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1.1. Breve historia de los Péptidos de Penetracion Celular

La célula se encuentra delimitada por una bicapa de fosfolipidos, recubierta por proteo-
glicanos, denominada membrana plasmética. Debido a su compleja composicidn, esta membrana
actda como una barrera que modula la interaccion entre el espacio intracelular y el medio que lo
rodea, es decir, evita un ingreso inespecifico de moléculas pequeiias, material genético, proteinas
u otras sustancias. Para lograr un intercambio eficaz de materia con el medio externo, la célula
cuenta con canales i0nicos y proteinas transportadoras para movilizar aziicares, aminoacidos o
iones a través de la bicapa lipidica. Ademas, la célula realiza procesos de endocitosis y exocitosis
para transportar material de mayor tamaio. !

La caracteristica anfipética de los fosfolipidos que componen la membrana plasmética
restringe la difusion pasiva de moléculas hidrofilicas a través de ella. Sin embargo, la naturaleza
ha desarrollado diversos mecanismos para que este tipo de moléculas puedan franquear esta
barrera e ingresar al interior celular, como es el caso de las toxinas o las proteinas producidas
por los virus. El estudio sistematico sobre la primera proteina capaz de atravesar directamente la
membrana celular fue realizado independientemente por dos grupos de investigacién en 1988.%3
Una de las investigaciones fue llevada a cabo por Frankel y Pabo, los cuales identificaron que
la proteina transactivadora (TAT, por sus siglas en inglés) del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) era rdpidamente internalizado por las células HL3T1 desde el medio de
cultivo. Simultdneamente, y de manera independiente, Green y Loewenstein demostraron que
s6lo la porcién (37-57) del TAT (originalmente de 86 aminodcidos) era necesaria para lograr
la absorcidn celular. Casi 15 afios después de su descubrimiento, se identificé que incluso una
porcién mds corta del TAT (49-57) lograba traslocar eficientemente.* En cuanto a su mecanismo
de internalizacién, se observé localizacién intracelular a una temperatura de 4°C,> asi como en
presencia de inhibidores de la endocitosis, lo que implicé la existencia de un proceso alternativo

a este ultimo.

A principio de la década de los "90, se reconocié una nueva secuencia peptidica con
capacidad de atravesar membranas lipidicas. Este nuevo péptido fue denominado Penetratina
y consta de una secuencia de 16 aminodcidos (RQIKIWFQNRRMKWKK), derivado de un
homeodominio codificado por Drosophila melanogaster. De manera similar al TAT, se hall6é que

la Penetratina también logra atravesar las membranas lipidicas sin utilizar maquinaria endocitica,
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llegando incluso a alojarse en el niicleo celular. 5’

Estos primeros péptidos -TAT y Penetratina- marcaron el inicio de todo un género
particular de péptidos que guardan esta misma capacidad de franquear el niicleo hidrofébico de
las bicapas lipidicas sin generar una ruptura permanente, por lo que son denominados Péptidos
de Penetracion Celular, o CPPs por sus siglas en inglés. La caracteristica principal de estos
péptidos es que tipicamente presentan una secuencia de entre 5 y 30 aminodcidos, de los cuales
un alto porcentaje son catiénicos. Actualmente, la base de datos CPPsite 2.0 registra alrededor

de 1700 péptidos validados experimentalmente.®

1.2. Clasificacion de los Péptidos de Penetracion Celular

Existen diversos criterios propuestos para la clasificacion de los CPPs, los cuales se basan
en su origen, secuencia, funcidén, o mecanismo de internalizacién. Sin embargo, actualmente
no existe una taxonomia unificada al respecto, por lo que aqui se presentan dos de las més

utilizadas: (a) en funcién de su origen; (b) en funcidn de sus propiedades fisicoquimicas.

La primera clasificacién hace referencia a la procedencia del péptido, y define tres
grupos distintos: (a) derivados de proteinas o péptidos, (b) sintéticos, y (¢) quiméricos. En
el primero de ellos se encuentran secuencias derivadas de proteinas o péptidos que ocurren
naturalmente. Dentro de este primer grupo se pueden subclasificar los CPPs en funcién del tipo
de proteina/péptido del cual derivan en: homeoproteinas (ej. Penetratina), proteinas de unién a
ADN/ARN (ej. TAT), proteinas de unién a heparina (ej. familia de péptidos Vectocell), proteinas

derivadas de péptido sefial (como K-FGF) y proteinas virales (como Ribotoxin2).°

El segundo grupo representa a aquellos péptidos obtenidos quimicamente cuya secuencia
guarda semejanza con péptidos naturales. Un ejemplo tipico es la familia de las poliargininas
(pArg) que son andlogos sintéticos del TAT. ! Por tltimo, el grupo de los CPPs quiméricos hace
referencia a los péptidos que resultan de la combinacidn de secuencias provenientes de proteinas
naturales. Transportan es uno de los ejemplares quiméricos, el cual fue producido a partir del

neuropéptido Galanina y de Mastoparan (proveniente del veneno de avispa). !
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La composicién de la secuencia primaria le confiere al péptido propiedades fisicoquimi-
cas especificas, cruciales para controlar su interaccién con las moléculas de la superficie celular
y desencadenar una transferencia efectiva a través de la membrana. Se puede utilizar la similitud
en estas propiedades para agrupar los CPPs segtin sean (a) anfipaticos primarios (CPPap), (b)
anfipdticos secundarios (CPPas), o (c) no anfipaticos (CPPna). 12 Los CPPap son secuencias que
usualmente contienen més de 20 aminodcidos y cuya estructura primaria se encuentra definida
en dos bloques secuenciales: un extremo contiene los aminodcidos basicos y el resto presenta
residuos hidrofébicos. Péptidos como el TP10, Transportan y Pep-1 se clasifican dentro de este
grupo. En el caso de los CPPas, la anfipaticidad deriva de la estructura secundaria adquirida
al interactuar con la membrana lipidica. Por ejemplo, la Penetratina adopta una estructura al
azar en solucion, pero se transforma en hélice alfa o ldmina beta en funcién de la relacion
péptido/lipido.” Ambas transiciones de estructura le confieren al péptido mayor anfipaticidad, al
permitir que los residuos hidrofébicos establezcan una interaccién mds favorable con el interior
hidrocarbonado de la membrana. Otro ejemplares de este grupo son pVEC, 3 y M918.1% La
tercera clase de CPPs son los no anfipéticos, que resultan ser de menor longitud que los péptidos
de los otros dos grupos, y con alto contenido de arginina, tales como Ry (RRRRRRRRR) ! y
TAT(49-57) (RKKRRGRRR).*

En base a esta dltima clasificacidn se hipotetizan los diversos mecanismos de traslocacién
que pueden ser utilizados por un péptido. Asi, por ejemplo, a medida que el CPP se hace menos

anfipatico y mds cationico e hidrofilico, la electrostitica adquiere mayor relevancia en el proceso.

1.3. Poliargininas

A partir del descubrimiento del TAT, los investigadores intentaron entender y simplificar
su estructura para optimizar sus propiedades de penetracion celular. Asi, se llegd a la conclusién
de que uno de los principales factores detras del proceso de traslocacién era la arginina, que
resulta ser uno de los amino4cidos mas comunes dentro de la secuencia de los CPPs.® Desde
entonces, se han sintetizado varios oligémeros de arginina, cuya longitud de cadena van desde
6 a 15 residuos, siendo la nonaarginina (Rg) el largo 6ptimo en cuanto a la traslocacion de
membranas lipidicas. '® Una prueba contundente a favor de la accién de este aminoécido, fue

el hecho de que un homopolimero policatiénico -la polilisina- con la misma carga neta, no
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alcanzaba el rendimiento de internalizacién de la pArg.'6-!° Esto indicé que existen otras

propiedades en la estructura de la arginina que prevalecen por sobre la carga policatidnica.

Argininas Lisir%

f NN

']"“ 'f N N * H‘NﬁN’M H\N./.Q A
HoOH rj f« " -~ ) D

! i u 2 "I' H HyH
o.,0 o.@.o A . O é y
X X W RO R K
(o] o o o] o (o]
L L ‘ 0L 0n {3 %
Fosfato Sulfato  Carboxilato Fosfatos

Figura 1.1 (a) Estructura quimica de una poliarginina: en rojo se muestra el grupo guanidinio presente en la cadena lateral. (b)
En verde se resalta la interaccion que se establece entre la cadena lateral de la pArg y distintos grupos anionicos de los lipidos de
membrana: fosfato, sulfato y carboxilato. A la derecha se puede observar que mientras la arginina (verde) puede establecer una
interaccion de puente de hidrégeno mono o bidentada con el grupo fosfato (rojo), la lisina sélo logra establecer una interaccion
monodentada con un grupo fosfato. De esta manera, la diferencia estructural en la cadena lateral de ambos residuos, es lo que
diferencia el tipo de interaccion que pueden establecer con los grupos polares de los lipidos de membrana. Adaptado de Refs. 0?1

Como se puede observar en la Figura 1.1.a, la estructura de la arginina contiene un grupo
guanidinio (en color rojo) en el extremo de su cadena lateral. Este grupo posee dos funciones
amino que, en conjunto, le dan el caricter bdsico a este aminodcido (pKa superior a 12), por lo
que la cadena lateral de la arginina se encuentra protonada (catiénica) a pH fisiol6gico.?*2? Esta
caracteristica resulta fundamental al momento de interactuar con las especies anidnicas presentes
en los lipidos de membrana. En la Figura 1.1.b se muestra una representacion esquemadtica de la
interaccion puente de hidrégeno que establece el guanidinio de la arginina con algunos grupos
aniénicos, especificamente, fosfato, sulfato y carboxilato. En esta misma figura se ilustra una
hipétesis sobre el comportamiento diferencial entre arginina y lisina frente a la traslocacién: el
guanidinio presente en la arginina establece un puente de hidrégeno bidentado con los grupos
funcionales de la membrana, mientras que la lisina sélo presenta uno. Esto se traslada a diferentes

efectos en la membrana, que serdn discutidos en secciones posteriores.

Por dltimo, se ha demostrado que el espaciamiento de las argininas en la secuencia
primariaZ3~?> tiene ingerencia sobre la efectividad de traslocacién de las pArg. Se ha encontrado
que el triptéfano es un buen espaciador, probablemente por la interaccién favorable entre su
grupo indol apolar y la seccién hidrofébica de la membrana. %7 La sintesis de pArg ciclicas es

otra alternativa para generar un espaciamiento efectivo de las especies cargadas.??

En esta tesis se utilizaron dos Péptidos de Penetraciéon Celular de la familia de las
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Poliargininas. Especificamente, se utilizé una nona-arginina (KRRRRRRRRRC, o0 KRqC) y
una octa-arginina (KRRWRRWRRWRRC, o KRgW3C), donde la primera resulta una molécula
netamente hidrofilica mientras que la segunda exhibe cierto grado de hidrofobicidad. En la
Figura 1.2 se muestran las estructuras quimicas de cada una de estas pArg, donde en color verde

se indica el grupo guanidinio de la arginina y en amarillo el grupo indol del triptéfano.
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Figura 1.2 Estructura quimica de Ry (arriba) y de RgWs (abajo). En color verde se indica el grupo guanidinio en la cadena
lateral de las argininas y en color amarillo se indica el grupo indol del triptdfano.
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1.4. Componentes de la membrana celular

Previamente a la descripcion de los mecanismos de traslocacién celular, resulta indis-
pensable exponer algunos aspectos fundamentales sobre la primera barrera que encuentran
los CPPs: la membrana celular. La composicion de la membrana plasmaética es mucho maés
compleja y dindmica que la de una bicapa lipidica pura, ya que contiene una amplia variedad de
especies lipidicas distintas y mds del 50 % en peso de proteinas de membrana. La organizacién
espacial de las membranas plasmaticas presenta tanto heterogeneidad lateral como distribucion
desigual entre las hemicapas interna y externa (asimetria lipidica).?®?° La diversidad de lipi-
dos asi como su distribucién en cada membrana dentro de la célula se encuentra sumamente
regulado. En células eucariotas, existen tres tipos principales de lipidos: glicerofosfolipidos,
esfingolipidos y esteroles. Los primeros representan la mayoria entre los lipidos estructurales de
membrana, destacandose la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina
(PS), y fosfatidilinositol (PI). En la Figura 1.3 se presenta la estructura quimica general de un
glicerofosfolipido, que consta de una molécula de glicerol esterificado con un 4cido fosférico
en la posicion 3 y con dos grupos acilo en posiciones 1 y 2 (en color verde). El grupo fosfato
en posicién 3, junto a cualquier otro grupo funcional que se encuentre enlazado al mismo,
constituyen la cabeza o grupo polar del fosfolipido (representado en color rojo en la Figura 1.3).
Su cola hidrocarbonada estd compuesta por un diacilglicerol, que contiene 4cidos grasos (acilos)

saturados o cis-insaturados de longitud variable.

\/WW\/\/\)J\ /\‘S.(\O’P'-O —X
M/M\AWO

O

Figura 1.3 Estructura quimica general de un fosfolipido. En verde se sefiala la seccion hidrofobica y en rojo la cabeza polar. La
letra X en la cabeza polar simboliza genéricamente a cualquiera de los grupos que se encuentran normalmente en los fosfolipidos,
esto es, colina, etanolamina, glicerol, serina, entre otros.

La presencia del grupo polar y de los grupos acilo le dan al lipido su caracter anfipatico,
es decir, son simultdneamente hidrosolubles (seccién hidrofilica) y liposolubles (seccidn hidro-
fébica). Esta propiedad caracteristica, junto con una geometria molecular determinada, permiten
que un fosfolipido eventualmente se autoensamble formando bicapas, donde los grupos polares

quedan dispuestos hacia el medio acuoso, mientras que las colas hidrocarbonadas conforman el

ntcleo hidrofébico de la bicapa. Esta tltima resulta la principal barrera contra la difusioén pasiva
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de moléculas y macromoléculas polares. En ese sentido, la permeabilidad de una molécula o de
un cargo a través de la membrana depende de las propiedades intrinsecas de la membrana (esto
es, composicion, heterogeneidad y espesor), de la regulacién celular activa de la membrana
(interaccién con el citoesqueleto y actividad de las proteinas de membrana), de las propiedades
intrinsecas de la molécula (su carga, tamaio y estructura), y de los factores ambientales (tales
como el pH y la temperatura). 393!

En la Figura 1.4 se presentan las estructuras quimicas de los cuatro fosfolipidos estudia-
dos en esta tesis. La primera caracteristica diferencial entre ellos estd dada por su cabeza polar
constituyente: las dos moléculas superiores son de la familia de las PCs (fosfatidilcolinas) y
las dos inferiores son PGs (fosfatidilgliceroles). En segundo lugar, se pueden diferenciar por
los grupos acilo que se presentan esterificados en posiciones 1 y 2. En efecto se puede apreciar
que la DPPC es un lipido con sus dos grupos acilo totalmente saturados, mientras que la DOPC
tiene ambos grupos con una insaturacién entre los carbonos 9 y 10. De modo semejante, DMPG
presenta dos grupos acilos totalmente saturados en cuanto que la DOPG contiene ambos grupos

insaturados.

DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) DOPC (1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfocolina)

1 9 i il
PO { i PP §
P~ = P~
0N 00~ 07X OO~y
WWMO (¢} I W—O o ™
o] o

DMPG (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol) DOPG (1,2-oleil-sn-glicero-3-fosfoglicerol)

/\/\/\/\/\/\)CL (I)‘ 7" i (Ij‘ I
O/\\’(\O’?‘O\)\/OH \/\/\/\A/\/\/\)J\O/\:‘(\O’JP‘O\)\/OH
\M/\AWO H O MWMG H O
Q O

Figura 1.4 Estructura quimica de los fosfolipidos utilizados en esta tesis. Las dos moléculas superiores son zwitterionicas (fos-
fatidilcolinas) mientras que las dos inferiores son anionicas (fosfatidilgliceroles), en las condiciones de pH bajo las cuales se
trabajo en esta tesis. Como se puede apreciar, la DPPC es un lipido con sus dos grupos acilo saturados, mientras que la DOPC
tiene sus dos grupos insaturados. De modo semejante, DMPG presenta dos grupos acilos totalmente saturados y la DOPG ambos
insaturados.

Al igual que los fosfolipidos, los dcidos grasos son moléculas anfipdticas, de manera tal
que las moléculas de acido carboxilico de cadena larga (mas de 12 carbonos), pueden formar
monocapas en la interfase agua/aire. En esta tesis se emplearon 5 dcidos grasos distintos: dcido
miristico (MA), 4cido palmitico (PA), 4cido perfluorotetradecanoico (PFTD), 4cido oleico (OA)
y acido estedrico (SA). Las estructuras quimicas de dichos acidos grasos se presentan en la

Figura 1.5. La primera distincidn que se ha de realizar es entre dcidos grasos hidrogenados (MA,
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PA, SA, OA) y el acido graso perfluorado (PFTD). Esta diferencia se pone de relevancia al
momento de dispersarlos en una interfase agua/aire, ya que los potenciales superficiales que
presentan son opuestos: en los dcidos hidrogenados el potencial superficial resulta positivo (es
decir, con el extremo positivo apuntando hacia el aire), mientras que el de PFTD es negativo y

considerablemente mayor en valor absoluto.

Acido miristico (MA) Acido palmitico (PA)
o 0
Acido esteéarico (SA) Acido oleico (OA)
o 0

HO)K/\/\/\/\/\/\/\/\ HO)K/\/\/\/R/\/\/\/

Acido perfluorotetradecanoico (PFTD)
FFRFEFEFEFRFEF O

F
OH

FE FFFFFFFFFFFF

Figura 1.5 Estructura quimica de los 5 dcidos grasos estudiados en esta tesis. Dentro de los dcidos grasos hidrogenados, MA
(14 carbonos), PA (16 carbonos) y SA (18 carbonos) son saturados, mientras que OA (18 carbonos) es insaturado. PFTD es un
andlogo del MA (14 carbonos), pero fluorado.

Naturalmente, las caracteristicas fisicoquimicas de los componentes de la membrana
modulan sus propiedades. Asi, las colas insaturadas de un fosfolipido no se empaquetan estre-
chamente entre si por lo que su presencia en la membrana le otorga mayor fluidez. Un efecto
opuesto presenta el colesterol, que fortalece la interaccién entre las cadenas hidrofébicas y
rellena los defectos de membrana, lo cual rigidiza y engrosa la membrana. Este ultimo es el
esterol mds abundante en la célula animal y representa el 40 % de los lipidos de la membrana
plasmatica.?® Por otro lado, las PCs son los fosfolipidos m4s abundantes, representando el 50 %
de los lipidos de membrana.?® En cuanto a la cabeza polar, los fosfolipidos PC y PE son neutros
(zwitteriénico), mientras que PI y PS son aniénicos y abundan en la hemicapa interna de la
membrana. En la Figura 1.6 se presenta un resumen de los efectos que los fosfolipidos producen

sobre las propiedades mecdnicas y eléctricas de la membrana.

Con respecto a la superficie celular, sobre la hemicapa plasmatica externa se encuentra
una gruesa y viscosa capa de proteoglicanos anclados a la membrana plasmética denominada
glicocélix. Los glicosaminoglicanos (GAGs) son estructuras lineales aniénicas que conforman
la porcién glucidica de estos proteoglicanos. Entre los principales GAGs se encuentran la

condroitina y el heparén sulfato.
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Figura 1.6 Efectos de los lipidos sobre las propiedades de membrana: fluidez, curvatura, carga superficial, empaquetamiento y
espesor. A mayor grado de insaturacion del grupo acilo, mayor fluidez de la membrana. Por el contrario, la presencia de esteroles
aumenta la rigidez y el espesor de la membrana. Por otro lado, la densidad de carga superficial en la membrana se encuentra
determinada en parte por los lipidos anidnicos que la componen. Imagen adaptada de Ref.*$

1.5. Modelos de membrana lipidica

La complejidad de la membrana plasmatica en cuanto a composicién y comportamiento,
asi como la dificultad en reproducir las condiciones ambientales nativas de la célula, hacen
de esta dltima un sistema de estudio desafiante. Los investigadores reducen los grados de
libertad del problema al recurrir a membranas artificiales cuyos componentes son acotados. Por
consiguiente, se evaliian modelos mas simples, a partir de los cuales se pueden extraer datos
significativos y con mayor reproducibilidad.3? Los modelos de membrana pueden ser utilizados
en multiples casos tales como la evaluacion de la estructura, funcién y comportamiento de
proteinas y lipidos en la membrana, asi como el estudio de la interaccién de péptidos, drogas
o nanoparticulas con lipidos.3? Esta tltima aplicacién de los modelos de membrana ha sido
ampliamente explotada, como lo evidencian gran niimero de referencias bibliogréficas. 33—
Existen varios enfoques experimentales acorde a los cuestionamientos que se deseen

responder, no obstante todos reproducen el ordenamiento lipidico de las membranas celulares
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naturales. Asi, los sistemas biomiméticos mas utilizados son las monocapas lipidicas, las
vesiculas unilamelares y las bicapas soportadas. A continuacién se introducen los dos primeros
sistemas mencionados, con las principales caracteristicas que los definen y sus aplicaciones en

estudios biofisicos.

1.5.1. Monocapas de Langmuir

Una monocapa insoluble, o de Langmuir (ML), es una pelicula de espesor molecular
que, al dispersarse sobre una fase liquida (llamada subfase), permanece en la interfase liquido-
gas aunque en un estado dindmico de intercambio con moléculas de la subfase. S6lo algunas
sustancias tienen la capacidad de formar ML, entre las que comtinmente se encuentran los
anfifilos. Estas moléculas tienen la particularidad de poseer una seccién hidrofébica y otra
hidrofilica (anfipaticidad), y es el balance adecuado entre ellas lo que define si el anfifilo formara
monocapas o no. Existen anfifilos naturales, tales como los 4cidos grasos y los alcoholes de
cadena larga que, como se expuso anteriormente, se componen de una seccién hidrofébica
definida por la cadena hidrocarbonada, y de una seccién hidrofilica dada por su cabeza o grupo

polar, a saber, -COOH o -OH, para 4cidos grasos y alcoholes, respectivamente.

Las ML representan la mitad de una bicapa y usualmente se utilizan como un modelo
para estudiar la adsorcién e inserciéon de compuestos (por ejemplo, péptidos o drogas), o bien
para evaluar las interacciones laterales lipido-lipido.*! Entre las principales bondades de este
modelo se encuentra la capacidad de controlar la densidad lipidica en la interfase, es decir,
el grado de compactacion de los lipidos. Més atn, este modelo permite variar facilmente los
pardmetros ambientales que intervienen en el proceso: desde el pH y la fuerza iénica de la
subfase o su temperatura, hasta variaciones en la velocidad de compresién/descompresion de la
ML. De esta manera, se puede explorar un mismo proceso (por ej. la insercion de una molécula)
bajo gran cantidad de condiciones. Por dltimo, las ML permiten un registro simultdneo de la
presion y del potencial superficial de la monocapa, a la vez que se puede visualizar la interfase
mediante técnicas como la microscopia de fluorescencia o de angulo de Brewster (BAM, por

sus siglas en inglés).

