 37: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a —0.663nm del centro de un
mimético de membrana celular. En diagrama de esferas y lineas se representa el
péptido TP1. Y en lineas se representan los componentes de la bicapa. (b) Perfil
de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y sin
fosfolipido. (c¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina y
arginina en péptido TP1.
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Figura 38: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a —1.662nm del centro de un
mimético de membrana celular. En diagrama de esferas y lineas se representa el
péptido TP1. Y en lineas se representan los componentes de la bicapa. (b) Perfil
de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y sin
fosfolipido. (c¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina y
arginina en péptido TP1.
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Figura 39: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a —2.696 nm del centro de un
mimético de membrana celular. En diagrama de esferas y lineas se representa el
péptido TP1. Y en lineas se representan los componentes de la bicapa. (b) Perfil
de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y sin
fosfolipido. (c¢) Funciones de distribuciéon radial (RDF) de fragmentos de leucina y
arginina en péptido TP1.
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Figura 40: Péptido TP1 con su centro de masa a -2.696nm escapando de un mimético
de membrana. En diagrama de cintas se representa el péptido TP1 y en lineas los
componentes del mimético.

4.5.6. Mecanismo de translocacién: Mecanismo sin fosfolipido

Cuando el péptido ingresa a una membrana sin fosfolipidos, la estructura en el
minimo global de potencial es completamente diferente respecto al mismo en una
membrana con fosfolipidos. No solo el pozo es menos profundo (AA = —90.2kJ/mol
vs. AA = —115.4kJ/mol en el caso con fosfolipido), sino que la conformacion y posi-
cion del péptido también son diferentes. Al no haber grupos fosfato que interactien
con los fragmentos de arginina, el estiramiento del péptido de extremo a extremo de
la bicapa ya no es energéticamente favorable.

En este pozo de potencial, todas las leucinas se encuentran rodeadas de carbonos de
las cadenas hidrofobicas de la bicapa, esto es energéticamente favorable consideran-
do que la cadena lateral de leucina consiste en sélo carbonos, también hidrofébicos
(figura . Al mismo tiempo, ambas argininas se encuentran estabilizadas por su
ambiente: la arginina-6 por las cargas negativas del sulfato del SDS, y la arginina-9

por las cargas parciales del oxigeno del agua, que se orientan para solvatar el ami-

noacido (figura
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Figura 41: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a 1.111 nm del centro de un miméti-
co de membrana celular sin fosfolipido. En diagrama de esferas y lineas se representa
el péptido TP1. Y en lineas se representan los componentes de la bicapa. (b) Per-
fil de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y sin
fosfolipido. (c¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina y
arginina en péptido TP1.

Para la tranlocacion desde la hoja externa de la bicapa hacia la interna, es la
arginina-9 la que inicia el proceso al solvatarse con particulas de agua aun estan-
do cercano al centro de la bicapa (a 4.2 A, figura , esto gracias a la formacion
de un tunel de agua desde la hoja interna de la bicapa que solvata los fragmentos

cargados del péptido (figura . Posterior a esto, las leucinas se transportan sin
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dificultad hacia la hoja opuesta, y la arginina-6 se desprende de la interfase para
quedar envuelta de los anfifilos que componen la bicapa. Todo este proceso tiene un

costo energético de 33.0kJ/mol respecto al minimo global de potencial.
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Figura 42: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a —0.304nm del centro de un
mimético de membrana celular sin fosfolipido. En diagrama de esferas y lineas se
representa el péptido TP1. En lineas se representan los componentes de la bicapa.
Y en esferas semitransparentes celestes se representan las particulas de agua. (b)
Perfil de potencial del péptido TP1 translocando un mimético de membrana con y
sin fosfolipido. (¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de fragmentos de leucina
y arginina en péptido TP1.

Al finalizar la translocacion a la hoja opuesta de la bicapa, la deformacion en la

bicapa que produjo el tunel de agua aun persiste. Por esta razon, es que las argini-
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nas interactian fuertemente con las cabezas de los anfifilos, aun estando a tan solo
—1.16 nm del centro de la bicapa (figura . Es también, por esta misma razon,
que a pesar de las interacciones favorables del péptido con su entorno, es que este
punto es un equilibrio inestable y no un minimo local de potencial (figura 43b)), ya
que la arginina-9 puede regresar hacia dentro de la bicapa mediante este tunel de

agua para revertir la translocaciéon

No obstante, si la bicapa recupera su estructura donde antes existia este tunel
de agua, el péptido puede ser ejectado hacia el contenido acuoso. Y nuevamente las
ultimas interacciones del péptido con la interfase de la bicapa (ARG6 en figura

provocan que éste restaure espontaneamente su estructura de alfa-hélice (figura

4.6. Estudio experimental de la conformacién en equilibrio

De acuerdo a los resultados obtenidos en simulacion, la interaccion entre el pépti-
do TP1 y la bicapa es mas fuertemente atractiva cuando esta tltima posee fosfolipidos
en su contenido. Se prepar6 un mimético de membrana segiin la composicion expues-
ta en la tabla |5 (Pag. sin anadir el fosfolipido y con 11.8 mg de péptido TP1.
A esta muestra se le anadi6 fosfolipidos progresivamente y se tomaron imagenes de
microscopia de luz polarizada en cada etapa.

Antes de anadir fosfolipido, las imagenes de microscopia del mimético con TP1 pre-
sentan un patroén tipo Schlieren (figura , esto es indicativo de que el mimético
se encuentra en una fase nematica liotropica (e.g.: una fase de bicelas).

Al superar el umbral de 4 % en masa de fosfolipido, la formacion de un cristal liquido
nematico deja de ser espontaneo tras mezclar sus componentes y en su lugar se forma
una fase gel esméctico con caracteristicas de s6lido. Esto sélo ocurre cuando existe

péptido TP1 en la composicion de la fase, por lo que este resultado confirma la pre-
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Figura 43: (a)Péptido TP1 con su centro de masa a —1.268 nm del centro de un
mimético de membrana celular sin fosfolipido. En diagrama de esferas y lineas se
representa el péptido TP1. En lineas se representan los componentes de la bicapa. Y
en esferas semitransparentes amarillas y anaranjadas se representan las particulas de
sodio y sulfato respectivamente. (b) Perfil de potencial del péptido TP1 translocando
un mimético de membrana con y sin fosfolipido. (c¢) Funciones de distribucion radial
(RDF) de fragmentos de leucina y arginina en péptido TP1.
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Figura 44: (a)Péptido TP1 a —2.722nm del centro de un mimético de membra-
na celular sin fosfolipido. En diagrama de esferas y lineas se representa el péptido
TP1. En lineas se representan los componentes de la bicapa. Y en esferas semitrans-
parentes amarillas y anaranjadas se representan las particulas de sodio y sulfato
respectivamente. (b) Perfil de potencial del péptido TP1 translocando un mimético
de membrana con y sin fosfolipido. (¢) Funciones de distribucion radial (RDF) de
fragmentos de leucina y arginina en péptido TP1.
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misa presentada por los resultados de simulacion: la interaccion entre el péptido TP1
y la bicapa es significativamente mas fuerte cuando esta ultima posee fosfolipidos en
su composicion, ya que esta condicion es necesaria para formar la firme estructura
que es la fase gel de tipo esméctica (figura .

Para estudiar la estructura en equilibrio del péptido TP1 en una membrana ausente

(a) Mimético en fase bicapa (b) Mimético con exceso de fosfolipido

Figura 45: Microscopia de luz polarizada de miméticos de membrana con péptido
TP1 y (a) baja concentracion de fosfolipido y (b) exceso de fosfolipido.

de fosfolipido, se recurri6 al uso de péptidos TP1 deuterados para insertar en una
muestra de mimético y sondear su dinamica orientacional mediante 2H-RMN. Antes
de sintetizar 5 copias del péptido TP1 con marcas deuteradas en distintas posiciones,
se evaluo la viabilidad de la técnica incluyendo un péptido deuterado en todas sus
leucinas en una muestra de membrana sin fosfolipido. Los resultados de este ensayo
estdn expuestos en la figura |71_3|