Tipicamente se utiliza una balanza de Langmuir para obtener informacién sobre el
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modelo de monocapa. Este equipo consta de un recipiente de material hidrofébico (Teflon),
que contendrd la subfase, y a los costados dos barreras hidrofébicas con las cuales se realizan
los procesos de compresion/expansion de la pelicula lipidica. El principal indicador de las
propiedades de la ML es el registro de la presion superficial en funcién del drea molecular
promedio (MMA, por siglas en inglés), a temperatura constante. Este registro se conoce como
isoterma II-A (presion superficial vs drea molecular promedio) y en la Figura 1.7 se muestra
un esquema que ilustra los diferentes estados de fase que puede sufrir la ML a medida que es
comprimida: a valores elevados de MMA se encuentra en estado gaseoso (G), luego podria
pasar sucesivamente de liquido expandido (LE), a liquido condensado (LC), posteriormente a
estado sélido (S) y finalmente al colapso (C). Esta dltima condicién representa la aparicion de

estructuras tridimensionales en la interfase, es decir que deja de ser una pelicula monomolecular.

i

Tl = 25-50 mN/m €

LC miiiiins barrera
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Figura 1.7 Isoterma 11-A (presion superficial vs drea molecular promedio) donde se indican los posibles estados en una monocapa
de Langmuir. Desde dreas moleculares mayores a menores se presentan los estados gaseoso (G), liquido expandido (LE), liquido
condensado (LC) y sélido (S). La presion de colapso representa el fin de la estructura 2D de la monocapa. Imagen adaptada de
R ef. 42

Para estudiar la inserciéon de moléculas en la estructura lipidica bidimensional se utiliza
un enfoque distinto: se genera la monocapa a una presion superficial inicial y se toman registros
de la variacion de este pardmetro luego de agregar en la subfase la molécula cuya insercion

se quiere estudiar dejando el drea fija. De esta manera, un aumento de I se relaciona con la

incorporacién de la molécula (soluble en la subfase) en la ML.#3
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1.5.2. Bicapas lipidicas

Las vesiculas multilamelares (MLVs) son estructuras esféricas constituidas por mas de
una lamela o bicapa, generadas espontaneamente luego de aplicar agitaciéon mecénica a un film
de fosfolipidos previamente hidratados.** A partir de las MLVs, mediante diversos métodos
tales como sonicacion o extrusion, se obtienen las vesiculas unilamelares que contienen una
tinica bicapa que encierra un compartimento acuoso en su interior.*> Las vesiculas unilamelares
se clasifican segiin su didmetro en: pequenas (10-50 nm), grandes (100-500nm) o gigantes
(1-100 um), denominadas SUVs, LUVs y GUVs, respectivamente, por sus siglas en inglés.
Cabe aclarar que s6lo las SUVs y LUVs se logran obtener a partir de las MLVs. Estas vesiculas

son consideradas los modelos més simples de membrana cerrada.

El modelo de vesicula se selecciona en base al tipo de pregunta a responder: mientras
que las vesiculas mds pequefias (SUVs y LUVs) son utilizadas en evaluacién de pardmetros de
poblacién, las GUVs son usadas para realizar andlisis individuales sobre cada vesicula. De esta
forma los resultados obtenidos a partir de distintos modelos pueden complementarse entre si. 40

Dado su tamafio, tanto las SUVs como las LUVs son estudiadas mediante métodos
espectroscopicos. En este sentido, la principal diferencia entre ambos tipos de vesiculas reside
en el pequefio didmetro de las primeras, lo cual deriva en una eficiencia diferente para dispersar la
luz.*’ Por otro lado, las GUVs son modelos ampliamente utilizados por la similitud de su tamafio
al de la célula. Entre las principales aplicaciones de las GUVs se encuentra el estudio de la
permeabilidad de membrana y el comportamiento de fases.*® De igual manera, se han estudiado
procesos de fusiéon de membrana, adhesion celular, trafico de membrana y reconocimiento
molecular.*’ El tamafio micrométrico de estas vesiculas es su caracteristica fundamental ya que
permite la observacién individual de las vesiculas mediante microscopia de contraste de fases,
de fluorescencia o confocal. Cabe destacar que en estos dos tiltimos casos se debe adicionar una
molécula fluorescente a la mezcla de fosfolipidos, previamente a la sintesis de las GUVs, para
poder visualizarlas.>® Este modelo ademds permite estudiar las propiedades mecénicas de las
membranas lipidicas, dado que estas vesiculas pueden ser manipuladas (deformadas) mediante

49 0 micropipetas.®! Asimismo, se pueden evaluar las

dispositivos tales como pinzas 6pticas
deformaciones fuera del plano de la membrana e inferir pardmetros mecdnicos tales como el

médulo de bending.>?
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Las primeras sintesis de GUVs fueron realizadas mediante el método de swelling, que
empieza por disolver los lipidos en un solvente orgédnico, para luego dispersar un volumen de
esta mezcla sobre un soporte (vidrio por ejemplo). El solvente orgdnico se evapora y los lipidos
luego son hidratados en medio acuoso a una temperatura tal que los lipidos se encuentren en fase
fluida.>3>* Las principales desventajas de este método son la duracién del proceso de sintesis,
asi como la limitacion en la composicion lipidica que forma GUVs por este método. Ademas,
se producen GUVs de tamafios muy variados y con multilamelas. Estas dificultades fueron
luego superadas mediante el método de electroformacién que permitié la obtencion rdpida de

256 se basa en la

GUVs. El método, inicialmente propuesto en 19865 y modificado en 199
aplicacién de un campo eléctrico variable durante 1-3 hs para producir la hidratacién de forma
mads rdpida. Este protocolo ha sido modificado miltiples veces para extender la frontera respecto

a las condiciones de sintesis.>’

1.6. Mecanismos generales de traslocacion de las poliargininas

Los detalles moleculares sobre el pasaje de las pArg a través de las membranas lipidicas,
asi como la forma en que su internalizacidn se ve afectada por ciertos pardmetros tales como la
composicion de membrana, la carga superficial y la electrostatica interfacial, son ain cuestion
de debate. No obstante, en general, se proponen dos mecanismos mediante los cuales estos
CPPs son incorporados en células vivas: (1) endocitosis, mecanismo activo que involucra una
serie compleja de eventos bioquimicos; y (2) la difusién a través de la bicapa lipidica, proceso
denominado permeacién pasiva o traslocacién directa.>® 6! Ma4s atin, varios experimentos han
demostrado que las pArg atraviesan membranas artificiales mediante un mecanismo cuya base
molecular y costos energéticos merecen una inspeccion cuidadosa. Respecto al mecanismo de
traslocacion directa, se han propuesto varios modelos que podrian competir entre si, entre los

62-64 15 formacién de micelas,® la formacién de un

que se encuentran la traslocacién adaptativa,
poro toroidal hidrofilico, el modelo del barril, o bien el modelo de alfombra.”°6-70 En 1a Fi gura

1.8 se presenta un esquema de los posibles mecanismos de traslocacién directa.

Dada la aplicacién de las pArg como transportadores de drogas, result6 de suma relevan-
cia el estudio de mecanismos de traslocacién alternativos a la endocitosis, que no representaran

un riesgo de degradacion proteolitica. Incluso las pArg que son endocitados luego deben llevar
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Figura 1.8 Modelos de traslocacion directa de CPPs a través de membranas lipidicas. Los péptidos se representan en color
naranja y los lipidos en gris (zwitterionicos) y negro (anionicos). A) Poros transientes: poro barril, poro toroidal y modelo
de alfombra o detergente. En los dos primeros, el péptido se encuentra perpendicular a la membrana, y el poro se compone
solamente de péptido (barril) o mezcla de péptido y lipido (toroidal). En el modelo de alfombra o detergente el péptido forma
pequeiias vesiculas, a la vez que tapiza la superficie del poro. B) Micela invertida: la asociacion del péptido con la membrana
promueve curvatura negativa que culmina con la formacion de una micela invertida. C) Formacion de defectos de membrana: los
péptidos producen segregacion de fases y traslocan a través de los defectos producidos en los bordes de dominio. D) Traslocacion
adaptativa: el péptido se asocia a cierto niimero de lipidos que enmascaran su carga cationica y lo transportan a través de la
membrana. Adaptado de Ref. 5.

a cabo una liberacién endosomal, es decir, una traslocacién de la membrana del endosoma,
para evitar la degradacion proteolitica en lisosomas. De aqui la importancia del estudio de la

traslocacion directa de las pArg, asi como de los factores que la modulan.

En general, la traslocacién directa puede ser conceptualmente dividida en tres etapas,
cada una afectada por varios pardmetros que atafien a la membrana: 1) difusién del péptido
hacia la hemicapa externa de la membrana, seguido por su adsorcién a la misma; 2) insercién y
pasaje del péptido a través del nicleo hidrofébico de la membrana; y 3) liberacién del péptido
en el interior celular tras desorberse de la hemicapa interna.”'~’# La adsorcién/desorcion se
encuentran en gran medida regidas por las fuerzas electrostaticas entre las cargas cationicas del
CPPy los varios grupos funcionales aniénicos de la membrana (esto es, GAGs, sulfatos, fosfatos

) 12,17,75-79

y carboxilatos), aunque las fuerzas de hidratacion y otras interacciones especificas

también afectan la fuerza de unién del péptido.

La segunda etapa del proceso de traslocacién es la que conlleva mayor incertidumbre.
Parece haber cierto consenso con respecto a que los CPP altamente cargados tienden a nuclear

poros transmembrana cuya naturaleza estaria determinada, al menos en parte, por la secuencia




Capitulo 1 17

peptidica y la rigidez de la membrana. 3082 Se han propuesto tres mecanismos que suponen
la poracién de membrana: (a) el modelo de alfombra, (b) el modelo de barril, y (c) el modelo
de poro toroidal hidrofilico. En el primer caso, se propone que la membrana se desestabiliza
tras haber alcanzado un umbral de CPP adsorbido sobre la misma. Es decir, la concentracion
superficial de péptido generaria una disrupcion transiente de la membrana, guardando semejanza
con el modo de accién de un detergente. %4385 Los modelos (b) y (c) guardan la semejanza
de que los péptidos se insertan perpendicularmente a la membrana. Sin embargo en (b) los
péptidos adoptan estructura hélice alfa al insertarse dentro del poro, y forman un anillo sobre la
superficie del mismo. De esta forma, la cara hidrofébica de la hélice interactda directamente
con las colas alifaticas de los lipidos, y la cara hidrofilica forma el interior del poro. 38383
En resumen, mientras que los mecanismos de alfombra, de micela invertida y de poro toroidal
implican una reorganizacién significativa de los lipidos de membrana, el mecanismo de barril
requiere una perturbacién menor. Esto se relaciona directamente con el hecho de que en los tres
primeros, los péptidos se unen a las cabezas polares y se mantienen en contacto durante todo el

proceso de traslocacion; en el modelo de barril, los péptidos interactian directamente con las

colas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

En una membrana lipidica, un poro hidrofilico es aquel en el cual las cabezas polares
de los fosfolipidos tapizan la superficie del mismo, favoreciendo la presencia de especies
hidrofilicas en su interior. Por el contrario, un poro hidrofébico es aquel en el que las colas
hidrofébicas quedan expuestas a la luz del poro.® De esta manera, la nucleacién de un poro
toroidal transitorio e hidrofilico sugiere que el CPP inserto en el centro de la membrana se
encuentra rodeado, y en contacto directo, con las cabezas polares de los fosfolipidos. Esto
implica que los lipidos debieron rotar desde su posicion de equilibrio sobre la superficie de la
membrana hacia el centro de la misma.3*87 A medida que el poro se abre, los péptidos difunden
hacia su interior desplazandose sobre la superficie de la membrana, asociados a algunos lipidos.
En términos energéticos, esto implicaria que el costo de traer los aminodcidos cargados hacia el
ntcleo hidrofébico de la membrana surge de la apertura del poro y es compensado, al menos en

parte, por las interacciones favorables péptido-lipido. 3

El mecanismo de traslocaciéon adaptativa de las pArg se basa en la capacidad que

presenta el grupo guanidinio para establecer puentes de hidrégeno con los grupos aniénicos

62 64

de los lipidos de membrana,°~ en especial con los grupos carboxilicos de los dcidos grasos.
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En el caso de este dltimo grupo polar, un factor importante serd la diferencia de pH entre el
interior y el exterior celular. Se propone que el péptido formaria un complejo con los grupos
carboxilicos ionizados (carboxilatos) que se encuentran expuestos hacia el medio extracelular.
Este complejo resultaria neutro debido al apantallamiento de las cargas catiénicas de la pArg
por parte de los carboxilatos aniénicos. Una vez formado el complejo pArg-acidos grasos, y
dada la mayor flexibilidad de éstos frente a los fosfolipidos, el complejo neutro es solubilizado
en la membrana y transportado a través de ella. Habiendo alcanzado el medio intracelular, el pH
mds dcido produce la protonacion de los carboxilatos, lo cual induce la liberacién de la pArg
en el citoplasma. De esta forma, el 4cido graso protonado vuelve a la hemicapa externa y se

completa el ciclo de traslocacién de la pArg. %

Este tltimo mecanismo no excluye la participacion de otros factores que podrian estar
involucrados en el proceso de traslocacion directa; esto es, el potencial transmembrana, la densi-
dad de carga anidnica y las propiedades mecanicas de la membrana. Estos factores facilmente
podrian acoplarse al modelo para explicar la alta tasa de internalizacion de las pArg ya que, por
ejemplo, se sabe que la aplicacién de un potencial eléctrico externo disminuye la rigidez de
la membrana, 388 1o que facilitaria el movimiento flip-flop del complejo pArg-acidos grasos.
Ademais existen diversos estudios que demuestran que el potencial transmembrana favorece
la internalizacién directa de las pArg, independientemente del modelo que se use para expli-

37,37,61,71,90,91

carlo. Asimismo, ha sido probado que la presencia de lipidos anidénicos también

favorece la adsorcién/insercién de las pArg; 392

por lo cual se podria asociar esa densidad
aniénica superficial a la presencia de 4cidos grasos ionizados. Por dltimo, este modelo seria
compatible con el de formacién de un poro hidrofilico. Especificamente, Herce et. al realiza-
ron estudios computacionales del complejo pArg-acidos grasos, encontrando que el sistema
evolucioné espontdneamente hacia la nucleacién de un poro hidrofilico en tres simulaciones
independientes. Esto apoya el hecho de que la insercion de las pArg en bicapas lipidicas se
produce mediante la formacién de canales acuosos. 80-8293.94

Con respecto a la tercera etapa, esto es, la liberacién del CPP dentro de la célula (o la
vesicula), su eficiencia estaria directamente determinada por la fuerza de unién del péptido a la
hemicapa interna: mientras mds fuerte sea la unién, més lento el proceso de desorcién y mayor

probabilidad de que el péptido sea devuelto al medio extracelular. Ademas, el pH podria ser

otro parametro relevante que afecta la internalizacion celular de los CPPs, como se coment6
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anteriormente.

En base a la descripcién general del mecanismo de internalizacién pasiva, e independien-
temente del modelo que se ajuste a dicha traslocacidn, esta tesis se enfoco en la evaluacion y
determinacion de factores implicados en la incorporacién de las pArg a las membranas lipidicas.
Concretamente, se propuso realizar un abordaje experimental y computacional del efecto de
las caracteristicas fisicoquimicas de las pArg (hidrofilicidad) y de las membranas lipidicas
(composicion, carga superficial, rigidez) sobre el proceso de adsorcién/insercién de las pArg.
Asimismo se propuso estudiar el efecto del potencial transmembrana y superficial sobre dicho
proceso. Finalmente, se abordé el problema del transporte de cargos hidrofilicos facilitado por

las pArg a través de membranas lipidicas, es decir, el efecto CPP de las pArg.

Para el abordaje experimental se utilizaron diversos modelos de membrana lipidica, en
particular, monocapas, LUVs y GUVs. Cada uno de estos modelos provee informacién especifica
que luego podria complementarse con la obtenida de los otros modelos, segtin las condiciones
en las que el experimento fue realizado. Asi, las condiciones controladas de densidad lipidica
en el modelo de monocapa permiten una cuantificacién adecuada de la afinidad de las pArg
por los lipidos (curvas de penetracién/incorporacion). Las respuestas obtenidas en este modelo
a una presion superficial de ~30 mN/m, encuentran una correlacién con el modelo de bicapa
(vesiculas), ya que representa condiciones de densidad lipidica comparables a las de bicapa. Sin
embargo, en esta tesis, los resultados obtenidos mediante cada modelo de membrana fueron
interpretados independientemente, salvo una comparacién explicita como la presentada en el

Capitulo 7.

Por otro lado, las simulaciones computacionales fueron realizadas para calcular los
perfiles de energia libre para el proceso de insercion de las pArg en bicapas lipidicas. Se
analizaron situaciones donde la bicapa lipidica present6 diversas condiciones de carga superficial
y composicién, asi como también se estudié el efecto de un potencial electrostatico aplicado a

través de la membrana sobre el proceso de adsorcidn/insercion de las pArg.
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2.1. Objetivo General

Estudiar los factores que modulan el proceso de traslocacion directa de poliargininas a

través de membranas lipidicas, combinando simulaciones computacionales y experimentos.

2.2. Objetivos Especificos

» Cuantificar la influencia del potencial transmembrana sobre el costo energético de inser-

cion (AGipsercion) de dos pArg (Rg y RgW3) en una bicapa lipidica (DOPC).

= Evaluar como contribuye la anfipaticidad de las pArg a la energia libre de insercidn en

membranas lipidicas.

= Investigar la accién de los 4cidos grasos como potenciales catalizadores del proceso de
traslocacién de Rg. Evaluar la influencia del grupo carboxilico y el largo y grado de
insaturacién de la cadena hidrocarbonada, sobre la incorporaciéon de Rg en monocapas y

bicapas lipidicas, utilizadas como membranas modelo.

= Determinar el efecto de la carga superficial 6~ de la bicapa en la incorporacién de Ry y de
Ry con un cargo hidrofilico (poliglicina) a la misma. Especificamente, cuantificar la varia-
cion del costo energético de adsorcién/insercién de Rg y RgGg (RRRRRRRRRGGGGGGGGG)
en bicapas mixtas de DOPC-DOPG (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina y 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfoglicerol, respectivamente), con concentraciones variables de fosfatidil-

glicerol (PG).

= Estudiar el efecto CPP de Rg sobre un cargo hidrofilico (poliglicinas). Evaluar el efecto
del tamafio del cargo (Gy y G31) sobre la energia necesaria para insertar la pArg con su

cargo en la membrana.

= Analizar el efecto de las propiedades mecdnicas de bicapas parcialmente cargadas sobre

el proceso de adsorcién/inserciéon de Ro.
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3.1. Especificacion técnica sobre los reactivos utilizados en experi-

mentos

3.1.1. Poliargininas

Para estudiar experimentalmente la interaccion de KRgC y KRgW3C con membranas
lipidicas, se prepararon soluciones acuosas concentradas de cada péptido en NaCl 150 mM. Las
mismas fueron alicuotadas y conservadas en un freezer a -20 ° C hasta su uso. Ambos péptidos

fueron comprados en Innovagen (Suecia), con una pureza de 95 %.

3.1.2. Fosfolipidos

Los fosfolipidos utilizados fueron comprados en Avanti Polar Lipids, Inc (Alabama,
USA), y preparados en solucién cloroformo/metanol 2:1 (Merck, Bruker). Esta mezcla de
solventes orgdnicos permitié solubilizar estas moléculas anfifilicas, a la vez que por su alta
volatilidad, evitan alteraciones indeseadas en técnicas sensibles tales como las practicadas en
monocapas. Respecto a las mezclas de lipidos utilizadas para producir las vesiculas, en todos

los casos fueron obtenidas a partir de la solucién madre de cada lipido constituyente.

3.1.3. Acidos grasos

En esta tesis se emplearon 5 dcidos grasos distintos, todos comprados en Sigma (USA):
dcido miristico (MA), 4cido palmitico (PA), 4cido perfluorotetradecanoico (PFTD), 4cido oleico
(OA) y 4cido estedrico (SA). Las soluciones de 4dcidos grasos también fueron preparadas con una
mezcla de cloroformo/metanol 2:1 y se almacenaron en tubos de vidrio conicos, en un freezer a

-20°C.
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3.2. Técnicas en simulaciones computacionales

3.2.1. Fundamentos tedricos de Dinamica Molecular

Las simulaciones de Dindmica Molecular (MD, por sus siglas en inglés) son una herra-
mienta computacional que permite predecir estadisticamente cémo es el comportamiento pro-
medio de un sistema, dadas ciertas condiciones iniciales.”> Son concebidas como experimentos
computacionales dado que actiian como un nexo entre la escala microscopica espacio-temporal
y el mundo macroscépico del laboratorio. Es decir, permiten comprender las propiedades de un
conjunto de moléculas en términos de su estructura y las interacciones microscopicas entre ellas,
a la vez que se logran predecir ciertas propiedades macroscépicas del sistema. Cabe destacar que
la exactitud de dichas predicciones dependera en gran medida de la disponibilidad de recursos
computacionales, ya que tanto el tamafio del sistema como su nivel de detalle, correlacionan

positivamente con el costo computacional.

Esta técnica de simulacién se basa en la mecanica newtoniana clasica para obtener
la trayectoria de un sistema de particulas, esto es, la evolucién temporal de las posiciones,
velocidades y orientaciones de las moléculas. Para ello se deben resolver numéricamente las

siguientes ecuaciones de movimiento: °6-%7

d
m;i; = f; fi:—gcp@ 3.1

donde m; es la masa de la particula, r; es la posicién de la particula, f; es la fuerza que actia
sobre la particula y & es la energia potencial de la particula. En primer lugar se debe definir
un campo de fuerzas, es decir, una funcién de energia potencial a partir de la cual se podrdn
calcular las fuerzas f; que actian sobre los distintos 4tomos. Dicha funcién de energia potencial
se describe como & ('), donde ¥ = (ry,r2,...,ry) representa el conjunto completo de 3N
coordenadas atémicas. En general, se puede expresar como la suma de dos términos: las
energias enlazantes y no enlazantes (Ecuacion 3.2). El primero de estos términos incluye las
interacciones intramoleculares, es decir, lo referido a los enlaces covalentes (distancias y angulos
interatémicos); mientras que el segundo de ellos incluye las interacciones intermoleculares:

electrostdticas (o Couldmbicas), y de atraccién-repulsion (o de Lennard-Jones).
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é;otal = (’?enlace + géngulo + Cg‘;orsional + éaLJ + éaCoul (32)
———
energia enlazante energia no enlazante

Figura 3.1 Esquema de las energias enlazantes (enlaces covalentes, distancias y dngulos) y no enlazantes (interacciones electros-
tdticas y de atraccion-repulsion).

En cuanto a las energias enlazantes, tanto la energia de enlace (bonding stretching),
como la energia angular (angle bending) se definen en funcién de un potencial arménico ya que
ambas magnitudes constantemente oscilan alrededor de una posicién de equilibrio (ecuacién

3.3).

K, K,
Eenlace = ?(r_ req)2 éaéngulo = 76(9 - eeq)2 (3.3)

La energia torsional se define respecto a los diedros, es decir, al 4ngulo que forman dos
planos entre si. En la Figura 3.1 seria el dngulo formado por el plano que contiene al enlace A-B
y el que contiene al enlace C-D, si se produjera la rotacién respecto al enlace B-C. Este término

se describe como una expansién de cosenos adecuada (serie de Fourier).

Respecto a la energia no enlazante, se define un potencial coulémbico para las especies
cargadas (Ecuacion 3.4) y otro de Lennard-Jones para las interacciones de Van der Waals

(Ecuacioén 3.5), acorde a las siguientes expresiones:

qi4

34
4717801‘,']‘ ( )

@@C’oul(rij) =

donde g; y g; son las cargas parciales de los dtomos i y j, & es la constante dieléctrica del medio
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y rij es la distancia interatémica.

o\ 12 o\ 6
61i(rij) = 4g;j <Glj> _(G.l{> (3-5)

donde r;; es la distancia interatomica, €;; es la profundidad del pozo de potencial de minina
energia y o;; es la distancia interatomica a energia cero.”® Cada par de dtomos tiene un valor

univocode o y €.