El resultado de este ensayo fue exitoso, no solo se aprecian senales atribuibles
al péptido TP1 en la region entre —3kHz y 3kHz, sino que también se aprecia con
claridad una senal altamente desdoblada (Av = 16,5kHz) que se asigna al 1-decanol-

a-dy anadido a la composicion de la membrana.
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Figura 46: Espectro 2H-RMN de péptido TP1-dsy con marcas deuteradas en sus
cinco leucinas. El grafico superior corresponde al espectro completo, la zona gris
corresponde a la zona expandida en el grafico inferior. Esta ampliaciéon hecha al
grafico completo fue para mostrar sélo las senales atribuibles al péptido TP1. En ésta,
con flechas rojas se destacan las senales asignadas al péptido deuterado, mientras que

con flechas verdes se destacan aquellas asignadas al HDO producto de la abundancia
natural de deuterio.
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Esta marca deuterada al 1-decanol fue anadida para verificar la prevalencia de la fase
como bicapa. De haberse perdido la fase de bicapa, las senales del 1-decanol-a-ds se
habrian apreciado menos intensas y similares a un diagrama de polvo (como el es-
pectro en rojo de la figura pag. . Este no fue el caso, y las senales desdobladas
se aprecian ambas intensas y bien definidas, confirmando que la presencia de TP1
no destruye la estructura de bicapa.

Adicionalmente, se encontraron tres pares de senales atribuibles a los residuos de
leucina del péptido que posee cinco leucinas. Esto significa que habran dos pares de
leucinas con el mismo desdoblamiento, y por lo tanto, la misma dinamica orientacio-

nal.

Dado que se confirma que es posible obtener espectros 2H-RMN del péptido,
se sintetizaron cuatro copias del péptido TP1, cada una deuterada en los metilos
terminales de una de sus leucinas, obteniendo TP1-LEU4-d3, TP1-LEUb5-d3, TP1-
LEU7-d3 y TP1-LEUS8-d3. Estos péptidos marcados fueron agregados cada uno a una
muestra de mimético de membrana para tomar espectros 2H-RMN. Los resultados

de estos espectros se exponen en la figura [47]

De los resultados espectroscopicos se observa que las leucinas contiguas tienen
comportamientos similares: ambas leucinas 4 y 5 tienen dos pares de senales con
desdoblamientos similares, mientras que las leucinas 7 y 8 ambas poseen un soélo
desdoblamiento de 1.4 kHz y 1.5 kHz respectivamente. Este resultado coincide con lo
obtenido en la simulacién del péptido TP1 inmerso en una membrana sin fosfolipido,
en el pozo de potencial (figura , pag. . En esta simulacion las leucinas contiguas
se ubican en profundidades similares de la bicapa: ambas leucinas 4 y 5 a 0.408 nm

y 0.427nm del centro de la bicapa respectivamente; mientras que las leucinas 7 y 8
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Figura 47: Espectros 2H-RMN de péptidos TP1 deuterados en una de sus leucinas,
dentro de un mimético de membrana sin fosfolipido.

se encuentran a 0.180nm y 0.227 nm desde el centro de la bicapa respectivamente.

Respecto a la leucina-2, para obtener informacion acerca del desdoblamiento cua-
drupolar de su marca deuterada, se sumaron los espectros de los péptidos marcados
en sus leucinas 4, 5, 7 y 8 (figura y se compard este resultado con el espectro
del péptido TP1 deuterado en todas sus cinco leucinas (ﬁgura. De este modo, la
senales en este tltimo espectro que no se aprecien en el primero, deberan pertenecer
a la marca deuterada en la leucina-2 del péptido TP1. Esta comparacién es expuesta

en la figura [48|

De esta comparacion se aprecia que, en el péptido completamente deuterado,
existe un par de senales que no aparece con los péptidos deuterados en sus leucinas
4,5, 7 u 8. Por lo tanto deben pertenecer a la tinica otra leucina deuterada en el
péptido: la leucina-2.

El par de senales desdobladas asignadas a la leucina-2 posee un desdoblamiento
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Figura 48: Comparacion de espectro 2H-RMN de péptido TP1 deuterado en sus cinco
leucinas (en azul), y suma de espectros con las mismas caracteristicas del péptido
deuterado en sus posiciones 4, 5, 7 y 8 (en anaranjado). La diferencia entre ambos
corresponde a la senal desdoblada de la leucina-2 del péptido en la membrana.

(Av = 4.87kHz) bastante mas alto y diferente al resto de las leucinas. Este compor-
tamiento diferente también se repite en la simulacion del péptido TP1 en la bicapa
sin fosfolipido, donde la leucina-2 es la tinica mas cercana a la interfase y a las cabe-

zas polares de los anfifilos (a 0.708 nm del centro de la bicapa)

Para poder relacionar estos resultados espectroscopicos con la posicion y orienta-
cion de cada leucina en la bicapa, se simul6 el péptido mediante dinamica molecular
en miultiples orientaciones y profundidades de la bicapa al azar, totalizando 51 simu-
laciones de 40ns cada una con una conformaciéon diferente. Se calcul6 el parametro
de orden (y el subsecuente desdoblamiento cuadrupolar) de cada una de las leucinas
simuladas y se compararon estos datos con los obtenidos experimentalmente para
clasificar qué simulacion se acerc6 mas a lo encontrado en la espectroscopia. Estos

resultados se exponen a continuacion.
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4.6.1. Leucina-2: Posicién y orientacién promedio.

De todas las variaciones simuladas, se encontré que la posicion de la leucina-2
que mas se asemeja a lo encontrado experimentalmente es a 1.01(14) nm del centro
de la bicapa, esto es, entre los carbonos hidrofébicos de la bicapa. En simulacion,
se encontré un parametro de orden para los enlaces carbono-deuterio de —0.0371,
que implica un desdoblamiento cuadrupolar de —4729 Hz, cercano al desdoblamiento
experimental de 4870 Hz
Para evaluar la orientacién promedio de la leucina en esta conformacion se calculo
un histograma del dngulo formado entre el enlace del carbono [y v de la leucina y el
eje normal de la bicapa (ver ﬁgura. De este modo, un angulo de 0° o 180° significa
que la cadena de carbonos de la leucina se encuentra paralela a las cadenas de la
bicapa, mientras que un angulo de 90° significa que la cadena lateral de la leucina se

encuentra perpendicular a las cadenas alifaticas de la bicapa.

El histograma de este angulo (figura revela que la leucina-2 en equilibrio
posee una relativa libertad de movimiento en esta posicion, prefiriendo levemente
orientarse a 60° del vector normal de la bicapa, pero siendo capaz de adoptar cualquier

orientacion entre 0° y 140°.

4.6.2. Leucina-4: Posicién y orientacién promedio

En el espectro 2H-RMN de TP1-LEU4-d3 se observaron dos sefiales desdobla-
das asignables a la marca deuterada en la cadena lateral de leucina-4. Esto significa
que, a 310K, esta cadena lateral posee dos posiciones favorables. No obstante es-
tas posiciones favorables son lo suficientemente estables como para que la cadena
lateral permanezca en sbélo una de ambas durante un pulso en RMN (22.4 ps en es-

te caso), es por esta razon que ambas posiciones aparecen como dos desdoblamientos.
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Figura 49: Angulo (0) entre el enlace del carbono 8 y v de una leucina y el eje
orientador de la bicapa.
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Leu-2 a 1.01(14) nm
Av(simulado) = —4729 Hz

Figura 50: Histograma de angulos entre el enlace del carbono  y v de la leucina-2 en
el péptido TP1 simulado que reproduce resultados experimentales en espectroscopia
H-RMN.
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Las dos senales desdobladas de esta leucina poseen desdoblamientos de 649 Hz y
1479 Hz. Los resultados de simulacion indican que estos desdoblamientos correspon-
den a una distancia de 1.61(9) nm (En la capa de Stern de la interfase) y 2.40(25) nm
desde el centro de la bicapa (en la capa difusa de la interfase) respectivamente.

Esta cadena lateral no solo alterna entre posiciones respecto a la bicapa, sino que al

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Angulo Angulo
(a) Leu-4 a 1.61(9) nm (b) Leu-4 a 2.40(25) nm
Av(simulado) = —752 Hz Av(simulado) = 1430 Hz

Figura 51: Histogramas de angulos entre el enlace del carbono S y ~ de la leucina-
4, en sus dos orientaciones, en el péptido TP1 simulado que reproduce resultados
experimentales en espectroscopia 2H-RMN.