Campo de fuerza de grano grueso Martini

Para definir las f; que actiian sobre las distintas particulas del sistema se empled el
campo de fuerza (CF) de Martini. Este es un modelo de grano grueso (CG, por sus siglas en
inglés) ampliamente utilizado en simulaciones MD de sistemas biomoleculares.®” El hecho de
ser un modelo CG implica una reduccion en los grados de libertad del sistema: se representan 4
particulas en 1, a la cual se le asignan pardmetros que aproximen su comportamiento a los datos
obtenidos experimentalmente. '%° Respecto a esto tltimo, Martini fue parametrizado en funcién
de los coeficientes de particion entre una fase orgdnica (FO) y una fase acuosa (FA), es decir, se
trata de reproducir las energfas libres de particion (AGgp,r4) entre fases apolares y polares de

un gran nimero de componentes quimicos.

AGro s = kTln <”F0) (3.6)
PFA

donde p representa la densidad de equilibrio de las particulas CG en cada fase. Procesos como
el autoensamblaje lipidico, la interaccion péptido-membrana o proteina-proteina dependen
fundamentalmente del grado de particién de los constituyentes entre un ambiente polar y uno no

polar.

Este CF tiene aplicacion directa en estudios biofisicos en los que es relevante el tamafio
del sistema, o bien, cuando el objetivo es analizar la evolucion del sistema en un periodo de
tiempo prolongado. En este sentido, la reduccién de grados de libertad asociada a la transfor-

macién de cuatro dtomos en una particula de grano grueso, posiciona a este modelo como una
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alternativa a los modelos atomisticas, en términos de costo computacional. Actualmente, el CF

de Martini proporciona pardmetros para una variedad de biomoléculas, que incluyen diferentes

102,103

lipidos, ' proteinas, aziicares, ' glicolipidos, 1919 y ADN, 97 entre otros.

r@Quww@® D@ @ F

f+q|WP

0.K0 W
|

WM

Figura 3.2 Un campo de fuerza consiste en la contribucion de potenciales por parte de (A) enlaces covalentes (descriptos por
un potencial armonico), (B) contribuciones angulares (potencial arménico), (C) potencial diedro (funcion coseno), (D) contri-
buciones electrostdticas (Ley de Coulomb) y (E) fuerzas de van der Waals (potencial 6-12 de Lennard-Jones). El mapeo de 4:1
utilizado en el CF de Martini se muestra para (F) el conjunto de 4 moléculas de agua y (G) un lipido de DPPC. En (H) se muestra
el modelo de agua polarizable de Martini: una particula central W'y dos particulas con carga opuesta (WP 'y WM) que rotan
alrededor de W: cada particula posee una masa de 24 uma. Imagen adaptada de Refs. 195109

Ademas de la reduccién en grados de libertad, la otra caracteristica fundamental en un
modelo CG es el conjunto de potenciales que describen la interaccion entre las particulas. Como
se aprecia en la Figura 3.2, este modelo también se encuentra configurado en funcion de energias
enlazantes y no enlazantes: por un lado, se definen potenciales arménicos para fijar la distancia
de enlace (A) y el dngulo (B) entre particulas, y un potencial diedro (C) para la torsién; por
otro lado, también se define un potencial coulémbico para las contribuciones electrostéticas (D)
y un potencial de Lennard-Jones para las fuerzas de Van der Waals (E).'% Las interacciones
enlazantes de Martini poseen una base empirica pero atn asi han sido ajustadas mediante
modelos atomisticos. Es decir, tanto las longitudes y dngulos de enlace, como la libertad
torsional del modelo CG, han sido comparados con los pardmetros obtenidos por simulaciones
atomisticas y se ha realizado un ajuste para obtener un valor general razonable. No obstante, las
interacciones no enlazantes en este modelo son genéricas y netamente parametrizadas acorde

a datos experimentales. En la Figura 3.2(G) se puede observar el mapeo entre los dtomos del
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fosfolipido DPPC y las particulas CG. Basicamente, el modelo considera cuatro tipos principales
de interacciones: polar (P), no polar (N), apolar (C) y cargado (Q), clasificados acorde a su
polaridad creciente desde 1 a 5, o de acuerdo a su capacidad de formar puente de hidrégeno (d =

donante, a = aceptor, da = ambos, 0 = ninguno). 100

En cuanto al solvente, el modelo estdndar de agua de Martini sufri6 modificaciones en
2010 en pos de simular con mayor fidelidad la interaccién del agua con las particulas cargadas.
Este nuevo modelo de agua polarizable (PW, por sus siglas en inglés) puso en consideracién la
polarizabilidad orientacional del agua. La parametrizacion se materializé a través del uso de
3 esferas: una central neutra (W) a la cual estdn ancladas particulas WM (con carga negativa,
g-) y WP (con carga positiva, q+). En conjunto, estas 3 particulas representan 4 moléculas
de agua (24 uma/esfera = 72 u.m.a.).'? Cabe destacar que la densidad del agua bulk y el
coeficiente de particion FO/FA reprodujeron un nivel de precisiéon similar al obtenido en el
CF estandar de Martini. La principal ventaja de Martini PW estriba en la reproducibilidad de
procesos dominados por la electrostatica, tales como la electroporacién de membranas, 0110
o la asociacién protefna-proteina para moléculas cargadas.'!! Por el contrario, la desventaja

respecto al modelo estandar es un mayor costo en eficiencia computacional. '%°

3.2.2. Parametros de las simulaciones de Dinamica Molecular

El cédigo de libre distribucion GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Si-

mulations), 12

es un motor de MD desarrollado en la Universidad de Groningen, que permite
resolver eficientemente las ecuaciones de Newton (sobre todo en lo referido a interacciones no

enlazantes) y que inicialmente fue disefiado para simular biomoléculas.

El esquema general de trabajo para utilizar este c6digo comienza con la eleccion de
los pardmetros con los cuales se integrardn las ecuaciones de movimiento. Es importante tener
en cuenta que estos pardmetros de simulacién dependen estrictamente del CF seleccionado y
no se pueden cambiar sin afectar a otras propiedades. En esta tesis se utilizé el CF de Martini
con un modelo de agua polarizable. Por este motivo se utilizé un paso de tiempo (dt) de 20 fs.
Ademids, las interacciones no enlazantes LJ fueron cortadas a una distancia ¢, —ofr de 1,2 nm 'y

suavemente reducidas a cero a partir de 0,9 nm. Las fuerzas electrostaticas fueron computadas
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usando el método Particle Mesh Ewald (PME)'!3 con dipolo corregido (geometria 3dc) !4,
con un cut-off en el espacio real de 1,2 nm y de 0,2 nm~! en el espacio de Fourier. La lista de

vecinos fue actualizada cada 10 fs usando un cut-off igual a re;—off.

El procedimiento general de simulacion MD con GROMACS const6 de una fase de
relajacién (método steepest descent) luego de configurar cada sistema, seguido de una fase de
equilibracién de 50 ns en un ensamble NV T': nimero de particulas (N), volumen (V) y tempe-
ratura (T) constantes. Posteriormente, y a fin de mantener las membranas lipidicas relajadas
(sin tension superficial inicial), las simulaciones fueron realizadas mediante un ensamble NPT
nimero de particulas (V), presién (P) y temperatura (7)) constantes. Se utiliz6 un barostato
Berendsen semi-isotrépico a 1 bar (7p = 3 ps), con compresibilidad de 3x 107> a lo largo de las
direcciones X, y, z. Se eligi6 un termostato Berendsen a 310 K (77 = 0,3 ps) para retener la fase

liquida de la membrana.

3.2.3. Calculo de perfiles de energia libre

El propésito de cualquier simulacion de MD es muestrear todos los estados posibles
en los que puede existir cierta molécula de interés. Sin embargo, una caracteristica recurrente
en los problemas abordados desde las simulaciones moleculares es que la energia térmica
caracteristica del sistema no es suficiente para permitirle realizar un muestreo de las regiones del
perfil energético que se encuentran separadas por grandes barreras energéticas (es decir, barreras
mucho mayores a kgT'). En consecuencia, el muestreo en general se torna un proceso lento.
Una manera simple de sortear esta situacion es sesgar el sistema, esto es, adicionar al sistema
con cierta energia potencial externa, V(s), para lograr muestrear el perfil de energia libre de
reacciones lentas, o de eventos raros. De esta manera, al sistema se le permite evolucionar més
alla de un minimo local y muestrear el espacio de fases definido por la coordenada de reaccion
evaluada. En ese sentido, existen multiples técnicas de muestreo sesgado entre los cuales se

destacan el Umbrella Sampling (US) y la Metadindmica (MTD).




Capitulo 3 30

Calculos de energia libre por Umbrella Sampling

La técnica de US surge como un método eficiente de muestreo sesgado del paisaje
energético, mediante el cual se fuerza al sistema a explorar las regiones del espacio de fase
que de otra forma no tendrian el muestreo suficiente.'!'> En primera instancia se define una
coordenada de reaccion, s, o variable colectiva (CV, por sus siglas en inglés), que permite
describir la ubicacién en el espacio de fase entre dos estados. Durante el proceso de US se
agregan potenciales de sesgo V(s) a lo largo de la CV para conducir al sistema de un estado
termodindmico a otro. Dicho potencial de sesgo sirve para confinar las variaciones en la CV
alrededor de algun valor fijo s;, y por lo tanto permite un muestreo mas eficiente en la region

alrededor de s;. 116117

/,/—\ “ Coordenada de reaccion S E
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Figura 3.3 (izquierda) Representacion del proceso de US sobre una superficie de energia libre. En linea de trazos se muestra
el camino entre dos estados de minima energia libre, A 'y B. En forma perpendicular, se indica el muestreo de las distintas
ventanas apostadas a lo largo de la trayectoria A-B. Imagen adaptada de Ref.'!’ (derecha) Ilustracion del proceso general de
US. La imagen superior representa el pulling o traccion de la molécula de interés en la direccion de la coordenada de reaccion
elegida, para generar una configuracion inicial para cada ventana. La imagen del medio corresponde a las simulaciones MD
independientes realizadas dentro de cada ventana, donde CV es restringida en una posicion especifica por un potencial armonico.
Finalmente, en la imagen inferior se muestra el histograma de configuraciones, con ventanas adyacentes que se superponen de
tal manera que una funcion de energia continua puede derivarse a partir de estas simulaciones. Imagen adaptada de Ref. '8

Los pasos intermedios entre estos dos estados se cubren mediante una serie de ventanas
en cada una de las cuales se realiza una simulacién de MD con el potencial de sesgo aplicado.
Frecuentemente, V(s) tiene la forma de potenciales armoénicos por su simplicidad, aunque puede
tener cualquier forma funcional. Finalmente, a partir de este muestreo, se puede calcular el
cambio en la energia libre en cada ventana al combinarlas mediante algiin método tal como el
andlisis de histogramas multiples ponderados (WHAM, por sus siglas en inglés). !¢ El método
WHAM es un esquema que une la distribucion de probabilidad sesgada del muestreo US para

producir una dnica distribucién de probabilidad sin sesgo. Es fundamental para realizar dicha
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combinacién que los histogramas correspondientes a ventanas adyacentes se superpongan en

cierta medida (ver Figura 3.3(derecha)).

El célculo de la energfa libre a partir de los potenciales de sesgo se obtiene acorde a la
siguiente expresion:

F(s) = —kgT logP(s) (3.7)

donde P(s) es la distribucién de probabilidad de la variable colectiva s, calculada por

WHAM, kg es la constante de Boltzmann y F(s) es la energia libre.

Calculos de energia libre por Metadinamica

Metadindmica (MTD) es un método de simulacion que fue introducido por Parrinello y
Laio'!®, y mejorado por Barducci et al. '?* El algoritmo supone que el sistema puede describirse
mediante algunas CVs. Durante la simulacidn, se calculan las propiedades del sistema, en este
caso la energfa libre, en el espacio determinado por las CVs y se agrega un potencial gaussiano
positivo. De esta forma, y durante el transcurso de una simulacién larga, el sistema es empujado
sistemdticamente fuera del minimo de energia libre lo que permite explorar regiones del espacio
de fases que no son muestreadas durante una simulacién estdndar.'?! A tiempos largos, el
sistema recorre uniformemente la regién de CVs que se desea muestrear, como se representa en
la Figura 3.4. Es por este motivo que informalmente la MTD se entiende como el llenado de los
pozos de energia libre con arena computacional. '>> En este punto, el espacio energético puede

recuperarse como el opuesto de la suma de todas las gaussianas.

F(q) F(q) Flq)

tiempo

Figura 3.4 Representacion de la exploracion del espacio de fase de CV a través de la sumatoria de potenciales gaussianos. El
sistema fue preparado en un minimo local y con la deposicion sucesiva de potenciales comienza a explorar otros minimos locales
con el paso del tiempo. Adaptada de Ref. 1?3
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El intervalo de tiempo entre la suma de dos funciones gaussianas, asi como la altura
y el ancho, se ajustan para optimizar la relacion entre precisién y costo computacional. La
metadindmica tiene la ventaja de no requerir una estimacion inicial del espacio energético para
explorar, sin embargo requiere encontrar un buen conjunto de variables colectivas. 24

Un cédigo abierto para cilculo de MTD disponible es PLUMED, !> el cual funciona
asociado al cédigo de Dindmica Molecular, GROMACS en este caso. En ese sentido, el c6digo
de MD suministra las coordenadas del sistema al cédigo de MTD a intervalos determinados,
para que luego este ultimo pueda calcular el valor de la CV seleccionada y asi determinar la
posicidén del sistema en el espacio de energia libre. Una vez que esto sucede, se determina el
potencial de sesgo. Al inicio de la simulacién metadindmica, el potencial de bias aplicado al
sistema es cero. El mismo se construye progresivamente como una sumatoria de gaussianas

agregadas al espacio de fase de la CV a lo largo de la trayectoria. '

0 2
(—Z" (515, <kr>>>
V(E) = Y W(kt)e K (3.8)

kt<t

donde s es el valor de la CV, ¢ es el tiempo, T es el paso de tiempo al cual se colocan las

gaussianas, o; es el ancho de la gaussiana y W es la altura de la gaussiana. 126

La energia libre calculada no converge a un valor exacto, sino mds bien oscila alrededor
del mismo. Este problema fue solucionado al agregar un factor de atenuacién a las gaussianas
agregadas durante el proceso de MTD. En la prictica, la modificacion afecta a la altura W de las

gaussianas depositadas acorde a la siguiente expresion:

W = a)re<7’g%’2> (3.9)

donde o es la velocidad a la cual se colocan las gaussianas, y AT es un factor de entrada con
unidades de temperatura. Respecto a la MTD estdndar, se debe resaltar que la velocidad de
deposicion de las gaussianas decae con 1/t. Por otro lado, cabe destacar que a pesar de que el
potencial de sesgo no completa totalmente la superficie de energia libre (FES, por sus siglas en

inglés), tiende a su valor limite en una sola corrida:
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V(s*,t—>oo)=—<Tj‘rTAT>F(s)+c (3.10)

donde C es una constante. La distribucién de probabilidad adquiere la siguiente expre-

sion:

__F(s)
P(s) o< e kp(TTAT) (3.11)

Por lo tanto, para AT—0 se recupera la MD ordinaria, mientras que el limite AT— oo co-
rresponde a la MTD estandar. Entre estos dos extremos, se puede regular el grado de exploracién

de FES al ajustar AT. Esto evita el sobrellenado y podria ahorrar tiempo computacional. 123

3.2.4. Configuracion de los sistemas simulados

La interaccion de las pArg (Rg y RgW3) con las bicapas lipidicas se simulé mediante un
CF de grano grueso (Martini). Acorde a este modelo, cada residuo de arginina fue representado
por 4 esferas de Martini, el triptéfano por 5 esferas y cada fosfolipido mediante 12 esferas. En
este dltimo caso, la principal diferencia entre los distintos fosfolipidos simulados estrib6 en la
esfera que representaba a la cabeza polar. En el caso del dcido palmitico, su estructura estuvo
representada por 5 esferas de Martini y la diferencia entre el estado neutro y ionizado estuvo
dado por la presencia de una carga negativa en la esfera que representaba la cabeza polar en
el segundo caso. A continuacién se describen los detalles especificos respecto a cada sistema

simulado.

Calculo de energia libre bajo diferentes potenciales electrostaticos por Metadinamica

Se prepararon sistemas con una bicapa lipidica de 10 x 10 nm, centrada en la caja
de simulacién (z = 35 nm). La bicapa estuvo compuesta por 286 moléculas de 1,2-dioleil-3-
glicerofosfocolina (DOPC) y fue solvatada con 25000 moléculas de agua polarizable de Martini

(PW). Se colocaron dos potenciales repulsivos de corto alcance en z=0nmy z = L,, a modo
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de paredes blandas que restringieron el movimiento de las particulas en las direcciones X e Y.
De esta manera quedaron configurados dos compartimientos, uno superior y otro inferior: en
el primero se colocé el péptido (Rg 0 RgW3) con sus respectivos contraiones, mientras que el

segundo contenia una concentracion de NaCl ~180 mM.

A continuacién, para simular las distintas condiciones de potencial electrostatico (AD)
se gener6 un desbalance i6nico a través de la bicapa mediante el pasaje de iones Na™ del
compartimiento inferior al superior, dejando los contraiones (CI™) en el inferior. Cabe resaltar
que el maximo utilizado no provocé electroporacion en la bicapa lipidica. En estas condiciones,
cada sistema fue equilibrado y se realizaron simulaciones MD en un ensamble NPT por 250 ns.
A partir de estas simulaciones MD se calcularon los perfiles de AP en cada sistema, mediante

la integracién de la ecuacién de Poisson: 27

] c / Z/ A "
0(z) = —80/0 dz/o q(7")dz (3.12)

donde & es la permitividad del vacio, g (z) es la densidad de carga a lo largo del eje z, y las

integrales son realizadas desde z = 0 nm, donde el potencial es referenciado a cero.

Para los calculos de energia libre mediante MTD, se definié la CV como la distancia en
el eje z entre el centro de masa (COM, por sus siglas en inglés) de Rg -COMg,- y el COM de la
bicapa -COMy;cqpq-- Primero, se realizaron simulaciones MD para equilibrar los sistemas por
100 ns y a continuacién se realizaron las simulaciones de MTD. En estas tltimas se agregaron
gaussianas con una altura de 1,3 kJ/mol, con un factor de sesgo de 1500 kJ/mol, cada 100 pasos
de MD. Las simulaciones de MTD se llevaron a cabo por 6 a 8 us antes de extraer los perfiles

de energia libre.

Calculo de energia libre para distintas condiciones de carga superficial en la bicapa por

Umbrella Sampling

Todos los sistemas consistieron en una bicapa de 336 lipidos, donde se ajustd la propor-

cién de cada lipido para lograr los porcentajes de DOPG de interés, a saber, 0, 10, 30, 50 %.
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La bicapa se centro en el eje z de una caja de simulaciéon rectangular (10.9 x 10.9 x 22.5 nm),
solvatada con ~ 20000 moléculas de agua. Se colocé el péptido (Rg, Gg, G31, RoGg, RgG3;) en
solucién, con sus respectivos contraiones para mantener la electroneutralidad del sistema. Estas

simulaciones se realizaron con condiciones periddicas de contorno en x, y, z.

Para el estudio del efecto del grupo carboxilico en la adsorcién/inserciéon de Rg en
bicapas, se ensamblé una bicapa de DOPC y 4cido palmitico (PA, por sus siglas en inglés) que
reprodujera la misma densidad de carga que el sistema que contenia la bicapa de DOPC-DOPG
70:30. De esta manera, la bicapa DOPC-PA quedé compuesta por 252 moléculas de DOPC y 84
de 4cido palmitico. El tamaiio de la caja de simulacién se mantuvo constante. Finalmente se
adicionaron los contraiones correspondientes para lograr las condiciones de electroneutralidad

del sistema.

En general, se definié la CV como la distancia en el eje z entre el centro de masa (COM,
por sus siglas en inglés) del péptido y el COM de la bicapa lipidica (COMy;.). En el caso del
péptido RoG3; se defini6 la CV como la distancia COMj,.-COMg,, mientras que para Gz, la CV
fue la distancia COMy;.-extremo de G3; (posicion del primer aminoacido). Esta modificacién
permitié comparar procesos de traslocacion equivalentes entre los diversos péptidos. Con el
objetivo de generar las configuraciones iniciales para cada ventana, se realizé un pulling del
péptido a baja velocidad, en funcién de la CV definida. A continuacién, para lograr un muestreo
adecuado de la CV, en el bulk se colocaron potenciales armoénicos (ventanas) distanciadas 0,4
nm con una constante de 300 kJ/mol, mientras que desde la interfase solucidén/bicapa y hacia
el interior de la bicapa, se colocaron ventanas cada 0,1 nm con una constante de 5000 kJ/mol.
Cada ventana US fue equilibrada por 100 ns y la corrida de produccién duré otros 300 ns.
El pos-procesamiento fue realizado utilizando el método de andlisis de histogramas multiples

ponderados (WHAM). 116
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3.3. Técnicas de caracterizacion de monocapas de Langmuir

3.3.1. Medicion de la presion superficial

Los experimentos en MLs se realizaron en una balanza de Langmuir, dispositivo que
cuenta con un recipiente con superficie hidrofébica (generalmente de Teflon), donde se coloca
la subfase acuosa, asi como con dos barreras méviles (también hidrofébicas), que luego son
utilizadas para comprimir la monocapa de anfifilos. Tipicamente, la solucién de moléculas
anfipdticas se prepara con solventes orgdnicos, volatiles e inmiscibles en agua, de forma tal
que, luego de sembrar un determinado volumen de solucién en la interfase, el solvente se
evapore dejando la capa monomolecular de anfifilos. Respecto a esta dltima, se pueden obtener
parametros tales como la tensién superficial, el potencial superficial, la compresibilidad, entre
otros. Para medir la presion superficial se recurrié a una placa de platino acoplada a la balanza
de Langmuir, acorde al método de Wilhelmy. Se determind el valor de presion superficial 1,

segun la siguiente ecuacion:

II=pn-v (3.13)

donde 7y es la tension superficial del agua, y ¥ es la tensién superficial resultante de la presencia
de un surfactante que se adsorbe en la interfase. Este ultimo fenémeno de adsorcién genera
una disminucién en la tension superficial, por lo que I resulta un valor positivo que aumenta

paulatinamente a medida que se adsorbe mds material en la interfase.