moverse, ésta adopta diferentes dinamicas orientacionales. Al estar ésta en la capa
de Stern, la leucina se orienta a 110° de la bicapa permitiendose una movilidad de
4+30°. No obstante, cuando el aminéacido se aleja de la bicapa para posicionarse en
la capa difusa, no solo la leucina cambia su posiciéon prevalente a 80°, sino que su
dindmica orientacional gana més libertad. Esto ultimo, se debe a que, en la capa
difusa, la interacciéon de la leucina con la bicapa es més debil, por lo que existen

menos restricciones para la rotacion de la cadena lateral en esta posicion.
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Figura 52: Histogramas de angulos entre el enlace del carbono 3 y v de la leucina-
5, en sus dos orientaciones, en el péptido TP1 simulado que reproduce resultados
experimentales en espectroscopia 2H-RMN.

4.6.3. Leucina-5: Posicién y orientaciéon promedio

En el espectro 2H-RMN de TP1-LEU5-d3, al igual que cuando se marcaba la
leucina-4, se aprecian dos desdoblamientos asignables a las marcas deuteradas de
leucina-5, dos pares de senales desdobladas a 363 Hz y 1149 Hz. Esto, al igual que
con leucina-4, se debe a que esta cadena lateral posee dos posiciones estables. Los

resultados de simulacion revelan que estas dos posiciones son:

= A 1.28(9) nm del centro de la bicapa. Esta posicion corresponde al par de senales
363 Hz desdoblada, habiendo simulado un desdoblamiento de 122 Hz. A esta
distancia del centro de la bicapa, la leucina-5 se encuentra dentro de la bicapa
y entre los primeros carbonos de las cadenas hidrofébicas que la componen. De
acuerdo a lo observado en el histograma de dngulos de la cadena lateral (figura
, la cadena se orienta fuertemente a 140° de la normal de la bicapa con

una limitada movilidad de 440°.

= A 0.51(11)nm del centro de la bicapa. Esta posicion corresponde al par de

senales 1149 Hz desdoblada, habiendo simulado un desdoblamiento de 1170 Hz.
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A esta distancia, la leucina-5 se encuentra entre los carbonos centrales de las
cadenas alifaticas que componen la bicapa. Segtun lo que indica el histograma
de angulos de la cadena lateral (figura , su orientacién no varia signifi-
cativamente respecto a su otra posicion posible, manteniendose fuertemente

orientada a 130° con una movilidad de +40°.

En ambos casos, la movilidad de la leucina-5 es relativamente reducida. Esto se debe
a que en ambas posiciones existe una interaccion atractiva de similar magnitud entre

la leucina-5 y los componentes de la bicapa.

4.6.4. Leucina-7: Posicién y orientacién promedio

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Angulo

Leu-7 a 2.01(21) nm
Av(simulado) = 1475 Hz

Figura 53: Histograma de dngulos entre el enlace del carbono [ y 7y de la leucina-7 en

el péptido TP1 simulado que reproduce resultados experimentales en espectroscopia
2H-RMN.

Del total de simulaciones, la que reproduce con mayor cercania el desdoblamiento
cuadrupolar observado de 1411 Hz lo hace simulando un desdoblamiento de 1475 Hz.
Esta simulacion ubica a la leucina-7 a 2.01(21) nm desde el centro de la bicapa. En
esta posicion, la leucina-7 se encuentra en la capa de Stern de la interfase, interac-

tuando con las cabezas de los anfifilos de la bicapa y los primeros carbonos de sus
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cadenas alifaticas. Respecto a la orientaciéon de la cadena lateral, el histograma de
angulos de ésta (figura revela que si bien la cadena lateral tiene una preferencia
a orientarse a 60° respecto al normal de la bicapa, ésta también tiene libertad para
orientarse entre 0° y 140°. Esta libertad se debe a que, en la capa de Stern, la leucina

tiene pocas interacciones atractivas con la bicapa que puedan restringir su rotacion.

4.6.5. Leucina-8: Posicién y orientaciéon promedio

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Angulo

Leu-8 a 0.72(11) nm
Av(simulado) = —1275 Hz

Figura 54: Histograma de angulos entre el enlace del carbono  y v de la leucina-8 en

el péptido TP1 simulado que reproduce resultados experimentales en espectroscopia
2H-RMN.

La simulaciéon que mejor reprodujo el desdoblamiento cuadrupolar experimental
de 1491 Hz, lo hizo simulando un desdoblamiento de —1275 Hz. La simulacion ubica
a la cadena lateral de leucina-8 a 0.72(11) nm del centro de la bicapa. Esta distancia
significa que la cadena lateral se encuentra entre los carbonos centrales de las cade-
nas alifaticas que componen la bicapa. Al poder interactuar atractivamente con la
bicapa, la cadena lateral se orienta preferentemente a 130° respecto a la normal de

la bicapa con una movilidad reducida de £40° (ver figura
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4.6.6. Estructura del péptido TP1 en equilibrio

3.5
3.01

2.51
LEU4

2.01 I LEU7
1.54

MILEUZN
%\* T*m Mﬂ

Figura 55: Posicion probable de las cadenas laterales de leucina en péptido TP1
inmerso en mimético de membrana.

Tabla 6: Desdoblamientos cuadrupolares experimentales y obtenidos en simulacién.

Residuo Av exp. [Hz] Av simul. [Hz|
Leucina-2 4870 -4729
Leucina-4 (1) 649 -752
Leucina-4 (2) 1479 1430
Leucina-5 (1) 363 122

Leucina-5 (2) 1149 1170
Leucina-7 1411 1475
Leucina-8 1491 -1275

Al compilar todas las posiciones ajustadas anteriormente (figura , se puede
apreciar que en equilibrio, el péptido se encontrara en una de las hojas de la bicapa
y parcialmente inserto en él. Esto es similar a lo que se encuentra en el minimo
de energia al recrear el perfil de potencial al translocar el péptido a través de la
bicapa (figura pag. . Este resultado, también coincide con lo observado en el

ensayo preliminar con RMN (seccion 4.5 pag. , por lo que se consideraran estos
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resultados como validados.
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5. Conclusiones

Respecto al diseno de un nuevo mimético, se logré concentrar fosfolipido en su
composicion hasta lograr un 26.7 %. Esto es una ventaja en un mimético de membra-
na, ya que la presencia de fosfolipido le permite reproducir la interacciéon especifica
que existe entre arginina y el fosfato del fosfolipido que multiples investigadores™2
han dado cuenta, fendmeno que también se aprecié durante la investigacion que de-
talla el presente documento.

Esto, anadido al incremento de estabilidad a la bicapa que los fosfolipidos otorgan,

hacen que el mimético de membrana desarrollado sea una buena representacion de

la membrana celular.

Adicionalmente, el bajo costo de fabricar el mimético disenado en comparaciéon
con las bicelas clasicas de DHPC/DMPC, hace factible el estudio de permeabilidad

de drogas de forma masiva empleando este mimético.

Se logrd construir y calibrar exitosamente un modelo de simulaciéon que predice
con gran exactitud los desdoblamientos cuadrupolares en espectros de SDS-dos en
una bicapa modelo de membrana. Y que por lo tanto reproduce adecuadamente la
movilidad y dindmica de las cadenas lipidicas del mimético. Utilizando este modelo
calibrado, se calcularon perfiles de potencial para la translocaciéon de Benzocaina y

Levodopa, obteniendo resultados que coinciden con lo observado experimentalmente.
Se logré sintetizar exitosamente el péptido TP1 y su variaciéon sin cisteina. Se

probé mediante 2H-RMN, en un ensayo preliminar, que éste al menos altera la dina-

mica de la bicapa en los enlaces carbono-hidrégeno mas cercanos a la interfase.
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Se simulo el proceso de translocacion de TP1 bajo muliples condiciones diferentes,

permitiendo concluir lo siguiente:

= La interaccion del péptido TP1 es considerablemente fuerte con los compo-
nentes de la bicapa, especificamente con el fosfolipido. Esto provoca que altas
concentraciones de TP1 produzcan una ruptura de la bicapa. Este efecto es
conocido en péptidos penetrantes, y es por esta razéon que se estudian sus apli-

caciones como posibles anti-bidticos®.

» La interaccion del péptido TP1 no solo es fuerte con el fosfolipido la bicapa,
sino que también lo es con otras moléculas de TP1. Esto provoca que con-
centraciones muy altas de TP1, pero no lo suficiente para romper la bicapa,
son desfavorables para la translocacion del péptido, ya que habra un pozo de
gran estabilidad asociado al péptido interactuando con otras copias del mismo,

quedando el péptido entrampado en la membrana.