Isotermas I'1-A de lipidos puros

El procedimiento estdndar utilizado para medir la presién superficial comenzé con una
limpieza cuidadosa de la cuba hidrofébica de la balanza de Langmuir (equipo KSV, Finlandia)
con alcohol etilico, con el fin de quitar cualquier impureza que hubiera en la misma. Posterior-
mente, se realizaron sucesivos lavados con agua deionizada filtrada mediante sistema Osmoion

(Apema, BA, Argentina), cuya resistividad final fue de ~18 M(Q) cm. Luego, se verti6 la subfase
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salina de NaCl 150mM, a la cual previamente se le habia ajustado el pH mediante la adicién
de NaOH o HCI. Para la subfase a pH 8, se utiliz6 ademds un buffer Tris 10mM para evitar la
acidificacién causada por la disolucién de CO; del aire. Antes de sembrar la monocapa lipidica
sobre la subfase, se controlé que la interfase no contuviera impurezas, para lo cual se midié
la tensién superficial de la subfase pura, que debia aproximarse a la del agua, esto es, y =72
mN/m (a 25°C). A continuacién, se procedié a sembrar la solucién cloroférmica de lipido
en la interfase, gota a gota, mediante el uso de una microjeringa Hamilton (Reno, NV, USA).
Luego de cada agregado de solucién lipidica, se permitié que el solvente orgdnico se evaporara.
Transcurrido este periodo, se comenz6 a comprimir la monocapa mediante el movimiento de las
barreras hidrofébicas. De esta manera, se obtuvieron registros de presion superficial IT (mN/m)
en funcion del drea molecular promedio (A2), habitualmente denominados isotermas I'I-A. Estos
registros medidos a temperatura constante (25°C) fueron adquiridos para cada lipido puro, asi
como para cada condicion de pH de la subfase (pH 3, 5 y 8). Se seleccionaron estos tres valores
de pH para poder evaluar la interaccion péptido-lipido en monocapas lipidicas con distintos

grados de ionizacién.

Curvas de penetracion de pArg en monocapas lipidicas

La monocapa, siendo la mitad de una membrana, es un sistema bidimensional muy bien
definido que permite estudiar interacciones intermoleculares entre lipidos, asi como también
entre lipidos y péptidos. Por consiguiente, se utilizaron monocapas lipidicas para obtener
informacién sobre la interaccién de lipidos con poliargininas (pArg), mds precisamente, sobre
la capacidad de éstas para insertarse en membranas lipidicas. Para ello, se realizaron curvas de
penetracion, las cuales implican un procedimiento similar al descripto en la seccién anterior para
las isotermas I'1-A, con algunas diferencias que se detallan a continuacién. En primer lugar, se
utilizé una cuba cuyo volumen total fue mucho menor (700 uL). En segundo lugar, a diferencia
de las isotermas, la presion superficial se logré por sembrado y no por compresién. Una vez
conformada la monocapa lipidica, a una dada presion superficial, se inyectd una alicuota de la
solucién peptidica en la subfase a través de un orificio en la pared de la cuba. En tercer lugar, el
drea de la cuba permaneci6 constante en todo momento (no hay barreras méviles), por lo que la
variable en este experimento fue la tensién superficial tras la inyeccién del péptido en la subfase.

Eventualmente, lo que se registré fue la variacién temporal de la presién superficial, IT= f(z).
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De esta funcién, se evaluaron los valores de presion superficial al inicio del experimento (IT=f
(to) =11p) y al final (IT = £ (ty) = I1;). Se considerd t = t; cuando la variable IT hubo alcanzado
una asintota horizontal, es decir, se mantuvo constante en un valor. Finalmente, se calcul6 el
valor AIl = I - Iy, que se interpreta como el aumento producido en la presion superficial
debido a la incorporacién de las moléculas de péptido. En la Figura 3.5 se muestra una curva de

penetracion representativa. Todos los experimentos se realizaron a 25°C.

0 10 20 30 40 50 60
tiempo(min)

Figura 3.5 Curva de penetracion de KR§W3C en una monocapa de dcido perfluorotetradecanoico (PFTD) sobre una subfase
acuosa de NaCl 150 mM a pHS, con 1y = 30 mN/m. Las lineas punteadas de color verde delimitan los valores de presion
superficial inicial y final (puntos color naranja), y la flecha roja marca la diferencia entre estos valores, es decir, ATl

3.3.2. Medicion del potencial superficial, A®, de monocapas

En una subfase acuosa, las moléculas de agua tienden a orientar sus dipolos en una
direccion preferencial, lo cual produce un campo eléctrico neto con componente perpendicular a
la interfase. Si luego se dispersan moléculas de surfactante en esa misma interfase, la orientacion
espacial de esos dipolos, sumado al momento dipolar de los anfifilos, generan alteraciones en
el campo eléctrico resultante. De esta manera, la diferencia entre los potenciales en ausencia y
presencia de la monocapa de anfifilos, AP, se define como potencial superficial o potencial de

Volta.

La medicidn del potencial se realiz6 mediante dos métodos distintos, segin lo requiriese
el experimento realizado. El primero de ellos se conoce como método de la placa vibrante, 28
que consiste en un electrodo metdlico en forma de placa (andlogo a la placa de un condensador),
que es sumergido en la subfase acuosa. El segundo electrodo se mantiene en el aire, muy

préoximo a la superficie de la subfase acuosa (~5 mm) que, de esta manera, constituye la otra
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placa de un condensador. A continuacidn, el electrodo que estd en el aire comienza a vibrar
rdpidamente y se detecta la sefial alternante a través de la subfase acuosa (resistencia), mediante
un amplificador de alta ganancia. Este método se utilizé para medir el potencial superficial en los
experimentos de compresion de monocapas. Tipicamente, en primer lugar se midi6 el potencial
superficial de una interfase limpia (asumido como potencial de referencia); luego se sembro la
monocapa lipidica en estado gaseoso (es decir, a valores altos de drea molecular promedio, con
interacciones intermoleculares practicamente nulas), y finalmente se procedi6é a comprimir la
monocapa mediante las barreras hidrofébicas de la balanza, a una velocidad de 5 mm/min. Por
consiguiente, a mayor compresion de la interfase lipidica, mayor orientacién de los momentos
dipolares de sus moléculas y contribuciones mas significativas al campo eléctrico de la interfase.
De esta manera se obtuvo la variacion temporal del potencial superficial, en funcién del area
molecular ocupada por los lipidos en la interfase. Todos los experimentos fueron realizados en

una cuba cuyo volumen fue 200 mL y a una temperatura de 25 ° C.

En el caso de los experimentos de penetracién de péptidos en monocapas lipidicas se
utiliz6 el método del electrodo ionizante. El mismo consiste en colocar un electrodo de referencia
Ag/AgCl/Cl~ sumergido en la subfase, mientras que el electrodo iozante de **' Am (Americio)
se colocé muy préximo a la interfase (~5 mm). Este dltimo produjo la ionizacién del aire
proximo a la interfase, resultando en un medio lo suficientemente conductor para lograr medir
A® mediante un voltimetro de alta impedancia. El volumen de la cuba en estos experimentos

fue de 700 uL, y la temperatura de trabajo de 25°C.

3.3.3. Microscopia de angulo de Brewster (BAM)

La técnica BAM permite obtener informacién en tiempo real sobre la organizacion de
las moléculas que forman una capa monomolecular en una interfase fluida. Entre algunas de
sus aplicaciones se encuentran el estudio de transiciones de fase, la caracterizarizacién de la
microestructura de un dominio, el estudio de la separacion de fases en monocapas mixtas, el
seguimiento de cambios debidos a la formacién de un complejo y la observacion del colapso o la
formacion de miiltiples capas. La técnica también es sensible a la presencia de anisotropia Optica
en monocapas debido a variaciones en la orientacién molecular. Para lograr la visualizacién de la

interfase, se hace incidir un haz de luz polarizada en el plano paralelo sobre la interfase agua/aire.




Capitulo 3 40

Es fundamental que el d4ngulo de incidencia (respecto a la normal a la interfase), sea el llamado
dngulo de Brewster, que para la interfase agua/aire es de ~53 °. La particularidad del dngulo de
Brewster es que al incidir sobre la interfase, la reflexién es minima (Figura 3.6.a). Luego, si se
dispersa un monocapa de anfifilos en la interfase, cambia el indice de refraccion asi como el
espesor de la misma, por lo que parte del haz incidente se reflejard hacia una cdmara apostada
en forma opuesta al polarizador, pasando a través de un lente objetivo. La intensidad en cada
punto de la imagen depende del espesor local de la monocapa y de sus propiedades opticas. En
general, las zonas de la interfase con mayor ordenamiento molecular y mayor espesor resultan

mas brillantes.

Los experimentos de microscopia de dngulo de Brewster se llevaron adelante utilizando
un Elipsémetro EP3 (Accurion) con un objetivo 20X (Nikon, NA 0.35). Este equipo forma parte
del Centro de micro y nanoscopia de Cérdoba (CEMINCO), el cual estd adherido al Sistema
Nacional de Microscopia (SNM). En los experimentos de adsorcion, se hizo incidir el haz de luz
polarizada sobre una monocapa lipidica a una presion inicial, tras lo cual se procedi6 a inyectar
el péptido en la subfase. De esta manera, se registraron los cambios morfoldgicos producidos
por la interaccién del péptido con la interfase lipidica, en funcién de la variacion temporal del
nivel de gris respecto al inicial (es decir, a I1p). Para las isotermas de compresion, el elipsémetro
se utiliz6 acoplado a una balanza de Langmuir, de forma tal que se pudieran monitorear los
cambios morfolégicos de la interfase asociados a los distintos grados de compactacion de la
monocapa (Figura 3.6.b). Nuevamente, se registrd el cambio temporal en el nivel de gris, asi

como la presién superficial y el drea molecular promedio.

a Polarizador b

Laser
g 530 6= 530 He-te «— Camara CCD
Sin reflexion i Reflexion H 4
5 - . B «——— Analizador
- . \" . \ P i~ rd

‘9!

-~
-]

I I
I Placa de Wilhelmy Barrera movil

Balanza de Langmuir (teflon)

Figura 3.6 (a) Esquema de la configuracion experimental del microscopio de dngulo de Brewster. (b) Esquema del principio de
la microscopia de dngulo de Brewster. Adaptado de'?°.
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Para obtener la reflectividad relativa de las interfases, se tomaron imagenes durante todo
el proceso de compresion de la monocapa. Posteriormente, éstas fueron procesadas mediante el
software de libre distribucion Image J, para obtener el nivel de gris de cada imagen durante los
distintos estados de compactacion. En cada experimento se tomé el nivel de gris inicial (a Iy, o
antes de inyectar el péptido) como el valor de referencia; de esta manera la reflectividad relativa

se calculé mediante la siguiente ecuacion:

NG, —NG,,
NG,

reflectividad relativa =
donde NG, es el nivel de gris al inicio del experimento y NGy, es el nivel de gris en un

instante posterior.

3.4. Técnicas experimentales usadas en el estudio de bicapas lipi-

dicas

3.4.1. Vesiculas unilamelares grandes (LUVs)

Protocolo de formacion de LUVs

El protocolo general se basa en la sintesis de vesiculas multilamelares (MLVs) que
luego son sometidas a ciclos repetitivos de extrusion a través de un filtro con tamafio de poro
acorde al tamafio final deseado en la LUV. En primer lugar se realiz6 la mezcla de cada lipido
en la proporcién adecuada en un vial y a continuacion se evaporé cuidadosamente el solvente
utilizando una corriente de nitrégeno. Luego se colocé el vial en una cdmara de vacio durante 2
h para extraer cualquier traza de solvente. Posteriormente se hidraté la pelicula lipidica con una
solucién de NaCl 150 mM vy la suspension fue sometida a 5 ciclos de calor/frio: 1 minuto en
un bafio a 60°C, 1 minuto de mezclado con vortex, y 1 minuto en un bafio con hielo. De esta
manera se formaron las vesiculas multilamelares (MLVs), tras lo cual se procedi6 a realizar
ciclos de extrusion: la suspensiéon de MLVs se recogio en una jeringa y se extruyé lentamente

a través de un filtro con tamafio de poro de 100 nm. Una segunda jeringa comunicada con la
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primera recibe la muestra extruida, completando un ciclo de extrusion. En total se realizaron 20

ciclos de extrusion. Todos los ciclos se realizaron a 60°C.

Para determinar el tamaiio de las LUVs asi obtenidas se utilizé la técnica de dispersion

dinamica de la luz.

Dispersion dinamica de luz: analisis del tamafio promedio de la poblaciéon de LUVs

Se sabe que las particulas suspendidas en un medio liquido nunca estdn en estado
estacionario, sino que se encuentran en constante movimiento Browniano producido por el
choque aleatorio de las particulas con moléculas de liquido. Al ser iluminadas con un laser, las
particulas de tamafio nanométrico dispersan la luz incidente en forma proporcional a la sexta
potencia de sus radios, 1*° y esa dispersién puede ser isotrépica (de Rayleigh) o anisotrépica
(de Mie), acorde a la relacién que guarden el radio de la particula y la longitud de onda de la
luz incidente. Luego, el método de dispersién dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés)
mide la intensidad de luz dispersada por las particulas méviles que, por lo demds, generardn
interferencias constructivas y destructivas que producen variaciones temporales en la sefial

obtenida.

A partir de una funcién de autocorrelacién obtenida por ajuste de los datos obtenidos
por DLS, se puede obtener el radio hidrodindmico de la particula dado por la ecuacién de

Stokes-Einstein:

kpT

(3.14)

donde D es la constante de difusion, 1 es la viscosidad absoluta del solvente, y %y es el radio
hidrodindmico de la particula. Como se puede observar en la ecuacion, los resultados del DLS
dependen de ciertas variables que incluyen a la viscosidad del solvente,'*! la temperatura, '*2
entre otros. Dicha ecuacién ademds demuestra la relacion inversa establecida entre la velocidad
de traslacion de una particula y su tamafio. Asi, particulas mas grandes se mueven mas lentamente

que aquellas mds pequefias. Luego si durante un corto periodo de tiempo se mide la intensidad de

luz dispersada, se podria inferir su tamafo segun el grado de semejanza de las sefiales obtenidas
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al principio y al final de dicho periodo: la variacién en la sefial deberfa ser muy baja para el
caso de particulas mds grandes y por ende mds lentas. Se cumple lo opuesto para particulas mas

pequeiias.

Un equipo DLS contiene un correlador digital cuyo fin es inferir el coeficiente de difusién
traslacional (como medida de la velocidad del movimiento browniano), a partir del grado de
semejanza entre dos sefiales de intensidad de luz, en un breve periodo de tiempo. Es decir, el
equipo mide las fluctuaciones temporales de la luz dispersada, a partir de lo cual se determina el
coeficiente de difusidn traslacional (D) y éste se relaciona con el tamaiio de la particula por la
ecuacion de Stokes-Einstein. A menos que la muestra sea monodispersa (poblacién de particulas
con tamafios similares) la caracterizacién por DLS consistird en una distribucion estadistica de

particulas de diferentes tamafios.

El andlisis de las LUVs mediante DLS se realizé netamente para corroborar la existencia

de las vesiculas sintetizadas en cada caso.

Movilidad electroforética: analisis del potencial {

Una particula cargada en suspension posee una primera capa de contraiones (capa de
Stern), y contigua a ésta una segunda capa difusa de contraiones que son atraidos electros-
tdticamente a la primera. Si sobre la particula cargada actia un campo eléctrico, la misma
se desplazard acompafiada de los iones que se encuentran dentro de su radio hidrodinamico,
definido por el plano de deslizamiento. Este radio incluye los iones de la primera capa de iones
y parte de los de la capa difusa. De esta manera, se define el potencial zeta como el potencial

existente en el plano de deslizamiento.

Para la determinacién del potencial zeta, el equipo que se utiliza mide la movilidad
electroforética y luego se aplica la ecuacién de Henry para calcular el potencial zeta a partir de

dicha medida:

_ 2elf(Ka)

3n (3.15)
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donde % es la movilidad electroforética, € es la constaste dieléctrica, N es la viscosidad del
solvente, { es el potencial zeta, y f(Ka) es la funcién de Henry; Ka mide la relacién del radio de
la particula y el grosor de la doble capa eléctrica. Para las condiciones experimentales utilizadas

en esta tesis, f(Ka) es 1(aproximacion de Hiickel).

Dado que tanto la pArg como las vesiculas utilizadas presentaban carga formal, el
andlisis del potencial { es una forma de caracterizar la afinidad de la pArg por las bicapas
lipidicas. El potencial { de las vesiculas estudiadas en esta tesis fue determinado en un equipo
ZetaSizer Malvern Ltd, en el cual se inyectaron 100 puL de solucién de LUVs en contacto con
KRoC en concentraciones finales de 1; 2,5; 5y 7,5 uM. Cabe destacar que en este caso las

LUVs fueron sintetizadas en una solucioén de NaCl 1 mM.

Para definir la relacioén péptido/lipido (P/L), es necesario conocer la cantidad de lipido
que finalmente se encuentra en la solucién de LUVs, el cual suele ser menor al que se secd y
rehidraté inicialmente para formar las MLVs. Para ello, se realizé una determinacién colorimé-
trica de Bartlett, que implicé la mineralizacién del fésforo contenido en los fosfolipidos de las
vesiculas y la posterior formacién de un complejo coloreado. Para ello cada muestra obtenida
de las medidas de potencial { (vesiculas més péptidos) fue sometida a hidrélisis con acido
perclérico al 70 % (Sigma), por 1h, a 180°C. Luego se agregd molibdato de amonio (Sigma), el

cual en presencia de fosfato formé el complejo fosfomolibdico de color azul.

Paralelamente, se procesé una muestra blanco y 5 muestras con concentraciones cre-
cientes del estdndar de fosfato, con el fin de obtener la curva de calibracidn y, a partir de ésta,
calcular la concentracién de fosfato en las muestras de LUVs mediante espectrofotometria

UV-Visible.

3.4.2. Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

Protocolo de electroformacion de GUVs

Este método se basa en el uso de un par de vidrios conductores (ver Figura 3.7), comtin-

mente llamados ITOs (indium tin oxide), que ofrecen una superficie hidrofilica sobre la cual
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se formaran bicapas lipidicas que, luego de hidratarse y en presencia de un campo eléctrico,
se irdn plegando para formar las vesiculas unilamelares gigantes. !3*!13* En primer lugar, se
realiz6 la mezcla de cada lipido en la proporcién adecuada en un vial, adicionando un 1 mol %
de sonda fluorescente (L-alfa-fosfatidiletanolamina-N-(lisamina rodamina B sulfonil) (Sal de
amonio) (Transfosforilada de huevo de gallina); PE-Rho). Luego se procedié a termostatizar
ambos vidrios a 40°C sobre una plancha y se esparcieron 10 uL de la mezcla de lipidos (0,5
mg/mL) desde el centro y en forma circular hasta cubrir un drea cuyo diametro se aproximo a
2 cm. A continuacién los I'TOs fueron sometidos a vacio por 2 h para extraer cualquier resto
de solvente. Posteriormente se sellan ambos vidrios de manera tal que las superficies con las
peliculas lipidicas quedaran hacia el interior. Se procedié a hidratar estas peliculas mediante
el agregado de solucién de sacarosa 300 mM, NaCl 150 mM (previamente calentada a 60°C y
filtrada ). Inmediatamente después del agregado de la solucién de sacarosa, se conect6 el par de
ITOs a un generador de ondas (onda sinusoidal, 10 Hz, 2,6 V) y se llevé a una estufa a 37°C,
por una hora. Transcurrido este lapso, se obtuvo una dispersion de GUVs que, acorde a estudios

preliminares, son estables por un periodo de 48 h guardadas a 4°C.

Figura 3.7 llustracion del dispositivo utilizado para generar las GUVs mediante electroformacion. El mismo consta de dos vidrios
conductores entre los cuales se coloca un anillo separador, que define un volumen que contendrd la suspension de GUVs. Las
[franjas de color naranja son cintas de cobre a través de las cuales se conecta el generador de ondas.

Protocolo de observacion de GUVs

Se utiliz6 una cdmara de medios de poliestireno extraible unida a un portaobjetos de
microscopio de vidrio (LabTek). En primer lugar, se cubri6 la base de vidrio de cada cdmara con
B-caseina 10 % p/v, para evitar que las vesiculas entraran en contacto con la superficie hidrofilica
del vidrio y se rompieran. Tras haber dejado reposar la caseina a 4°C, por 30 min, se extrajo
cualquier exceso de dicha proteina, y se depositaron 200 uL de glucosa 300 mM (NaCl 150
mM). Esta tdltima solucion fue preparada para que resultara isoténica respecto a la suspension de

GUVs. Previo a su observacién en un microscopio confocal de fluorescencia (Confocal Olympus
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FV1000, con objetivo 60X de inmersion en aceite, perteneciente al CEMINCO (SNM)), se
inyectaron 20 uL de la suspensién de GUVs en la camara. El hecho de utilizar glucosa en el
medio externo y sacarosa en el medio interno de las vesiculas permitid, por un lado, que las
mismas pudieran ser observadas por contraste de fase, ya que cada solucion tiene indices de
refraccion distintos; por otro lado, que las vesiculas decanten al fondo de la cimara dada la
diferencia de densidades entre dichas soluciones. En promedio, se registraron imigenes de 15
vesiculas por cada condicién de concentracién de KRoC (0; 1; 2,5; 5y 10 uM), a razén de 100

capturas en 2 minutos.

Protocolo de analisis de forma de GUVs

Con el objetivo de estudiar la influencia de KRyC sobre las propiedades mecanicas de las
vesiculas, se realizé el andlisis de la fluctuacién de forma de GUVs de distinta composicion. El
pardmetro seleccionado para definir la forma de las vesiculas fue la relacién de aspecto (AR): un
valor de AR =1 indica un circulo perfecto, mientras que AR >1 representa elipsoides elongados

preferencialmente en uno de los ejes (ver Figura 3.8 y Ecuacién 3.16).

Figura 3.8 Micrografia de fluorescencia de una GUV con (a) AR cercana a 1, mientras que en (b) se observa que la vesicula se
encuentra perturbada dando como resultado un eje mayor y otro menor.

En la Figura 3.8 se ilustra graficamente el significado de la relacién de aspecto y cémo
la perturbacién de la GUVs se puede registrar mediante este pardmetro. A continuacion, se

describe la relacién matematica que define AR:

L, je mayor

AR = (3.16)

Leje menor

donde L es la longitud del eje correspondiente.
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Por cada condicién evalauda de concentracion de péptido, se observaron 15 vesiculas a
partir de las cuales se obtuvieron 100 imdgenes secuenciales mediante microscopia confocal
de fluorescencia. De esta manera, se realizé un monitoreo de las fluctuaciones térmicas de la
membrana alrededor de su posicién de equilibrio para cada vesicula. Mediante el software
de libre distribucién Image J, se determinaron los valores de AR para cada micrografia de
fluorescencia y, tras promediar los 100 valores de AR por vesicula, se obtuvieron 15 valores

promedio de AR con su respectiva desviacion estandar (SD4g), por condicién.

El andlisis de fluctuaciones se realizé teniendo en cuenta el valor SDag de cada vesicula,
el cual denota cémo fluctué la forma (AR) de la vesicula alrededor de su valor promedio. Se
selecciono el valor del percentil 95 (valor por debajo del cual se encuentran el 95 % de los
datos) 3> de la condicién control como el limite superior (LS), respecto del cual la poblacién de
GUVs quedé separada en dos subgrupos: vesiculas "fluctuantes” y “no fluctuantes". Las GUVs
con SD4g superiores al LS fueron consideradas "GUVs fluctuantes”, y el resto como "GUVs no
fluctuantes". De esta manera, se realizé un andlisis comparativo del efecto de la concentracién
de KRoC sobre las propiedades mecdnicas de las GUVs en funcién del porcentaje de GUVs
fluctuantes para cada composicion estudiada. Por dltimo cabe destacar que los valores P95

fueron determinados mediante el software de libre distribucién Infostat.
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Efecto del potencial transmembrana

en la insercion de las poliargininas

Resumen

En este capitulo se analizan las variaciones en la energia libre del proceso de insercién
de las poliargininas, asociadas a dos factores. Uno inherente a la naturaleza del péptido, esto es,
la anfipaticidad de la molécula de poliarginina. El otro factor es externo, resultado de someter el
sistema a un potencial electrostético a través de una bicapa lipidica neutra. Para este estudio se
realizaron simulaciones computacionales de Dindmica Molecular con un campo de fuerzas de

grano grueso (Martini).