= Se observo que los pozos potenciales en el proceso de translocacion del péptido
TP1 a través de la bicapa, son menos profundos cuando particulas de agua
solvatan a los grupos cargados del péptido. Esto indica que probablemente
el proceso de translocacion esté mediado con particulas agua, actuando estas

particulas como catalizador del proceso.

= Se encontré que la interaccion del péptido TP1 es mas fuerte con la bicapa
cuando ésta posee fosfolipido en su composicion. Y dado que una interaccion
demasiado fuerte dificultaria la translocacion, es posible que la translocaciéon
en una membrana celular ocurra en las llamadas balsas lipidicas, que son sub-
dominios de la membrana celular con alto contenido de colesterol y glicolipidos;

y un reducido contenido de fosfolipidos.
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Figura 56: Mecanismo propuesto para la translocacién pasiva del péptido TP1 a
través de la membrana. Variaciones con y sin fosfolipido en la membrana. Membrana
representada por el fondo celeste.
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Se estudi6 el mecanismo de translocacion en detalle explorando dos variaciones
al mecanismo: translocacion mediante difusiéon pasiva con fosfolipido y sin este com-
ponente (figura [56]). Se encontré que durante la translocacién en membranas con
fosfolipido, el péptido TP1 pasa por pozos de gran estabilidad asociados a la argi-
nina interactuando con las cabezas cargadas de fosfato. Estas fuertes interacciones
son responsables de la alta barrera energética asociada al flip-flopff| del péptido entre
hojas de la bicapa.

Por otra parte, si el péptido tranloca mediante una bicapa carente de fosfolipidos, sus
pozos de potenciales serdn menos profundos, ya que no existiré la fuerte interaccion
entre arginina y fosfolipidos. Ademas, el proceso de flip-flop entre hojas de la bicapa
no se enfrentara a grandes barreras energéticas, sino que deberd superar pequenos
escalones en lo que aparenta ser una escalera de potencial, haciendo el proceso de
translocacion cinéticamente més factible.

Esto tdltimo hace més plausible la hipotesis de que la translocacion de este péptido

penetrador suceda con mas facilidad en balsas lipidicas.

Para concluir, se sintetizaron multiples copias del péptido TP1 deuterado en dife-
rentes residuos de leucina para obtener espectros 2H-RMN de cada residuo de leucina
inserto en la bicapa. Y empleando el modelo de simulacién calibrado en la primera
parte de esta investigacion, se logré proponer la posicion y orientaciéon més proba-
ble de cada residuo de leucina correspondiente a cada desdoblamiento cuadrupolar
observado en cada espectro 2H-RMN tomado de cada péptido marcado.

Estos resultados nos permiten concluir que el péptido TP1, en equilibrio, se encon-
trard parcialmente inserto en la transmembrana, con sus leucinas 2, 5 y 8 inmersas

entre los anfifilos; y sus leucinas 4 y 7 en la doble capa de la fase acuosa de la in-

°Proceso en el que el péptido transloca entre las hojas de la bicapa
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terfase. Este resultado coincide con lo encontrado en los resultados preliminares de
2H-RMN vy con lo encontrado al estudiar el mecanismo de insercién en bicapas sin
fosfolipido.

Adicionalmente, la proposicion de que el péptido se encontrard mayormente en la
transmembrana se alinea con lo encontrado por otros investigadores en ensayos de
permeabilidad. Ya que al marcar el péptido con TP1 con fluoréforos, se aprecia una
mayor fluorescencia en la membrana de la celula, mas que en el contenido celular
(figura [2b] pag. [5).

Finalmente, se confirma la hipotesis propuesta al inicio (pag. ?77?), ya que ambos
mecanismos propuestos para el cruce del péptido a través del mimético de membrana
celular, no involucran la participacion de algin receptor especifico, ni formaciéon de
poros, ni gasto de energia por parte de la membrana. Sino que el péptido transloca
pasiva y espontaneamente a traves de la membrana, pudiendo describir este proceso
como una difusion pasiva.

Adicionalmente, todos los objetivos propuestos para la presente investigacién, han

sido completados satisfactoriamente.
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