En primer lugar, se presentan los resultados obtenidos para cada sistema compuesto
por una poliarginina (Rg 6 RgW3 ), sus contraiones y la bicapa lipidica neutra, sometidos a
valores de potencial electrostético crecientes, sin llegar a la electroporacién de la membrana.
Este primer andlisis se refiere netamente al efecto del potencial electrostatico sobre la energética
de insercion de las poliargininas. En segundo lugar se comparan los valores de energia libre para
cada potencial electrostético aplicado en funcidén de la anfipaticidad de la molécula de péptido:

Rog que es hidrofilico versus RsW3 que es anfipatico.
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4.1. Introduccion

Todas las células eucariotas mantienen un potencial transmembrana distinto de cero a
través de sus membranas plasméticas. La diferencia de potencial en estado de reposo, desde el
exterior hacia el interior de la célula suele encontrarse en el rango de -10 a -100 mV. 136 Su
magnitud estd determinada por la permeabilidad de la membrana a especies idnicas especificas
a través de canales i6nicos, por las distribuciones idnicas intra y extracelulares, asi como por el
transporte iénico activo a través de la membrana. '3

Experimentos realizados in vitro han demostrado que la pérdida de este potencial propio
de las células reduce hasta en un 90 % el ingreso de las pArg al interior celular.%? Este resultado
pudo ser luego revertido al hiperpolarizar las células mediante el uso de valinomicina, un
antibidtico que selectivamente permite el ingreso de iones potasio hacia el medio intracelular. Asi,
tanto estos experimentos realizados en células como aquellos hechos con vesiculas artificiales, >’
apoyan la idea de que el potencial transmembrana favorece la internalizacién de las pArg. Dicha
propuesta se basa en argumentos sélidos pero de naturaleza cualitativa, ya que hasta el momento
no hay registros en literatura en los que se cuantifique el efecto de la diferencia de potencial
electrostético a través de la membrana en la energética del proceso de traslocacion de los CPPs.
En este sentido, las simulaciones moleculares constituyen una herramienta ideal para abordar
tales problemas, dado que proporcionan acceso directo a las propiedades termodindmicas y a la

distribucién promedio de carga y campo eléctrico a través del sistema.

4.2. Simulaciones computacionales con potencial transmembrana:

eleccion de la configuracion del sistema

El potencial a través de una membrana lipidica (potencial de Volta) puede ser moni-

137.138 5 sondas fluorescentes sensibles

toreado experimentalmente usando microelectrodos
al voltaje. '3°~1%* La informacién sobre el potencial transmembrana obtenido del experimento
tiene una resoluciéon microscopica limitada. Por el contrario, las simulaciones computacionales
como la dindmica molecular, proporcionan una imagen atomistica del sistema. Hasta la fecha,

existen dos métodos para modelar el potencial transmembrana en simulaciones moleculares:
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117,145-148 149,150

el método del campo eléctrico constante y el método del desbalance i6nico

Ambos métodos han sido utilizados con éxito para inducir un voltaje transmembrana o para
estudiar el fenémeno de la electroporacién. 147-131-154

En el método del campo eléctrico el potencial de transmembrana esté representado por
un campo eléctrico externo aplicado en la direccién normal a la membrana. De esta manera,
tal campo actda en cada dtomo del sistema en forma proporcional a su carga parcial y a la
intensidad de campo. Esta fuente de voltaje externa representa un modelo simplificado del
mecanismo biolégico responsable de la existencia de la potencial transmembrana en membranas
celulares, esto es, bombas y canales de iones. En sistemas periddicos, cominmente utilizados
en las simulaciones moleculares, el campo eléctrico es homogéneo a lo largo de la caja de
simulacién. 43 La contribucién del campo externo a la diferencia de potencial A® a través de
la membrana es entonces la intensidad de campo E; multiplicada por el largo de la caja de

simulacién L, paralela a la normal a la membrana, A® = E,.L.

En el método del desbalance i6nico, utilizado en esta tesis, se introduce la caida de
potencial mediante una diferencia de carga neta entre dos reservorios separados entre si. 149159 La
caida de potencial a través de la membrana luego depende, por un lado, de la cantidad de carga en
exceso (en este caso, contraiones de las especies cargadas: pArg y lipidos anidnicos) formando
el desequilibrio y, por otro lado, de la capacitancia de la membrana. Esta configuracién pretende
imitar la condicion de estado estacionario en membranas bioldgicas con una distribucién idénica

metaestable, sin representar explicitamente la maquinaria bioldgica que mantiene la diferencia

de potencial.

En los sistemas simulados en esta tesis el sistema quedd definido por una tinica bicapa en
contacto con dos reservorios de solucidn electrolitica aislados, tal como se muestra en la Figura
4.1. Esto fue posible debido a la presencia de dos paredes blandas dispuestas en los extremos z
=0y z=L;. Estas paredes no son mds que potenciales de repulsion de corto alcance ubicados
en cada extremo z de la caja, lo cual restringi6é el movimiento periddico de las moléculas a las
direcciones x e y. A continuacion, se generaron diferentes potenciales transmembrana mediante
un gradiente electroquimico a través de la bicapa, como producto del traslado de 0, 2,4 y 8

cationes sodio del compartimento inferior al superior.
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Figura 4.1 (izquierda) Esquema del sistema simulado con el campo de fuerzas de grano grueso Martini. La bicapa de DOPC
(cabezas polares en rosado, colas lipidicas en verde), se localiza en el centro de la caja de simulacion, dividiendo el sistema
en dos compartimientos. El superior contiene agua, una vinica molécula de CPP y sus contraiones. El compartimiento inferior
contiene una solucion de NaCl ~ 180mM. Los potenciales electrostdticos transmembrana, AD, se generaron mediante la impo-
sicion de un desbalance ionico entre los dos compartimentos (flecha vertical). Todo el sistema se encuentra confinado entre dos
paredes impenetrables perpendiculares al eje z. (derecha) Representacion segiin Martini de las especies ionicas usadas en las
simulaciones: Ry en amarillo, R§W3 en amarillo y violeta, cloruro en verde y sodio en naranja.

4.3. El potencial transmembrana promueve la insercion de las po-

liargininas en la bicapa

Los perfiles de potencial electrostético, ®(z), se obtuvieron a partir de la densidad de

carga perpendicular al plano de la bicapa g(z), integrando la ecuacién de Poisson: 1%

1 < / Zl /! 1!
0(z) = _%/0 dz/o q(z")d7", 4.1)

donde & es la permitividad del vacio, y las integrales se realizan desde la pared inferior (0),
donde el potencial estd referenciado a cero. La Figura 4.2.a muestra el resultado ®(z) para los
sistemas Rg y RgW3, calculados a partir de trayectorias de MD de 250 ns. AP se calcul6 a partir

de las asintotas como se indica en dicha figura. Se estudiaron desbalances de 2 a 8 iones sodio y,
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tal como se esperaba, cuanto mayor es el desbalance i6nico a través de la membrana, mayor
A (ver Figura 4.2.b). Cabe destacar que en ninguno de estos casos, el potencial electrostatico
resultante fue lo suficientemente grande como para electroporar espontdneamente la bicapa.

Tal comportamiento es consistente con un estudio reciente ''°

que muestra que los potenciales
electrostaticos como los que se muestran en la Figura 4.2, se encuentran dentro del régimen

lineal, por debajo del umbral de electroporacion de las membranas de PC.
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Figura 4.2 (a) Perfiles de potencial electrostdtico a través de la caja de simulacion, ®(z), para desbalances de 0, 2, 4 y 8 iones de
sodio impuestos entre el compartimiento inferior y el superior de la Figura 4.1. El panel superior muestra ®(z) para el sistema
Ry, y el inferior para RgWs Las zonas grises resaltan la ubicacion de la bicapa de DOPC. El potencial transmembrana, AD, se
define como la diferencia entre el valor plateau a ambos lados de la bicapa, tal como se indica mediante la flecha vertical. (b)
Diferencia de potencial electrostdtico (AD) para 0, 2, 4 u 8 iones sodio trasladados entre soluciones electroliticas en contacto
con la bicapa de DOPC. Las columnas azules y rojas representan los sistemas con Ry y RgW3, respectivamente. Estos valores
AD fueron obtenidos al realizar la integral doble de la ecuacion de Poisson para la densidad de carga en el sistema.

Experimentalmente, la electroporacion de células en suspension se observa al aplicar
potenciales transmembrana en el rango de 0,2-1,5 V, con pulsos en el orden de los microsegundos
a casi un segundo.3® Sin embargo, se sabe que el umbral de poracién depende fuertemente de
la composicién de la bicapa, tamaiio de la célula (drea de la membrana), asi como del método
aplicado para generar el potencial transmembrana. Asimismo, en simulaciones moleculares se

ha comprobado que este umbral se encuentra estrechamente relacionado al campo de fuerzas
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utilizado. 13> Por ello, tanto los pardmetros fijados por el campo de fuerzas, como la fluidez de
membrana y la difusién de los lipidos que la componen, determinan el comportamiento que

tendré la bicapa ante la electroporacion.

Habiendo definido las condiciones de A® para cada uno de los dos sistemas (Rg y
RgW3), se procedi6 a analizar cudl es el efecto de esta variable sobre los costos energéticos de
adsorcidn/insercion de cada pArg en la membrana de DOPC. Con este objetivo, se calcularon
los perfiles de energia libre mediante Metadindmica (ver descripcién del método en Capitulo 3,

seccion 2), y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3.

En primer lugar, se puede observar que en ausencia de desbalance i6nico y por tanto
de diferencia de potencial de transmembrana (curvas negras), el perfil de energia libre muestra
que tanto Rg como RgW3 deben superar una gran barrera de energia para llegar al centro de la
membrana, penalizacién que surge de una combinacién de procesos termodindmicamente desfa-

vorables: i) la formacién de un defecto de membrana, 8 ii) la deshidratacién del péptido, 3%-8!

y
iii) la pérdida de la atmdsfera idnica del péptido con la redistribucién concomitante de la carga

eléctrica.

Para la bicapa considerada (DOPC), el costo de energia libre de insercién (es decir, AG
(z = 0) es significativamente mayor para Rg (AGj,s ~ 350 kJ/mol) que para R§W3 (AGj;,s ~ 230
kJ/mol). Como se discutird mas adelante, esto se puede atribuir al caracter anfipatico de RgWs,
que también es responsable de la aparicién de un pequefio minimo en su perfil cuando z ~2,5
nm (AGqs ~ -20 kJ / mol). Por el contrario, Rg no muestra tendencia espontdnea a adsorberse a
la interfase lipido/agua, lo cual es consistente con la observacion experimental de que los CPP

ricos en arginina se unen débilmente a membranas neutras. %1%
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Figura 4.3 Perfiles de energia, AG(z), para la insercion de una molécula de Ry (arriba) o de RgWs (abajo), en una bicapa
de DOPC. Cada curva se corresponde con un desbalance ionico de 0, 2, 4 y 8 iones de sodio entre las soluciones que rodean
a la membrana. Las lineas verticales color cian y naranja muestran la ubicacion del centro y de la superficie de la bicapa,
respectivamente. En color gris, se demarca la zona de los perfiles que corresponden al interior de la bicapa. Los perfiles se
referencian a cero en el centro de la solucion que inicialmente contiene al CPP.

Se puede afirmar que el aumento del potencial transmembrana tiene un efecto dramético

en los perfiles de energia libre de insercion de ambos péptidos. Mayores A® facilitan la

penetracion de la bicapa e incluso llegan a producir un proceso sin barrera tras superar un umbral

de voltaje. Los valores especificos de AGj,,; para cada péptido bajo su respectiva condicién de

desbalance i6nico se recopilan en la Tabla 4.1. Las tendencias en AG;,;; son cualitativamente

similares para Rg y RgW3, con la salvedad de que el dltimo muestra energias de insercién

sistemdticamente menores. La relevancia de estos resultados yace en que, hasta donde sabemos,

no hay cdlculos publicados de perfiles de insercién en presencia de potencial transmembrana.
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Desbalance iénico AGips AG g

(iones Na* / [Na™ ]) (kJ/mol) (kJ/mol)

Rg  RgW3 Rg RgW;

0 (0 mM) 348 232 39 -21
2 (2,1 mM) 261 174 -22 -9
4 (4,3 mM) 152 90 9 14
8 (8,7 mM) -175 -219 6 23

Tabla 4.1 Energias de adsorcion e insercion (kJ/mol) calculadas para Ry (columnas grises) y RgW3 (columnas blancas).

Otro aspecto importante del proceso de traslocacion del CPP es el mecanismo por el
cual estas moléculas atraviesan el nicleo hidrofébico de la membrana. Como ya se menciond
anteriormente, se proponen cuatro modelos principales para el pasaje de estos péptidos: poro
hidrofilico, poro hidrofébico (modelo de barril), modelo de alfombra, y la formacién de un
complejo péptido-lipido en el modelo de traslocacién adaptativa®® (ver Figura 1.8). Al respecto,
en las simulaciones realizadas, ambos péptidos forman poros hidrofilicos de geometria toroidal
al llegar al centro de la bicapa, como se ilustra en la Figura 4.4, y también ha sido informado en la
literatura para transporte de CPPs en ausencia de potencial transmembrana. **!>7 Cabe destacar
que, debido al campo de fuerzas de grano grueso, no pueden descartarse otros mecanismos
de traslocacién tales como la traslocacion adaptativa (no se podria evidenciar la formacién de

complejos).
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Figura 4.4 Configuracion instantdnea que muestra Ry en el centro de la bicapa. Notese que el CPP induce la formacion de un
poro hidrofilico con geometria toroidal. El borde del poro, definido por las cabezas polares de DOPC (esferas rojas), se une
firmemente al péptido dejando sus contraiones afuera del poro. Las esferas en verde y naranja representan a los iones CI~ y Na™,
respectivamente. Para mayor claridad, las colas hidrocarbonadas de los lipidos no fueron incluidas en la figura.

Es preciso sefialar que si bien la geometria del defecto de membrana generado por estos
péptidos es bastante similar, la configuracién adoptada por RgW3 dentro del poro favorece la
insercion de la porcién hidrofébica de los triptéfanos en el nicleo de la bicapa (ver Figura
4.5.b). Tal efecto estabiliza el poro y disminuye la energia de insercién. También se adopta
una disposicién similar cuando el péptido yace paralelo a la superficie de la membrana, y es
responsable de la energia de adsorcién ligeramente negativa de RgW3 frente a DOPC (ver Figura
4.5.a). Estas observaciones estan en linea con varios estudios experimentales que demuestran
que la presencia de residuos de triptéfano en CPPs mejora su eficiencia de penetracién en

membranas. 33-158-160
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Figura 4.5 Configuracion instantdnea mostrando a RgWs (a) dentro del poro hidrofilico, y (b) en la interfase. Notese que en (b)
cuando el péptido entra en contacto con la membrana, inserta sus residuos de triptdfano (violeta) en el niicleo hidrofébico de la
membrana.

Por tdltimo, es importante resaltar que el péptido se mantiene unido al borde del poro,
formado por las cabezas hidrofilicas de DOPC, dejando la mayor parte de sus contraiones
en solucién. En otras palabras, los poros no son eléctricamente neutros incluso con el mayor

desbalance i6nico aplicado.

4.4. Correlacion entre el potencial transmembrana y la posicion

del péptido

En paralelo con el cdlculo de curvas de energia libre, se evalué cémo la posicién del
CPP a lo largo de la coordenada de reaccion afecté a AD. Esto se logré seleccionando dos
muestras de configuraciones de las simulaciones metadindmicas, cada una de varios us. En la
primera muestra, el péptido siempre se mantuvo lejos de la superficie de la membrana, por lo
que la posicién z de su centro de masa satisface la condicién z.,, > 2,5 nm, sin poro en la bicapa.
En la segunda muestra, el péptido estaba siempre cerca del centro de la bicapa (|z.,| < 2 nm),
habiendo nucleado y ocupado un poro hidrofilico. La ecuacién 4.1 se usé para calcular ®(z)
de cada muestra, y el correspondiente AP se obtuvo a partir de la diferencia entre los valores

asintéticos de ®(z) cerca las paredes (Figura 4.2).
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Figura 4.6 Diferencia de potencial electrostdtico a través de la membrana A, cuando el CPP se encuentra en la solucion (panel
superior), o dentro de la bicapa (panel inferior). Las barras azules corresponden a Ry, las barras rojas a RgW3. Las etiquetas en
las columnas indican el niimero de iones Na™ que generan el desbalance iénico a través de la membrana.

Como se puede ver en la figura 4.6, AD (potencial transmembrana) cambia a medida que
el péptido se mueve hacia el centro de la membrana, de una manera fuertemente dependiente
del desbalance i6nico. Como se declar6 en la seccidn anterior, el CPP pierde la mayor parte
de su atmosfera iénica al viajar a través de la membrana, lo que genera un campo interno que
tiende a restaurar la electroneutralidad del compartimiento superior. Si se toma en consideracion
el caso de Rg sin desbalance i6nico inicial, se puede observar en la primera columna de la
Figura 4.6 que A® ~ 0 V cuando el péptido estd en solucién y que cambia a -1,2 V cuando el
péptido alcanza el centro de la bicapa. En este caso, nueve cargas positivas han sido segregadas
fisicamente de sus contraiones, que prefieren permanecer en solucion. Algo similar sucede con
RgW3, pero aqui el cambio en A® es algo menor dado que la carga formal del péptido es +8 en

lugar de +9.

Si se considera nuevamente el caso de Rog, pero ahora cuando el desbalance de carga




Capitulo 4 59

impuesto entre los compartimentos es de 4 Na *. A® ~ 2V cuando el péptido esté en solucion,
pero ~ -0,5 V al llegar al centro de la membrana. Como en el ejemplo anterior, el A® resultante
produce una fuerza restauradora que se opone a la translocacién del péptido, efecto que contri-
buye a la pendiente positiva del perfil de energia libre correspondiente en la Figura 4.3. Para
un desbalance de carga de 8 Na *, la disminucién en A®P es de alrededor de ~3,5 V, lo cual
no es suficientemente grande como para compensar el potencial electrostatico originalmente
establecido (~4 V). Esto es denotado por la pendiente negativa del perfil de energia, que empuja
al CPP a través de la bicapa. Se debe tener en cuenta que en este caso extremo, el proceso de

translocacién deja de tener barrera de activacion.

En general, el potencial transmembrana cambia continuamente ya que el péptido se
mueve a lo largo de la coordenada de reaccidn, y esto se encuentra contemplado en el perfil
de energia resultante. La influencia de una distribucién asimétrica de campos internos sobre
la traslocacion de un CPP dependerd de una serie de factores, tales como: la asimetria en la
composicion de las hemicapas de la membrana, la presencia de dispositivos capaces de mantener
un potencial transmembrana constante (bombas transportadoras de iones o electrodos externos),
y el flujo id6nico a través de la membrana en relacion con la eficiencia de restauracién de tales
dispositivos. En este sentido, por ejemplo, la energética de translocacién de un CPP a través
de la membrana de células vivas, puede no ser exactamente comparable a la de las vesiculas

artificiales neutras.

Se finaliza esta seccion recordando la importancia tanto del protocolo de simulacion,
como de la necesidad de una consideracién cuidadosa de las condiciones de contorno. En
ausencia de paredes que restrinjan el sistema, tales como las representadas en la Figura 4.1,
o si las condiciones periddicas de contorno se aplican también en direccion perpendicular a
la membrana, no seria factible mantener un desbalance de carga a través de la bicapa. En tal
caso, el campo eléctrico compensador derivado de la exclusion de los contraiones también se
veria afectado por las condiciones periddicas de contorno y el perfil de energia libre resultante
seria simétrico con respecto al centro de una bicapa quimicamente simétrica. Por el contrario,

el estudio reportado en la referencia 6!

es un buen ejemplo de cémo una asimetria quimica en
la bicapa facilita la traslocacion de una pArg. Li et al. realizaron simulaciones DM de grano
grueso para sistemas que contienen entre una y seis moléculas de Rg en contacto con una

bicapa compuesta por DOPC y DOPS. Los autores observaron que al superar cierto umbral
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de concentracion de péptido, los mismos atravesaron espontineamente la membrana. Esto
fue interpretado como un efecto CPP, pero el presente trabajo de tesis arroja otra explicacion
sobre dichos resultados. Para mantener el sistema electroneutral, la carga catidnica de los
péptidos fue compensada con moléculas de DOPS cargadas negativamente, en lugar de utilizar
contraiones hidrosolubles. De este modo, la concentracion creciente de CPP fue acompanada
por una concentracion creciente de lipidos anidnicos, los que ademads fueron sistemdticamente
colocados en la hemicapa distal de la membrana, generando un gran potencial transmembrana.
En otras palabras, al aumentar el niimero de moléculas de Ry agregadas al sistema, aumento
el desbalance de cargas a través de la membrana asi como el A® nominal, y en base a los
resultados presentados en este capitulo esto explica, en contraposicién a lo propuesto por Li

etal., la supuesta dependencia en la concentracién de la velocidad de translocacién de las pArg.

4.5. La anfipaticidad del péptido y el potencial superficial favore-

cen la incorporacion de los CPPs en monocapas de Langmuir

En las secciones previas, se evalud el efecto del potencial transmembrana entre las dos
soluciones electroliticas, generado por diferencia iénica. Experimentalmente, en monocapas,
se mide el potencial superficial mediante el uso de electrodos y equivale a la diferencia de
potencial que existe entre la solucién y la seccién hidrofébica de la membrana. En bicapas, el
potencial superficial puede ser medido mediante el uso de fluor6foros, pero de una manera mas

indirecta. 13°

Para probar por medios experimentales si la electrostética interfacial modula la insercién
de pArg en la estructura lipidica, se examind la interaccion de un CPP hidrofilico y otro anfipético
con diferentes monocapas de Langmuir (LMs). Este modelo representa una de las hemicapas
de la membrana, permitiendo investigar la primera etapa en la interaccion péptido-membrana

128,162-164 A simismo, el

y la incorporacién del CPP en la hemicapa externa de la membrana.
potencial superficial de la monocapa se puede ajustar mediante el uso de anfifilos con diferentes
valores de momento dipolar molecular, lo que permite detectar efectos electrostaticos en el
proceso de insercién de péptidos mientras se monitorea la presion lateral de la monocapa, o el

grado de compactacién de los lipidos.
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En particular, se estudi6 la interaccion de KRoC (péptido hidrofilico con diez cargas
positivas al pH utilizado), y KRgW3C (péptido anfipatico con 9 cargas positivas) con monocapas
de DOPC (lipido zwitteriénico), DMPG (lipido aniénico), dcido miristico (MA), o dcido mirfsti-
co perfluorado (PFTD). DOPC fue seleccionado con el objetivo de procurar una comparacion
maés directa con las tendencias observadas en las simulaciones presentadas en las secciones
previas. El compuesto perfluorado permite invertir el potencial superficial con respecto a la
de los otros lipidos: en subfase acuosa, las monocapas de DOPC, MA o DMPG, muestran

potenciales dipolares positivos, 16

mientras que el potencial superficial de PFTD es negativo
(-1V).1% Finalmente, DMPG fue considerado con el objetivo de incluir un lipido cargado
negativamente (tal como PFTD), mientras que MA representa un lipido con el mismo grupo

polar que PFTD (4cido carboxilico), pero con potencial superficial opuesto (ver Figura 1.4).

La interaccién péptido-lipido se investigé mediante estudios de penetracién a monoca-
pas. 103164 Ep estos experimentos, las monocapas son preparadas y estabilizadas a una presién
superficial determinada, I1, el péptido se agrega luego a la subfase, determindndose el cambio
en presion debido al agregado de peptido, AIT =TIy - Ily. En general, se observé un aumento
gradual de la presion superficial hasta que se llegé a una meseta o plateau, que fue tomada
como la presion superficial final I1;. Tal aumento en la presion superficial refleja el grado de
penetracién del CPP en la monocapa de surfactante. En la seccién 3, Figura 3.5, se muestra una

curva de penetracion representativa para el sistema KRgW3C en PFTD.

En primer lugar se realizé un andlisis de la respuesta concentracién-dependiente en una
monocapa de PFTD, inicialmente estabilizada a 30 mN/m. La Figura 4.7 muestra la presién
superficial final alcanzada tras agregar cantidades crecientes del CPP bajo dicha monocapa.
Esta figura indica que la incorporacion del CPP satura a concentraciones que dependen de las
caracteristicas del péptido: el plateau en el grifico concentracidn-respuesta se produce a 5 uM
para KRgW3C, y al doble de esta concentracién para KRgC. Este resultado apoya la afirmacién
de que los residuos de triptéfano fomentan la interaccién de pArg con agregados lipidicos 2D,

como se observa en nuestras simulaciones y en publicaciones previas. 1>8-160
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Figura 4.7 (a) Curva concentracion-respuesta para KRy C (curva negra) y KRgW3C (curva roja) interactuando con una monocapa
de PFTD, a Ily=10 mN/m. (b) Cambios en la presion superficial, A1, en monocapas de Langmuir compuestas por DOPC, PFTD,
DMPG y MA (I1y = 10 mN/m), luego de agregar KRygC (columnas azules) y KR§W3C (columnas rojas) a la subfase acuosa cuya
concentracion es de 150 mM NaCl (pH=5).

Todos los experimentos posteriores se realizaron utilizando concentraciones finales de
saturacién de 5 uM para KRgW3C y 10 uM para KRyC, y una presion superficial inicial de 10
mN/m. Se eligi6 este valor bajo de presion superficial para lograr comparar el comportamiento
de todas las monocapas en condiciones similares, visto que MA no form6 monocapas estables a
30 mN/m (ver isotermas en Figura 5.1 en Capitulo 5). La Figura 4.7.b muestra el Al resultante
para cada monocapa después de la inyeccion del CPP respectivo. Claramente, KRgW3C condujo
a un cambio mayor en la presion superficial de todas las monocapas, a pesar de la mayor
concentracion de KRoC en la fase acuosa. Por otra parte, ambas pArg produjeron un AIT de
aproximadamente 4 veces mas grande para PFTD (potencial dipolar negativo) que para DOPC
(potencial dipolar positivo), lo cual sugiere que el potencial dipolar de los lipidos tiene un efecto
notable sobre la incorporacién de los péptidos en la estructura lipidica. Sin embargo, PFTD es
una anfifilo aniénico mientras que DOPC es neutro, lo cual sefiala a la carga superficial como

un parametro a ser considerado en el presente andlisis. La comparacién entre DOPC y DMPG




Capitulo 4 63

(un lipido aniénico) seria una buena ilustracién en ese sentido: la presencia del grupo aniénico
produjo un ligero aumento en la incorporacion de KRgW3C, mientra que para KRyC se detectd
una disminucién sustancial, indicio de que la carga superficial no es el principal ni el dnico
factor para determinar la cantidad de péptido incorporado en PFTD en comparaciéon con DOPC.
También se debe tener en cuenta que el AlT insignificante observado en el sistema DMPG-KRgC
no implicé una falta de adsorcién de CPP, sino Unicamente un bajo nivel de péptido incorporado

en la monocapa. Al respecto, se discuten mas detalles en el préximo capitulo.

Como se indicé anteriormente, se ha propuesto a los dcidos carboxilicos como modu-
ladores de la insercién de CPPs en biomembranas.% El grupo carboxilato es la cabeza polar
de PFTD pero estd ausente en DOPC, por lo que este grupo podria ser responsable de las
diferencias en la afinidad de insercién del CPP medida para estos dos lipidos. Tal posibilidad
se puede probar comparando el AIT medido para DOPC y MA. Nuevamente, se observé un
ligero aumento para la incorporaciéon de KRgW3C en la monocapa MA y una disminucién en la
incorporacién de KRoC. Por lo tanto, concluimos que el potencial dipolar negativo, considerable
en magnitud, de PFTD promueve la insercién del CPP en estas monocapas de una forma mucho
mas notable que en el resto de las monocapas. Este efecto se estudié en mayor profundidad para
KRyC a diferentes presiones iniciales y condiciones de pH, asi como con otros acidos grasos.

Los resultados se discuten en el capitulo posterior.

4.6. Conclusiones parciales

A la luz de la discusién anterior, se puede recapitular el efecto de AP de la siguiente
manera. El desequilibrio de carga a través de la membrana genera un campo eléctrico que
empuja el CPP hacia la bicapa, a la vez que reduce la barrera de activacién para la formacion de
un poro transmembrana. Los dos efectos estdn entrelazados, y cuanto mayor es la diferencia de
potencial, menor es la barrera de activacién, para ambas pArg. Sin embargo, se observé que el
péptido anfipatico RgW3 presenté menor costo energético de insercién que el péptido hidrofilico

Ro, para todos los potenciales transmembrana evaluados.

Por otro lado, los poros que se generaron son hidrofilicos, para ambas pArg, y las

mismas permanecieron sélo parcialmente hidratadas al llegar al centro de la membrana. La
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deshidrataciéon del CPP es energéticamente desfavorable y no parece verse afectado por AD. A
medida que las pArg se movieron a través de la membrana, sus contraiones permanecieron en
solucién y la redistribucién concomitante de la carga produjo un campo interno que contrarrestd
la diferencia de potencial inicial, es decir, aquel que se estableci6é cuando el CPP se encontraba
en solucién. La aparicion de este campo compensador explica la asimetria del perfil con respecto

al centro de la membrana (z = 0, ver Figura 4.3).

En cuanto a los experimentos en monocapa, se demostré que el péptido anfipatico
(KRgW3C) satura a concentraciones mas bajas, generando un mayor cambio en presién que el
péptido hidrofilico, en todas las monocapas lipidicas estudiadas. Al mismo tiempo, el potencial
dipolar negativo de la monocapa de PFTD pareci6 favorecer la incorporacion de ambas pArg en
las monocapas de Langmuir, confirmando que la electrostética interfacial modula la penetracién

de CPPs en estructuras lipidicas.
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Efecto del grupo carboxilico y del
potencial superficial sobre la
incorporacion de KRyC en monocapas

de acidos grasos

Resumen

En este capitulo se profundizé sobre el efecto de la electrostética interfacial en la
incorporacion de la pArg KRoC a monocapas de dcidos grasos. De esta manera, se puso a prueba
la hipétesis respecto a la relevancia del grupo carboxilico y su grado de ionizacién, sobre la
adsorcién/insercion de la pArg en la monocapa lipidica. Asimismo se evalu6 cudl es el efecto

del potencial superficial de estas monocapas sobre la incorporacién de KRoC.

Se analiz6 la cinética de incorporacién del péptido a la monocapa, poniendo de relieve
la influencia del largo de cadena hidrocarbonada de los distintos 4cidos grasos, sobre el proceso
de insercidn de la pArg. M4s aun, se investigd la relacidn entre las propiedades eldsticas de cada

monocapa y su respuesta ante la insercién del péptido.
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5.1. Introduccion

En un estudio reciente, se reportd la formacién de un complejo pH-dependiente entre una
pArg (TAT) y 4cidos grasos (4cido oleico), en un sistema bifdsico octanol/agua. Estos resultados
respaldaron la hipétesis de que los dcidos grasos podrian jugar un rol clave en el mecanismo
de translocacién directa de los CPPs. 197 Ademds, Herce et al. demostraron que las diferentes
condiciones de pH existentes en ambos lados de membranas celulares enriquecidas en dcidos
grasos, regulan la unién e internalizacién de pArg, lo que sugiere que también se puede formar
una estructura 4cido graso-péptido cuando el 4cido graso se encuentra estructurado en bicapas

lipidicas.

Teniendo en cuenta esta hipétesis y retomando el efecto del potencial transmembrana
estudiado en el Capitulo anterior, el objetivo de este capitulo fue analizar el posible papel regu-
lador de los 4cidos grasos, especificamente, de su grupo carboxilico y del potencial superficial
al conformar monocapas, sobre el proceso de adsorcién/insercién de las pArg en las membranas.
Con este proposito, se estudio la capacidad de penetracion del péptido hidrofilico KRoC en
monocapas de Langmuir (ML) compuestas por lipidos que presentaban diferentes grupos polares
y valores de potencial superficial. Respecto a este ultimo, se sabe que depende directamente de
la composicién de la cadena acilo, asi como del grupo polar y de su grado de ionizacién. 23168

En particular, se utilizaron acidos grasos hidrogenados y fluorados para evaluar la
influencia de dos valores opuestos de potencial superficial en la incorporacién de la pArg a ML
y la cinética asociada a este proceso. Ademds, para adquirir una visién mds profunda del efecto
del grupo polar aniénico sobre la unién e incorporacién de pArg, se vari6 el pH de la subfase
y se compard la incorporacion de los péptidos a ML de 4cidos grasos neutros o ionizados con

respecto a monocapas anidnicas de fosfatidilglicerol.
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5.2. Efecto del pH y del potencial superficial sobre la incorpora-

cion del péptido en monocapas de acidos grasos

Se utilizaron dos dcidos grasos cuya cadena acilo fue de 14 carbonos de largo: el 4cido
miristico (MA) y el 4cido perfluorotetradecanoico (PFTD). La diferencia estructural entre estas
moléculas estd dada por la sustitucién de los dtomos de hidrégeno por dtomos de flior en
la molécula de PFTD. Asi, la férmula condensada para MA es H(CH,);3COOH, mientras
que para PFTD es F(CF,);3COOH. Esta caracteristica de la estructura molecular del PFTD
determina la presencia de potenciales superficiales negativos al formar monocapas, asi como
un pK, de ~2.'% Comparativamente, el pK, de un 4cido carboxilico soluble se encuentra en
el rango de 4 a 5, dependiendo de la longitud de la cadena hidrocarbonada. Para los 4cidos
grasos, se ha informado un valor cercano a 4,840 Sin embargo, cuando las moléculas forman
arreglos supramoleculares, el pK, se desplaza hacia la neutralidad debido a las interacciones
intermoleculares; por ejemplo, se ha informado un cambio a 5,6 en el caso del dcido estedrico!7°.
Ademas, el pH cerca de una superficie cargada negativamente es usualmente mas bajo que en

solucién?, especialmente a baja fuerza iénica!’!

, cambiando atin més el valor de pK, aparente.
En este sentido, se ha informado un valor de pK, aparente de 7,6 para las monocapas de 4cido
estedrico a baja fuerza idnica (~10 mM), 172 siendo este efecto menos marcado a medida que
aumenta la fuerza iénica asi como el drea molecular promedio. !”?

Teniendo en cuenta los pK, de los 4cidos grasos, se decidi6 estudiar las monocapas bajo
tres condiciones de pH: 3, 5 y 8. De esta manera, se obtuvieron monocapas de acidos grasos
con distintos grados de ionizacién. En primer lugar, se caracterizaron las monocapas de lipido
puro mediante isotermas de compresién (presion superficial y potencial superficial respecto al
area molecular promedio), las cuales se presentan en la Figura 5.1 para cada condicién de pH.
Como fue descripto en el Capitulo 3, la medicién del potencial superficial para las isotermas
de compresion fue realizada mediante el método de la placa vibrante. Dado que MA no form6
monocapas estables a pH 8, se utilizé un 4cido graso de 16 carbonos (acido palmitico, PA) que

si se mantuvo en la interfase agua/aire. Tal como se explica més adelante, en el caso de MA y

PA los resultados no parecen depender del largo de la cadena.

En la Figura 5.1.a se puede observar que a medida que el drea molecular promedio
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Figura 5.1 Isotermas de compresion (lineas continuas) y potencial superficial (lineas punteadas) en funcion del drea molecular
promedio (MMA, por sus siglas en inglés), cuya subfase fue NaCl 150 mM, a pH 3 (negro), 5 (rojo) y 8 (azul), para (a) dcido
perfluorotetradecanoico (PFTD), (b) dcido miristico (MA) y (c¢) dcido palmitico (PA). La temperatura se controlo en todos los
experimentos para que fuera T = 25°C.

(MMA, por sus siglas en inglés) disminuye -eje x-, la presion superficial (linea s6lida) aumenta
-eje y izquierdo-, mientras que el potencial superficial (lineas punteadas) se hace més negativo
-eje y derecho-. De forma opuesta, los dcidos grasos hidrogenados (Figura 5.1.b y Figura 5.1.c)

muestran potenciales superficiales positivos al compactar las monocapas.

A continuacién se procedié a analizar el efecto de la presién superficial inicial (o
compactacion inicial) de la monocapa sobre la incorporacién de KRoC. Para ello, se formaron
monocapas de cada uno de estos lipidos en la interfase agua/aire, a diferentes valores de presién
superficial inicial (Ip), y tras lograrse una monocapa estable con presion superficial constante,
el péptido se inyect en la subfase en una concentracién final de 10 uM (concentracién de
saturacion para KRqC). Se registr6 la evolucion de la presidn superficial tras la inyeccién y
se determino el valor final, 1y, al alcanzar el plateau. A modo ilustrativo, en la Figura 5.2 se
muestran dos curvas de penetracion para valores de I1y de 20 y 30 mN/m, donde se grafica el
cambio en la presion superficial (AIT). Un aumento en este valor es indicativo de que el péptido
estd interaccionando con la monocapa y afectando la presién superficial. Si el cambio es grande,

como los mostrados en la Figura 5.2, se asume que el péptido se incorporé. 417> 1levando a
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Figura 5.2 Curvas de penetracion de KRyC en monocapas de PFTD a dos Iy distintas: 20 mN/m (curva azul) y 30 mN/m (curva
roja). La flecha vertical verde representa la diferencia de presion Al entre la condicion inicial -ITy = 20 mN/m- y el valor de T1
plateau. De la misma manera, la flecha vertical naranja indica el AI1 alcanzado por KRy C para una condicion inicial de presion
superficial T1y = 30 mN/m.

una compresién de la monocapa de lipidos. Es importante mencionar que en ausencia de una

monocapa (adsorcion a una interfase limpia), el péptido no actué como tensioactivo, es decir, la

presion superficial permanecié nula durante, por lo menos, 1 hora.

La Figura 5.3 muestra la variacion de AIT en funcién de la presion superficial inicial I'1j.
En la Figura 5.3.a, se presentan los resultados obtenidos para las monocapas de 4dcidos grasos
hidrogenados (MA y PA). A pH 5 y 8§, se detecté un aumento en la presion superficial al afadir
KRoC a la subfase, mientras que a pH 3 la presion superficial permanecié constante o incluso
se observo una disminucién. Esto dltimo puede ser una consecuencia de la inestabilidad de la

monocapa lipidica, con el concomitante escape de las moléculas a la subfase.

El hecho de que la incorporacién del péptido dependa del pH, probablemente esti
relacionado con el grado de ionizacién del grupo 4cido carboxilico de los dcidos grasos. A
la concentracion de sal empleada, se espera que los dcidos grasos hidrogenados presenten un
cambio en el grado de ionizacién desde valores cercanos a cero a pH 3, hasta valores cercanos
al 100% a pH 8, pasando por valores que rondan el 50% a pH 5. Por lo tanto, la tendencia
de incorporacién del péptido catiénico al aumentar el pH puede ser explicado considerando
que el mismo penetra principalmente en monocapas cargadas. Se debe agregar, sin embargo,
que el mayor AIT se obtuvo con un acido graso diferente (PA en lugar de MA). No obstante,
este cambio en la cadena del dcido graso no causa un efecto relevante a pH 3 y 5 (que es a los
pH en que ambos 4cidos grasos forman monocapas estables), como se puede observar en la

Figura 5.3.b. En esta figura, se traza el cambio AIT (para I'ly = 10 mN/m) como una funcién del
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Figura 5.3 (a) Al vs Iy para MA (pH 3y 5) 0 PA (pH 8). (b) ALl vs pH para el dcido miristico (azul), dcido palmitico (negro)
y el dcido perfluorotetradecanoico (rojo), a Ilg = 10 mN/m. (c) ALl vs 11y para PFTD. (d) ALl generado tras inyectar KRoC en
la subfase de monocapas de PFTD (rojo) y PA (azul), a T1y = 20 mN/m. Los valores presentados son el valor promedio de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar. T = 25°C).

pH, donde se puede apreciar un incremento de 12 mN/m en AII promovido por el péptido, en

monocapas de PA cuando el pH se cambia de 5 a 8.

Con respecto al comportamiento de AIT al aumentar I'ly (Figura 5.3.a), se observo una
ligera disminucion, lo que sugiere una dependencia muy sutil de la incorporacién del péptido en
el grado de compactacion de la monocapa, contrariamente a la marcada pendiente cominmente
observada en otros sistemas '76-17?. El valor de cutoff (I1y extrapolado para el cual AIT es cero)
es mayor que la presion de colapso del 4cido graso, lo cual advierte que si los 4dcidos grasos
se mantienen en la interfase de membranas mezcla debido a una estabilizacion por interaccién
con otros lipidos, el péptido podria penetrar en las monocapas a presiones altas en las que la
monocapa tiene una densidad lipidica comparable a la bicapa (es decir, 30 mN/m o superior '8).
La Figura 5.3.c muestra la incorporacién de KRoC en monocapas de PFTD. Dos caracte-

risticas fundamentales distinguen este grafico del mostrado en la Figura 5.3.a: en primer lugar,
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los valores de AT son altos incluso a pH 3 y, en segundo lugar, a bajos niveles de compacta-
cién de la monocapa AIT aumenta con Iy hasta cierto punto, y luego disminuye. La primera
observacién se puede explicar considerando que la sustitucion de los 4tomos de hidrégeno por
4tomos de fldor, disminuye marcadamente la constante de disociacién dcida de la molécula %y,

por lo tanto, el grado de ionizacién de PFTD ya es mayor que cero a pH 3.

Para estimar el grado de ionizacién de PFTD a los pHs estudiados, graficamos la presién
superficial correspondiente a la transicién de fase liquido expandido a liquido condensado en
funcién del pH (Figura 5.4). Se espera que este pardmetro sea constante si el grado de ionizacion
permanece sin cambios y que aumente a medida que las moléculas se ionizan. Por lo tanto, de
esta grafica concluimos que las monocapas de PFTD estan completamente ionizadas a pH 8,
mayormente ionizado a pH 5, y parcialmente cargadas (menos de 50 %) a pH 3. Por lo tanto, el
grado de ionizacidn del 4cido graso perfluorado a pH 3 (o 5) es comparable al del dcido graso

hidrogenado a pH 5 (u 8).

0/'\’

1 (MN/m)
&

2- ./‘

012345

6 7 8 9 101112
pH
Figura 5.4 Dependencia del estado de transicién con el pH para PFTD.

Para facilitar la comparacion entre los 4cidos grasos hidrogenados y fluorados, los valores
de AIT a 20 mN/m se grafican en la Figura 5.3.c para pH 8 (PA) y 5 (PFTD). Estos valores
de pH se seleccionaron para comparar los 4dcidos grasos en grados de ionizacion similares.
A partir de esta comparacion, es evidente que el péptido promueve mayores cambios en la
presion superficial de la monocapa de PFTD con respecto a la de PA. Una hipétesis que podria
explicar este comportamiento es el potencial superficial invertido del PFTD, respecto al de los
acidos grasos hidrogenados. Para comprobar esta hipétesis, se analizé la influencia del potencial

superficial en la incorporacién de KRqoC a las distintas monocapas.
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Figura 5.5 AIT vs A® para KRy C que interactiia con una monocapa de PFTD sobre una subfase de NaCl 150 mM a (a) pH3, (b)
PpH5, y (¢) pH8 (T = 25°C).

La Figura 5.5 muestra los valores AI'T de la Figura 5.3.b en funcién del potencial superfi-
cial inicial, para cada pH. Estos graficos indican que AIT vs A® pasa por un méaximo, tal como
observamos en la figura 5.3 para I'ly. Las Figuras 5.3.b y 5.5 sugieren que hay una condicién
Optima para la incorporacion del péptido que, a su vez, depende del pH. Este comportamiento
bimodal se interpreta teniendo en cuenta dos factores opuestos: la incorporacién del péptido se
ve favorecida en monocapas con baja densidad y con valores de potencial superficial negativos.
Dado que el potencial de superficie se vuelve mds negativo a medida que se comprime la pelicula
(ver Figura 5.1), ambos pardmetros cambian en direcciones opuestas, generando condiciones de

penetracién Optimas en las monocapas cuya compactacion es intermedia.

El valor maximo de AIT” se grafica como una funcién del pH en la Figura 5.6.a, sobre
el que se superponen los valores correspondientes de presion superficial y potencial superficial,
1"y y AD™, respectivamente. 11"y cambia con el pH, siendo mas pequefio a pH 3, cuando
las monocapas PFTD son maés rigidas (Figura 5.4) debido a la neutralizacién parcial de las
moléculas. Por lo tanto, la incorporacién del CPP es maxima a presiones superficiales iniciales

maés bajas (Figura 5.5), y la presién superficial final alcanzada es menor. A pH 5 y 8, las
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isotermas de compresién son similares (Figura 5.1). Sin embargo, en la Figura 5.6.b se puede
observar que al comparar ['Iy de 10 y 20 mN/m, en ambos casos el potencial superficial es mas
negativo a pH 5 que a 8. Esto representa una mayor fuerza impulsora para la incorporacién del

péptido a pH 5, por lo que la insercion puede llevarse a cabo a IT"y mayor que a pH 8.

30 0.6
Bl ATTax a -0.51 -=-10 mN/m b
-u-20 mN/m \
B . 0.6
£ 50
2
g 5-0.7- \/
£ Py —_—
E < -0.84
> 10' \
= -0.9-
1.0 -
0- : 0 2 4 6 8 10 12
pH3 pH5 pH8 oH

Figura 5.6 (a) Cambio de presion superficial, AIT", asociado a la mdxima incorporacion de KR9C en monocapas de PFTD a
pH 3,5y 8. Las lineas roja y verde representan AD™ y 11§} a los cuales el mdximo fue alcanzado. (b) Potencial superficial (AD)
para una monocapa de PFTD a 11y = 10 mN/m (rojo) y 20 mN/m (azul). (T = 25°C). Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes & SD.

Se concluye esta seccidon con una observacién secundaria, no obstante relevante. Molé-
culas de arginina en una solucién cuya concentracion era equivalente a la de KRoC 10 uM, no
se incorporaron a la monocapa de MA parcialmente ionizada, ni a la de PFTD completamente
ionizada (ambas a pH 5 y Il = 10 mN/m). Esto respalda la idea de que aumentar la longitud de
la cadena de las poliargininas, dentro de ciertos margenes, fomenta la incorporacién del péptido

en las membranas. 1©

5.3. Importancia del grupo acido carboxilico en la incorporaciéon

del péptido

Los resultados de la seccién anterior resaltan la relevancia de un grupo polar cargado
negativamente y de un potencial superficial negativo sobre la incorporaciéon de KRgC en mono-
capas de dcidos grasos. Sin embargo, a la luz de la afirmacién de que los grupos carboxilato

167 es importante

favorecen la translocacién de péptidos policatiénicos a través de membranas,
comprobar si se trata de un efecto genérico, asociado por ejemplo a la carga superficial de la

membrana resultante, o si es especifico de dcidos grasos o moléculas similares.

Con el fin de investigar el papel de los carboxilatos en la adsorcién e insercion de las pArg
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a las membranas, se contrastaron los experimentos discutidos en la seccién anterior con ensayos
equivalentes realizados en monocapas de DMPG. En este tiltimo caso, el pH de la subfase se
estableci6 en 5, garantizando la ionizacién casi completa de la monocapa. '8! Las monocapas de
DMPG componen entonces una monocapa cargada negativamente que no contiene un grupo
carboxilato, lo cual permite evaluar la influencia de la carga en ausencia de este quelante de
péptidos. Sin embargo, debe recordarse que DMPG contiene un grupo fosfato, que también ha

sido propuesto como un quelante del grupo guanidinio 67182

y parece ser mas eficiente que los
4cidos grasos para extraer oligoargininas hacia una fase organica. '8 Ademds, se ha demostrado
que la presencia de lipidos con PG en membranas de PC favorece la penetracién de los CPPs

en MLs 03183 a45f como en vesiculas de diferentes tamafios, 27-33-59.77.184-187

Sorpresivamente,
KRyC no present6 incorporacion en la monocapa de DMPG, como acusan los valores de AIT a
cualquiera de las presiones superficiales inicialmente fijadas (ver Figura 5.7.a). Sin embargo,
la falta de cambio en la presién superficial no deja sin efecto la posibilidad de que el CPP
pueda adsorberse sobre la monocapa, unido a los grupos polares de los anfifilos, mientras
permanece en el lado acuoso del interfase. '8 En la Figura 5.7.b se muestra una representacién

esquemadtica de como KRyC se adsorberia debajo de una monocapa de DMPG, sin modificar el

empaquetamiento de los lipidos de la monocapa.

35 J a
30 ——5mN/m
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Figura 5.7 (a) Evolucion temporal de la presion superficial tras inyectar KRoC bajo una monocapa de DMPG a 11y = 5, 10,

20y 30 mN/m (T = 25°C). (b) Hlustracion de cémo KRyC (violeta) se acumula debajo de la monocapa de DMPG (amarillo). La
estructura del péptido en la interfase es desconocida, por lo que el diagrama es esquemdtico.

Para explorar este escenario, se registré simultdneamente la evolucién temporal de
la presion superficial y la reflectividad de la monocapa, mientras que en otro conjunto de
experimentos también se registré el potencial superficial, tras la inyeccién del péptido bajo

las monocapas sostenidas a 10 mN/m. En general, la reflectividad de una interfase aumenta a

medida que aumenta el espesor de la monocapa,!’! lo que proporciona una medida cualitativa
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de la acumulacién de material debajo de la misma. Las Figuras 5.8.a-c muestran los resultados

para monocapas hechas de MA, DMPG o PFTD, a pH 5.

15 20 400 1.5 20 400
MA DMPG
a . o
g 2
2 r L300 % L300
2L1.0 1.0 =154 .
I - o £ —n z
EERE p— N 1200 2 sl % A idnd retatin [200 S
2 é Reflectividad relativa - S - Reflectividad relativa g
2105 = g £t0.5=10 N
g 1100 K 100
2 =
@ &
. 5/’::;
e 250 500 008 250 500
tiempo(s) tiempo(s)
5
r1.5 30 PFTD -300 10mN/m 20mN/m d
S C 41
'ﬁ 1.0 254
T 4. . - 3
3] = 400 E E
S - Reflectividad relativa a4 =
2 = 1-500 Z 4
800 154 <
8 0 .
[ 0 - .
0.5 4o 600 . v . .
250 500 750 1000 DMPG DMPG+DS DMPG DMPG+DS

tiempo(s)
Figura 5.8 Evolucion temporal de la presion superficial (I1, en azul), el potencial superficial (A®, en rojo), y la reflectividad
relativa (en verde) para monocapas de (a) MA, (b) DMPG, y (c) PFTD, apH 5 y I1o= 10 mN/m. (d) Cambio de presion superficial
tras inyectar KRoC en la subfase, debajo de una monocapa de DMPG, en presencia y ausencia de una subcapa de DS (sulfato
de dextrano), a una presion superficial inicial de 10 mN/m (rojo) y 20 mN/m (verde). Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes & SD.

Si bien la reflectividad de la monocapa de MA no cambié significativamente con la
inyeccion del péptido, se observé un fuerte aumento en el caso de DMPG y una disminucién
en la monocapa de PFTD. Por el contrario, el potencial de superficie aumenté en todos los
sistemas (en MA decae levemente tras cierto tiempo), con los mayores cambios observados
en la monocapa de PFTD. El comportamiento de MA no fue muy sorprendente teniendo en
cuenta que, a pH 5 y Il = 10 mN/m, el péptido tiene un efecto relativamente pequefio en la
presion superficial de esta monocapa (Figura 5.3). Por otro lado, la tendencia mostrada por
DMPG sugiere que el péptido, a pesar de no incorporarse a la pelicula, se acumula debajo de la
monocapa, generando un aumento de la reflectividad de la interfase como ha sido observado

188 mientras que el aumento del potencial

anteriormente para polimeros catidénicos y aniénicos,
de superficie es leve. Se puede concluir que una superficie cargada negativamente promueve
la unién a la superficie, o adsorcién, del CPP; pero que la incorporacién del péptido en la
monocapa requiere de condiciones adicionales, que parecen ser propiciados por moléculas con

un grupo dcido carboxilico.

La reduccién en la reflectividad mostrada por PFTD puede parecer sorprendente, pero

puede explicarse ficilmente teniendo en cuenta que la reflectividad de las monocapas fluo-
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radas disminuye con la densidad de la misma,'® a diferencia de las tendencias observadas
en los lipidos hidrogenados. Por lo tanto, la disminucién en la reflectividad de PFTD es una
consecuencia directa del incremento en el empaquetamiento de las moléculas inducido por
la incorporacion del péptido. Al mismo tiempo, el cambio en el potencial superficial en este
sistema es mds pronunciado que en los otros dos casos, ya que la monocapa inicialmente muestra
un potencial negativo, lo que lleva a cambios mds grandes tras la incorporacién de la pArg

cargada positivamente.

Se ha demostrado que la presencia de glicosaminoglicanos aniénicos en la matriz
extracelular, favorece la absorcién celular de CPPs, al aumentar la concentracién de péptidos
cerca de la superficie de la célula. 27576189 Para probar el efecto de este tipo de polimeros sobre
la incorporacién de KR9C en monocapas de DMPG, los films lipidicos se prepararon sobre
soluciones de sulfato de dextrano (DS, por sus siglds en inglés), un polisacdrido aniénico que
en presencia de CaCl, (10 mM) forma una subcapa polimérica debajo del film,'3® simulando
glicosaminoglicanos. Bajo tales condiciones experimentales, se detectd un ligero aumento en la
presion superficial de DMPG después de inyectar la pArg (Figura 5.8.d); sin embargo, el efecto
continud siendo menor que en el caso de las monocapas de acidos grasos ionizados (pH 8 en
Figura 5.3, por ejemplo). Por lo tanto, se puede concluir que KRyC se incorpora sustancialmente
en monocapas parcial y completamente ionizadas de MA, PA y PFTD, pero sélo levemente en
monocapas aniénicas de DMPG al complementarse con una subcapa polimérica aniénica. Estas
conclusiones respaldan la idea de que los lipidos carboxilados facilitan la difusioén pasiva de las

pArg a través de bicapas.

Es importante resaltar que estos ultimos resultados no contradicen el incremento -
ampliamente reportado- de la permeabilidad de vesiculas que contienen lipidos con PG, a los
CPPs.37:190.191 Egtos lipidos con carga negativa muy posiblemente aumentan la concentracién
superficial del péptido que, a su vez, promueve saltos activados a través de la membrana.
Schwieger et. al también han observado la incorporacién de poliargininas en monocapas de
DPPG, pero el péptido que utilizaron fue mucho més largo que KRy9C. Ademads, los resultados

1,182 mencionados

presentados en esta tesis tampoco se oponen a los obtenidos por Sakai et a
anteriormente, ya que en esos experimentos el CPP se une a moléculas de DMPG dispersas en
una solucién cloroférmica (sistema de extraccion bifésica), en lugar de formar una membrana

ordenada. Por el contrario, aqui los lipidos PG forman una monocapa bien ordenada con grupos
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polares altamente hidratados.

No obstante, los resultados presentados en esta tesis parecen estar en desacuerdo con los
de Alhakamy et. al, que mostraron que la nona-arginina (10 uM) se incorporé en monocapas
de POPG, generando un cambio en la presion superficial de aproximadamente 4 mN/m. La
discrepancia con nuestro resultado podria atribuirse a la insaturacién de POPG, que promueve
desorden en el arreglo de la capa monomolecular, probablemente afectando a la region de los
grupos polares. Esta observacién sugiere que es importante la accesibilidad del grupo fosfato en
PG, que a su vez puede ser modulado por las cadenas hidrocarbonadas. De hecho, Alhakamy et.
al informaron el efecto modulador de las colas hidrofébicas para lipidos con PC: mientras que
la nona-arginina genera un incremento de 2 mN/m en la presién superficial de monocapas de
POPC, en las de DPPC no se observaron cambios. No se profundizard en este efecto, ya que el
objetivo de esta seccidn es analizar el grupo carboxilato més que el grupo fosfato, sin embargo

mds experimentos sobre este tema serian valiosos.

Dado que los resultados presentados durante este capitulo indican que, al menos para
MA, PA y PFTD, los 4cidos carboxilicos ionizados favorecen la insercion de pArg en monocapas,
se probaron otros 4cidos grasos con el objetivo de generalizar dichas observaciones. Asimismo

se evaluo el efecto de la cadena hidrocarbonada sobre la cinética de insercion.

5.4. El papel de las cadenas hidrofébicas en la interaccion del CPP

con monocapas de acidos grasos

Para investigar la influencia de las cadenas hidrofébicas en la insercién de KRqC, se
agregaron dos dcidos grasos al andlisis. Se estudiaron monocapas hechas de 4cido oleico (OA),
como un ejemplo de lipido insaturado y de 4cido estedrico (SA), un lipido que forma peliculas
s6lidas. Estos experimentos se llevaron a cabo a pH 5, en el cual los anfifilos estdn parcialmente

disociados y todos forman monocapas estables.

El objetivo de esta seccion fue determinar el efecto de la cadena hidrocarbonada del
acido graso sobre la incorporacién (AIT) de KRoC. Se realizaron monocapas de cada 4cido

graso mencionado a [Ty = 10 mN/m (pH 5), y se inyect6 el péptido en la subfase. En la Figura
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Figura 5.9 Interaccion de KR9C con monocapas de MA (rojo), OA (verde), PA (azul), SA (cian) y PFTD (rosa). (a) A1 inducido
por KRy C en monocapas a Ily = 10 mN/m. La linea verde representa la variacion (en valor absoluto) del drea molecular promedio
(MMA) para cada lipido debido a la incorporacion del péptido. (b) Determinacion de AA sobre la isoterma de compresion de un
lipido puro (azul): con la llave verde se indica la diferencia de presion superficial obtenida durante un experimento de penetracion
con KRy C, y con la llave roja se indica la diferencia en MMA a la cual corresponde dicho AL (c) Isotermas de compresion de los
lipidos analizados. La linea de puntos horizontal representa la presion superficial inicial: 10 mN/m. (d) ALl inducido por KRyC
graficado en funcion del modulo de compresibilidad del lipido puro a 10 mN/m (esto es, la presion superficial inicial utilizada en
todos los experimentos de penetracion). Todos los experimentos fueron realizados a T = 25°C'y pH 5, excepto para PFTD, que
fueron realizados a pH 3.

5.9.a se compara el cambio en la presion superficial promovido por la incorporacién del péptido.
Se puede observar una tendencia creciente de AIT al aumentar el largo de cadena (a excepcion
de PFTD). Para comprender mejor este resultado, se profundizé sobre los pardmetros que
determinan la respuesta de la monocapa a la insercién del péptido. AIT depende tanto de la
cantidad de péptido incorporado, como de la rigidez de la monocapa, es decir, la respuesta
en presion superficial de la monocapa debido a un cambio en el area por lipido. La rigidez
se puede cuantificar a través del médulo de compresibilidad k = -A.(dII/dA)r, donde A es
el drea molecular promedio. Para poder comparar el efecto del péptido en monocapas con
diferente compresibilidad, se estim6 el cambio en el drea media ocupada por los lipidos tras la

incorporacién del péptido, AA.

Teniendo en cuenta que el area total de la monocapa permanece constante durante la
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medicién de una curva de penetracién, AA se estim6 suponiendo que el film lipidico se puede
dividir en dos tipos de regiones. La primera se encontraria definida por zonas donde el péptido
penetra en la monocapa y forma un agregado lipido-péptido, introduciendo desorden en la
estructura bidimensional de la membrana. El segundo tipo de regién seria la zona donde la
monocapa no es afectada por el péptido, estando formada por tanto por el lipido puro. De
acuerdo con este modelo, las regiones lipidicas puras se comprimen progresivamente a medida
que el péptido penetra y forma el agregado lipido-péptido en las otras zonas. AA corresponde
entonces al cambio en el drea por lipido, debido a la incorporacién del péptido y la consecuente
formacién de una nueva estructura péptido-lipido en la monocapa. Se estimaron los valores
de AA para cada monocapa a partir del cambio en el MMA del lipido debido al cambio en
presion superficial debido al agregado del péptido. Siguiendo con la ejemplificacién mostrada
en la Figura 5.9.b, los valores de MMA se obtuvieron de las isotermas de los lipidos puros

presentadas en la Figura 5.9.c.

Los datos resultantes de AA (en valores absolutos) se presentan en color verde en la
Figura 5.9.a (eje y derecho). De esta manera, se determiné sorprendentemente para todos los
casos, un cambio de 2 A2 en el 4rea cuando el péptido se incorporé en monocapas de dcidos
grasos hidrogenados, lo que corresponde a ~6 % de cambio en el drea global. Este cambio
representa un porcentaje muy bajo, validando la suposicién de una monocapa teselada, en la
que persisten las regiones de lipido puro. La Figura 5.9.a muestra que, aunque AIT aumenta
siguiendo el orden MA < OA < PA < SA < PFTD, los valores de AA son similares para
todos los acidos grasos hidrogenados. Por lo tanto, la tendencia en AIT es una consecuencia del
estado de fase de las monocapas a ITp = 10 mN/m: MA y OA se encuentran en estado liquido

expandido, mientras que PA y SA estan presentes en estado sélido (Figura 5.9.c).

Para cuantificar mejor esta observacion, se graficé Al en funcién del médulo de com-
presibilidad, k, de las monocapas de lipidos puros a 10 mN/m. Los resultados se muestran en la
Figura 5.9.d. ATl aumenta con k para los dcidos grasos hidrogenados, mientras que el lipido
fluorado muestra un gran AT, a pesar de su bajo médulo de compresibilidad, lo que a su vez se

correlaciona con un valor alto de AA.

En general, se puede concluir que el pardmetro mds influyente en la incorporacién de

KRoC en monocapas de dcidos grasos hidrogenados es la presencia del grupo carboxilato, en
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lugar de la densidad lipidica. Esto explica la baja influencia de la presién superficial inicial
sobre AII (pendiente poco pronunciada), como se observa en la Figura 5.3.a. Ademas, la
Figura 5.9.d resalta el hecho de que el potencial superficial negativo promueve una mayor
insercién del péptido en monocapas de PFTD, comparativamente a cualquiera de los acidos

grasos hidrogenados.

A juzgar por los valores de AA, todos los dcidos grasos hidrogenados absorben cantidades
similares de CPP en la monocapa. Sin embargo, la cinética de insercién del péptido depende
de la longitud de la cadena hidrofébica. La Figura 5.10.a muestra una curva de penetracién
esquemadtica en la cual se indica gradficamente la definicién de tiempo de latencia y de tiempo
medio (¢, /). El primero de estos pardmetros hace referencia al periodo de tiempo que transcurre
hasta la observacion de un primer aumento en la presion superficial. Por otra parte, el 7, /, se
define como el tiempo que el péptido demora en modificar la presion superficial en AIl/2. En
la Figura 5.10.b, se grafican estos parametros cinéticos para las monocapas de los distintos
lipidos estudiados. En este grafico se puede observar una clara disminucién en la velocidad de
insercion del péptido a medida que aumenta la longitud de la cadena del lipido. Asi, los dos
dcidos grasos de 14 carbonos (MA y PFTD) muestran el valor mds bajo de #; /, y sin tiempo
de latencia, dentro de la resolucién temporal de nuestros experimentos. Por el contrario, en las
monocapas de los 4cidos grasos con 18 carbonos, tanto saturados como insaturados, se observo
una respuesta mas lenta a la incorporacién de KRyC, mostrando ademdas mayores tiempos de
latencia. Estos resultados sugieren que la tasa de inserciéon de CPP en una estructura lipidica
plana se encuentra dominada por la reorganizacién de las cadenas hidrocarbonadas, con barreras

de energia mds altas para cadenas mds largas.

a [l tiempo de latencia b
40 i t

ti

0 10 20 30 40 50 60 70 80
tiempo(min) PFTD MA PA SA OA
(C14) (C14) (C16) (C18)(C18insaturado)

Figura 5.10 (a) Evolucion temporal de la presion superficial de una monocapa de dcido perfluorotetradecanoico (PFTD) a Iy
= 10 mN/m, tras la inyeccion de KRyC en la subfase acuosa que contenia NaCl 150 mM a pHS5. El tiempo de latencia (amarillo)
es el periodo de tiempo transcurrido entre la inyeccion del péptido en la subfase y el momento en que comienza a aumentar la
presion superficial. t| /, (verde) es el tiempo al cual el péptido produjo la mitad de Al (rojo). (b) Valores de tiempo de latencia y
ty /2 asociados a la cinética de incorporacion de KRyC a monocapas de PFTD, MA, PA, SA'y OA.
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Considerando los resultados expuestos en este capitulo, se propone que los dcidos grasos
forman una estructura péptido-lipido en la interfase, en la que el dcido carboxilico se encuentra
quelando al guanidinio de las argininas como se propuso anteriormente%*. La relacién péptido-
lipido no parece depender del largo de cadena, observandose en todos los casos un efecto similar.
La Figura 5.11 muestra esqueméticamente la estructura propuesta. Estos resultados apoyan la
hipétesis de que la traslocacion de estos péptidos ocurriria acorde al modelo de traslocacién

adaptativa.

Complejo ‘r‘-“': T, Acido graso

Poliarginina: KR,C Acido carboxilico
(estructura desconocida) (-COOH)

Figura 5.11 Ilustracion del agregado péptido-lipido formado entre KR9C (violeta) y los grupos carboxilicos (rojo). La estructura
real del péptido en la interfase no fue estudiada por lo que el esquema es meramente ilustrativo.

5.5. Analisis de la insercion de Ry en bicapas con acidos grasos

mediante simulaciones de grano grueso

Se realizaron célculos de energia libre mediante simulaciones computacionales para
el proceso de inserciéon de Rg en bicapas mixtas con cierto contenido de PA. Para ello, en
primer lugar se ensambl6 una bicapa de DOPC-PA 75:25, que resulté neutra dado que el grupo
carboxilico se encontraba protonado. Se aplicé la técnica de Umbrella Sampling para obtener
el perfil de energia libre para el proceso de insercién de Rg, donde la variable colectiva fue la

distancia en el eje z entre el COMg, y el COMp;cqpa-

En la Figura 5.12, se encuentra representado en azul el perfil de energia libre para
la bicapa neutra. En este caso, la adsorcion del péptido en la interfase lipidica no resulté un
proceso espontidneo y, en general, se observé que el proceso de insercion sube ripidamente
a valores elevados de energia a medida que Ry se aproxima al centro de la bicapa. Si luego
se ioniza el grupo carboxilico de las moléculas de PA presentes en la bicapa, se obtiene el

perfil de energia que se muestra en la Figura 5.12 en color rojo. Esta curva muestra que el
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proceso de adsorcién resulté favorable desde el punto de vista energético, dado que se establecen
interacciones electrostiticas entre las cargas catidnicas de Rg y las aniénicas de los carboxilatos.
Por otro lado, el hecho de presentar el grupo polar ionizado generé que la insercion del péptido
fuera un proceso mucho mads favorable, lo cual se encuentra evidenciado por una disminucién de
~150 kJ/mol en el mdximo (barrera de activacién, AG (z = 0 nm)) respecto a la bicapa neutra.
La comparacién de estos dos procesos pone en evidencia uno de los factores que podria ser
relevante para la traslocacién de las pArg: la densidad de carga aniénica en la membrana. Un

andlisis mds exhaustivo de esta variable se presenta en el capitulo siguiente.

250 T T | | |
*— R9 / R-COOH
200 *— R9/R-COO |
*— R9/30%PG
150 .
£100} .
2
O] 50 B _
<
0 & 9—0—-0—-&
50 ]
) | | | | | l
1 OOO 1 2 3 4 5 6 7

z (nm)

Figura 5.12 Perfiles de energia, AG(z), para la insercion de una molécula de Ry en una bicapa de DOPC-PA 75:25 con el grupo
carboxilico protonado (azul), o ionizado (rojo). A modo comparativo, se coloca la curva de energia libre para la insercion de Ry
en una bicapa de DOPG-DOPC 30:70 (verde), ya que tiene una densidad de carga anionica similar a la bicapa que contiene el
PA ionizado. La linea vertical de color naranja muestra la ubicacion de la superficie de la bicapa. Los perfiles se referencian a
cero en el centro de la solucion que inicialmente contiene al CPP. El centro de la bicapa se ubica en z = 0 nm.

Asimismo se obtuvo el perfil de energia libre para una bicapa con la misma densidad
de carga anidnica, pero que contenia DOPG en lugar de PA ionizado. Esta variacion en el
sistema permitié evaluar si la disminucion de energia en el proceso de insercion es producto
de la presencia del acido graso ionizado o si, por el contrario, es un efecto generado por la
densidad de carga negativa en la bicapa. Observando nuevamente la Figura 5.12, pero ahora
comparando las curvas en color rojo y verde, se evidencia en ambos casos la presencia de un
minimo de adsorcién. El pozo energético en la interfase agua/lipidos result6 similar para los dos
sistemas por el hecho de ser bicapas con igual densidad de carga. Sin embargo, al comenzar a
desplazarse hacia el centro de la membrana, se observé que el proceso de insercién en la bicapa
que contiene PA ionizado tiene menor barrera energética que la compuesta sélo por fosfolipidos.

Es decir, los 4cidos grasos ionizados promueven una incorporacién mds efectiva de Rg en la
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bicapa. Especificamente, se cuantificé una diferencia de ~40 kJ/mol entre ambos maximos. Esta
diferencia posiblemente se deba a que el dcido graso consta de una sola cadena hidrofébica, por
lo que la restructuracion de este lipido dentro de la bicapa implica un menor costo entrépico que
la de DOPG. Herce et. al llegaron a una conclusién similar mediante estudios in silico respecto

a la incorporacién de TAT en una bicapa mixta compuesta por dcido oleico-DOPC. %

5.6. Conclusiones parciales

En este capitulo se ha caracterizado la unién e insercién de un péptido de penetracion
celular, KRoC, en monocapas lipidicas. Tres conclusiones principales se pueden extraer del
presente estudio. Primero, la penetracién del péptido en las monocapas de acido graso esta regu-
lada por el pH de la subfase, ya que controla parcialmente la densidad de carga de la monocapa.
Los films lipidicos aniénicos son méds propensos a interactuar con CPPs policatiénicos, como

163,192 Sin embargo, la densidad

se informé anteriormente para diferentes membranas modelo.
de carga superficial no es el dnico pardmetro relevante. Se ha probado que el grupo funcional
carboxilato fomenta la insercién de poliargininas, probablemente porque es un buen ligando para
el grupo guanidinio de arginina, que esta presente en grandes cantidades en casi todos los CPPs.
Ademas, al estar formado por una cadena y no dos, el 4dcido graso puede reorganizarse alrededor
del péptido con mayor facilidad que un glicerofosfolipido. Estos resultados concuerdan otros
previos donde los 4cidos grasos son capaces de secuestrar CPPs de una solucién acuosa. '®’

El importante papel de los carboxilatos se evalué mediante la comparacién de la insercién
del péptido en monocapas de DMPG y 4cidos grasos a pH intermedio (Figura 5.8). Se observé
que KRgC se adsorbié en DMPG, pero no se inserté en la estructura lipidica. Podria argumentarse
que la monocapa de DMPG tiene una menor densidad de carga que cualquiera de las monocapas
de 4cidos grasos, ya que el drea molecular promedio de DMPG es més grande. No obstante, debe
recordarse que la incorporacion de KRgC en MA ocurri6 incluso a pH 5, donde la monocapa
estaba solo parcialmente ionizada. Ademads, estos resultados no deben ser interpretados como
una ausencia completa de interacciones especificas entre los grupos fosfato y guanidinio, ya que
ha sido previamente probado que KRoC se incorpora a monocapas de PC.!%3 M4s precisamente,
los resultados aqui presentados sugieren que el balance de interacciones especificas (enlaces

puente de hidrégeno, etc.) y no especificas (electrostética y van der Waals) son diferentes para las
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monocapas de 4cidos grasos y de PG. Las fuerzas electrostaticas pueden ser similares en ambos
casos, pero el grupo carboxilato de los dcidos grasos es capaz de quelar el grupo guanidinio
formando un agregado péptido-lipido en la interfase, mientras que para DMPG esto podria estar
siendo dificultado por la menor accesibilidad que tiene el péptido al grupo fosfato en el lado

acuoso de la interfase.

En segundo lugar, un potencial superficial negativo favorece la incorporacién del péptido
en la monocapa, contrarrestando el efecto negativo de la densidad incrementada del film en
dcidos grasos perfluorados. Podria argumentarse que la mayor afinidad de insercién de KR9C
por PFTD, en comparacién con PA, no se debe a un potencial superficial negativo sino al hecho
de que PFTD forma monocapas menos rigidas. Sin embargo, incluso teniendo en cuenta esas
diferencias en las propiedades mecénicas, los efectos sobre la presion superficial y los cambios
de drea que se muestran en la Figura 5.9 son més grandes para monocapas de PFTD que para

PA.

En tercer lugar, se analiz6 si el estado de fase de la monocapa o la longitud de la cadena
hidrocarbonada afecta la insercién del péptido en monocapas de acido graso. Los resultados
mostraron que la insercién del péptido perturba el drea de la monocapa (al formar un agregado
péptido-lipido), de forma similar en todos los dcidos grasos hidrogenados probados, siendo la
cinética de penetracion dependiente de la longitud de la cadena hidrocarbonada. Puede resultar
sorprendente que el proceso de incorporacién no dependa de la rigidez de la monocapa, ya que
comunmente se observa (y también se espera) que las monocapas rigidas sean menos propensas
a la incorporacién de moléculas. Sin embargo, el resultado mostrado en la Figura 5.9 esta
de acuerdo con la escasa pendiente de los graficos AIT vs Iy. Por lo tanto, se concluye que
la penetracion de KR9C en monocapas de dcidos grasos no se inhibe con un alto grado de
compactacion. Mds aun, la barrera energética para la insercién de pArg no es mds grande en
monocapas rigidas que en monocapas blandas, lo que sugiere que la formacién de una estructura
péptido-lipido estable paga el costo energético de la compresion global de la monocapa (AIT

>0), haciendo que todo el proceso sea favorable incluso para films muy compactos.

En resumen, como se sugiere en la Figura 5.11, se propuso que KR9C forma un complejo
especifico con 4cidos carboxilicos, lo que conduce a la reorganizacién de las cadenas hidrocarbo-

nadas de los lipidos. Ademds, los resultados sugieren que estos agregados péptido-lipido tienen
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una relacion fija de péptido-acido carboxilico (ionizado), independientemente de la longitud del
dcido graso. Tal complejo no puede formarse con residuos de arginina no polimerizados, ya que
los experimentos de control realizados con 90 uM de arginina no indujeron ninglin aumento en
la presién superficial de las monocapas de dcidos grasos. Por lo tanto, es necesaria una cadena de
poliarginina para la insercién en la membrana, es decir, para que se forme un complejo estable
de guanidinio-carboxilato. El costo energético para producir la reorganizacién en la interfase
lipidica es mayor cuanto mas extensas son las cadenas hidrocarbonadas, lo cual resulta un
factor determinante respecto a la cinética de insercién del CPP. Las evidencias aqui presentadas
respaldan algunas de las ideas detrds del llamado "mecanismo de translocacién adaptativa" %
para la permeacién de los CPPs a través de membranas. Tal mecanismo propone que el péptido
se asocia fuertemente a un cierto nimero de moléculas de lipidos, que finalmente transportardn
el CPP a través de la membrana mientras enmascaran su carga eléctrica, haciendo que todo

el proceso sea energéticamente favorable. Por dltimo, se demostré que este tipo de agregados

péptido-lipido puede formarse con KR9C en monocapas compuestas por dcidos grasos.

En suma, se comprob6 experimentalmente en monocapas asi como a través de simula-
ciones moleculares en bicapas, que la presencia de acidos grasos ionizados favorece la insercion
de Ry en las membranas lipidicas. A modo mds general, se puede concluir que la densidad de
carga aniénica en la interfase lipidica es un factor necesario en el proceso de adsorcién, pero
su rol en la insercion del péptido hasta aqui no queda totalmente dilucidado: ambos lipidos
aniénicos producen una disminucién de la barrera energética respecto a la bicapa neutra de
DOPC-PA, siendo més favorable el proceso para PA ionizado que para DOPG. Para lograr mayor
claridad sobre este dltimo punto, resulté necesario realizar nuevos andlisis computacionales
sobre el efecto de la densidad de carga producida por la presencia de DOPG, cuyos resultados

se presentan en el siguiente capitulo.




Capitulo 6

Efecto de la electrostatica interfacial
sobre el transporte de pArg y del
complejo pArg-pGly a través de

bicapas lipidicas

En este capitulo se analiza cémo la densidad de carga aniénica de la membrana modula
los procesos de adsorcién/insercion de la pArg Rg. Con este objetivo se realizaron simulaciones
de Dindmica Molecular de grano grueso para obtener los perfiles de energia libre para dichos

procesos, bajo diferentes condiciones de concentracion de lipidos anidnicos en la bicapa.

También se analiz6 el efecto CPP de Rg sobre una nona-glicina (Gy), utilizdndola como
un cargo hidrofilico modelo. Nuevamente se calcularon los costos energéticos de los procesos
de adsorcién/insercién, y se compararon los perfiles obtenidos para Rg, Gg y el complejo
RyGo, donde se unieron ambos péptidos quimicamente. También se analizé la influencia de
la electrostatica interfacial sobre el transporte del complejo RgGy. Por dltimo, se abordé la
influencia del tamafio del cargo hidrofilico (Gg vs. G31) sobre el proceso de transporte mediado

por Ry.
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6.1. La densidad de carga anionica de la bicapa favorece el trans-

porte de R9 a través de bicapas lipidicas

En el Capitulo 5 se demostré que la presencia de lipidos anidnicos en membranas regula
la adsorcién de las pArg en la interfase lipidica. En este Capitulo, se presenta un andlisis
de la influencia de la densidad de carga negativa en la membrana (o) sobre el proceso
adsorcion/insercion de Rg en la misma. Con este objetivo, se realizaron calculos de energia
libre mediante US, para estudiar el proceso de insercidén de Rg en bicapas de DOPC-DOPG
con proporciones crecientes del lipido aniénico, donde la CV fue definida como la distancia

COMg,-COMpicapa-

En primer lugar, y para lograr un entendimiento mds claro de los resultados obtenidos, se
plante6 un modelo fenomenolégico simple que se ajusta al perfil de energia libre que se obtiene
para el proceso de insercion de la pArg en la membrana lipidica. Tipicamente, la adsorcién
del péptido catidnico a una interfase cargada negativamente tiene un minimo de energia en la
interfase lipido/solucién. 81 Asimismo, como se mostré en el Capitulo 4, existe un maximo de
energia en dicho perfil que corresponde al estado donde el péptido se encuentra en el centro de

la bicapa. El esquema del modelo se ilustra en la siguiente Figura:

AG‘T AGins = AGads + AGact

AGins
AGact

\ 4

z (nm)
AGad

Y

Figura 6.1 Esquema del modelo energético para el proceso de insercion de Rg en una bicapa, donde AGins, AGygs ¥ AGyer sOn
los valores de energia libre para el proceso de insercion, adsorcion y activacion, respectivamente.

Este modelo sostiene que la velocidad de transporte a través de la membrana estd
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gobernada por AG;,s. A su vez, esta ultima variable se define como AG;,;=AGuys + AGye,
donde AG,y; es la energia de adsorcién del péptido y AGy; es el costo energético asociado a la
formacién del estado de transicidn del proceso de insercién del péptido. Por ello, la expresién

general es:

—AGijyg

v=o.e K . [pArg|pux 6.1)

donde « es una constante con unidades de 1/tiempo y [ pArg|p.x €s la concentracién de pArg en

el bulk (o seno de la solucion).

En la Figura 6.2 se muestran los perfiles de energia libre para cuatro condiciones de
densidad de carga negativa en la membrana, esto es, sistemas donde las bicapas tenian 0, 10,
30 0 50% de DOPG. Tal como ya fue discutido en el Capitulo 4, la molécula de Rg por su
cardcter policatidénico requiere atravesar una gran barrera energética para alcanzar el centro
de una bicapa neutra de DOPC. Esto puede observarse en la curva azul de la Figura 6.2 (0%
PG), para la cual tanto AG,,;; como AG;,s resultaron valores positivos. Si se contrasta este
petfil con el presentado en color negro (bicapa con 10 % PG) claramente se puede observar que
la presencia de un bajo porcentaje de lipido aniénico disminuyé AG,y;,, haciendo de éste un
proceso favorable. Este efecto resulté aiin més pronunciado en los casos de 30 y 50% de PG
(curvas roja y verde, respectivamente), donde el pozo energético aumentd proporcionalmente

con el porcentaje de lipidos aniénicos en la bicapa.

Las principales causas de este minimo de adsorcidn es la interaccion electrostética
favorable entre la carga policatidnica de Rg y las cargas anidnicas de la membrana. Para mayor
claridad, la Tabla 6.1 colecta los valores de AGgy, AGiys v AGyy, de los perfiles de energia

libre presentados en la Figura 6.2.

Acorde al modelo presentado en la Figura 6.1, dado que AG;,;; equivale a la suma de
AGyer y AGgys, cualquier factor que produzca una disminucién en alguna de estas dos dltimas
variables, reducira el valor de AG,,;, lo cual finalmente se traduce como un aumento de la
velocidad de insercién de la pArg en la bicapa (Ecuacién 6.1). A simple vista, las curvas de

energia libre demuestran que el aumento progresivo de la especie anidnica en la bicapa produce
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Figura 6.2 Perfiles de energia libre para el proceso de insercion de Ry en bicapas DOPC-DOPG, con porcentajes de DOPG
crecientes: 0 (azul), 10 (negro), 30 (rojo) y 50 % (verde).

% PG  AGui AGis  AGgy (kJ/mol)

0 1743 14445 14445
10 -27£3 12544 15244
30 -50£4 80+5 12945
50 -61£4 37+£3  99+t4

Tabla 6.1 Valores de energia libre extraidos de las curvas presentadas en la Figura 6.2 para los procesos de adsorcion (z ~ 2,5
nm), insercion (z = 0 nm) y activacion (AG ), de Ry en una bicapa de DOPC-DOPG.

Zcentro —Zhulk

un desplazamiento de la curva de energia libre hacia valores més bajos de energia. Es decir,
hubo una reduccion general en la energia de insercién dada por la disminucion en las energias

de adsorcién y de activacion.

Sin embargo, estas variables no sufrieron modificaciones proporcionales. En términos
porcentuales, mientras que AG;,s sufrié una reduccién del 74 % al pasar de una bicapa neutra
(0%PG) a una cargada (50 %PG), se encontré que AG,y; se redujo en un 77 %, y AGgs tan
s6lo lo hizo en un 31 %. En base a estos resultados, se podria afirmar que el aumento en la
velocidad de traslocacion se encuentra dado principalmente por la disminucién en la energia de
adsorcién. Un estudio experimental realizado sobre vesiculas aniénicas sugiere que las pArg
podrian utilizar un mecanismo de internalizacién en dos pasos, donde inicialmente se establece
una atraccion electrostética que resulta rapida, no especifica y relativamente débil; seguido de
una interaccién no electrostitica que es fuerte, especifica y representa el cuello de botella del

proceso. 194
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En la Figura 6.3 se muestran graficamente las tendencias discutidas, donde se puede
observar que la pendiente menos pronunciada en los graficos de energia libre vs %PG, corres-
ponde a AG,;, poniendo de relieve la poca dependencia de este parametro con la densidad de
carga negativa. Por el contrario, AG;,; y AG,4s presentan pendientes semejantes y pronunciadas,
manifestando una fuerte correlacién con la densidad de carga negativa, asi como entre ellas.
Esto mismo se corresponde con el hecho de que la densidad de carga negativa también afect6
a la energia de activacion, que en efecto redujo su barrera, pero de una manera bastante mas

atenuada con respecto a la energia de adsorcién (menos de la mitad de reduccidn).

200 T T T T
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= 100} -4
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Figura 6.3 Grdficos AG vs %PG para los procesos de adsorcion, activacion e insercion de Ry en bicapas mixtas de DOPC-DOPG
con concentraciones variables de PG entre 0'y 50 %.

Otra observacion relevante fue que el péptido Rg se insert6 en la bicapa a través de un
poro hidrofilico, de manera tal que sus cargas fueron apantalladas efectivamente por los lipidos
aniénicos reclutados dentro del poro, lo cual se hace notable en la disminucién del costo de
insercién con el aumento de la densidad de carga negativa. En este sentido, tal como se demostré
en capitulos anteriores, las pArg al adsorberse sobre una membrana lipidica pueden producir
una reestructuracion en dicha zona e inducir una curvatura negativa, que eventualmente induce
poros hidrofilicos.

Finalmente cabe destacar que existe un desplazamiento del minimo energético en los
perfiles de AG a medida que aumenta la densidad de carga negativa. La atraccién electrostatica
que se establece entre la creciente concentracién de lipidos cargados en la hemicapa distal de la
membrana y Rg, eventualmente produce que la pArg se aloje mas profundamente en el interior

de la bicapa.
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6.2. Elefecto CPP de Rg: ;cuanto cuesta transportar una molécula

hidrofilica a través de la membrana?

Dada la vasta aplicacion de las pArg como vehiculos transportadores de diversos cargos
(moléculas o nanoparticulas), el siguiente paso en esta tesis fue estudiar el rol de la densidad de
carga negativa sobre el transporte de una molécula hidrofilica mediado por Re. Para realizar una
primera evaluacién sobre el proceso, se escogié como cargo una poliglicina (Gg) constituida por
nueve aminodcidos de Glicina cuya estructura secundaria se considera como un ovillo al azar.
El analisis inicial consté de una cuantificacion del efecto del cargo sobre el costo de insercion
en el centro de una bicapa de DOPC-DOPG 50:50. Se eligi6 esta condicién inicial dado que fue

la condicién mas extrema analizada anteriormente.

El anélisis de los costos energéticos requeridos en este proceso de transporte fue realizado
de manera semejante al de Ry: simulaciones US con campo de fuerza de Martini. Para el caso
de R9Go, la definicién de la CV fue consistente con el estudio realizado sobre Rg: la distancia z
entre COMg, y COMp;cqpa- Esto permitié la comparacién directa con los perfiles obtenidos para

Ry. En el caso de Gy, la CV se definié como la distancia z entre COMg, y COMp;cqpa-

En la Figura 6.4 se presentan los perfiles de AG vs z para Rg, Gg y el complejo R9Gg. En
primer lugar, cabe resaltar la presencia de un minimo de energia en las cercanias de la interfase
agua/bicapa, que s6lo puede ser evidenciada cuando Rg estd presente en la secuencia peptidica,
esto es, Rg 0 RgGg. Los valores de AG,,, para Rg y RgGy fueron similares dado que en ambos
casos coincidian las caracteristicas eléctricas del sistema: misma densidad de carga negativa en
la bicapa, e igual carga en el péptido dada la presencia de Rg en ambos péptidos. El valor nulo
para AG,,, encontrado en el caso de Gg es esperable, considerando que el péptido es neutro.
Estos primeros resultados nuevamente ponen de relieve el efecto favorable de la interaccion

electrostdtica entre las cargas opuestas de pArg y los lipidos que constituyen la bicapa.
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Figura 6.4 Perfiles de energia libre para los procesos de insercion Ry (azul), Gy (verde) y el complejo RyGyg (rojo), en una bicapa
de DOPC-DOPG 50:50.

La insercion del péptido Gg muestra un crecimiento energético monoténico al trasladarse
desde la solucion hacia el interior de la bicapa. Al comparar AGj,; = 220 kJ/mol para Gy, con
AG;,s = 60 kJ/mol para R9Go, se logra explicar la calidad de CPP de Rg: existe una diferencia en
AG;,s de ~160 kJ/mol entre ambos péptidos, siendo mas favorable la insercion para el complejo
que contiene la pArg. Esto se puede circunscribir al hecho de que, a diferencia de Ry, al no
haber una fuerte componente electrostética entre Gg y la bicapa, por un lado no existe una
preconcentracién interfacial del péptido y, por otro lado, la componente entdlpica del proceso

también se modifica al no existir interacciones entre la cadena lateral de glicina y los lipidos.

Mis atn, realizando un andlisis visual de las dindmicas moleculares, se observé que
Gy logré insertarse en la membrana tras aplicar cierto estrés mecanico sobre la misma para
atravesarla. Esto se muestra graficamente en la Figura 6.5, donde se presentan los perfiles
de densidad de carga en funcién de z. En la Figura 6.5.a se puede apreciar que cuando Rg
se encuentra en el centro de la membrana, se genera un poro hidrofilico evidenciado por la
presencia de las cabezas polares del DOPG tapizando la superficie del poro. Comparativamente,
en la Figura 6.5.b, se puede observar que la curva roja (correspondiente a los lipidos de DOPG)
presenta un corrimiento hacia el interior de la bicapa, sefialado mediante la flecha negra, pero no
se observa presencia de cabezas polares en el centro de la bicapa. Este desplazamiento representa
la deformacién de la bicapa efectuado por la insercién de Gg, que inicialmente se encontraba
en el compartimento derecho. Sin embargo, este desplazamiento no gener6 un poro hidrofilico,

sino que el péptido se insertd en el centro de la bicapa mediante un defecto hidrofébico.
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Figura 6.5 (a) Perfil de densidad de carga en funcion de la distancia z, cuando Ry se encuentra ubicado en el centro de la bicapa
de DOPC-DOPG 50:50. Las curvas representan la densidad de carga de DOPG (roja), Ry (verde) y los iones sodio y cloruro
(azul). En el fondo del grdfico se presenta esquemdticamente la ubicacion de Ry (amarillo) en la bicapa cuyas cabezas polares
se representan en verde (DOPG) y rojo (DOPC). (b) Perfil de densidad de carga en funcion de la distancia z, cuando Gg se
encuentra ubicado en el centro de la bicapa de DOPC-DOPG 50:50. Las curvas representan la densidad de carga de DOPG
(roja), Gg (verde) y los iones sodio y cloruro (azul). En el fondo del grdfico se presenta esquemdticamente la ubicacion de Go
(naranja) en la bicapa.

La prueba fehaciente de la funcién CPP de Rg se puede analizar evaluando si la barrera
energética de insercién del péptido hidrofilico Gy se reduce al ser quimicamente enlazado a Rg.
En efecto, al cotejar AG;,; para Gy y su complejo con Ry, una indudable reduccién de ~160
kJ/mol en la barrera energética demuestra que la pArg facilita (y acelera) la incorporacién de la
molécula hidrofilica en la bicapa. En otras palabras, el alto costo energético de incorporacién
del péptido neutro Gy en la bicapa anidnica seria compensado, al menos en parte, por la energia

de adsorcién favorable asociada a la presencia de Rg.

A modo comparativo, en la Figura 6.6 se presentan los renderizados de la estructura del
poro generado por los distintos péptidos: mientras Gg se inserta en la membrana mediante un
defecto hidrofébico, tanto Rg como su complejo con Gy presentan poros hidrofilicos, tapizados

principalmente por los lipidos aniénicos.
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Figura 6.6 Illustracion esquemdtica de la estructura del poro generado por cada péptido: mientras que (a) Ry (color amarillo)
y (b) su complejo con Gg (color azul) se insertan mediante un poro hidrofilico, la pGly (c) Gy individual se inserta en la bicapa
a través de un defecto hidrofobico. A modo general, en color verde se muestran las cabezas polares de DOPG, en rojo las de
DOPC, y en gris las colas hidrofébicas de ambos lipidos.

Se concluye esta seccién con una observacion respecto al sistema con el complejo RoGy.
Una vez que Ry se ubicé en el centro de la bicapa, se observo que Gg rapidamente fue expulsado
hacia la solucién acuosa del compartimento inferior, tal como se muestra en la Figura 6.7. Esto
se explica a la luz de lo expuesto para el caso de Ro: dado que la pArg recluta lipidos aniénicos
dentro del poro y que Gog es una especie neutra, no existen fuerzas electrostaticas favorables que
estabilicen a la pGly dentro del poro, por lo que se ubica preferencialmente hacia la solucién.

Nuevamente en solucion adquiere los grados de libertad que dentro del poro no tenfa.

Figura 6.7 llustracion esquemdtica de la estructura del poro generado por R9Gy. Se puede que mientras Ry (amarillo) se encuen-
tra en el centro hidrofobico de la bicapa, Gg (azul) se ubica hacia la solucion acuosa. En color verde se muestran las cabezas
polares de DOPG, en rojo las de DOPC, y en gris las colas hidrofébicas de ambos lipidos.
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6.3. Influencia de la carga superficial anionica de la bicapa sobre

el transporte de RoGyg

En las secciones anteriores se discuti6 la relevancia que adquiere la densidad de carga
negativa frente a la carga catidnica de Rg, y cémo ello favorece el proceso general de insercién del
péptido. Posteriormente, también se comprobd que esta misma pArg, de la cual es ampliamente
reconocida su accién como CPP, actuaba como un catalizador del proceso de insercién del
péptido hidrofilico Gg. En funcién de estos resultados surgi6 el interrogante sobre cuél seria el

efecto de la densidad de carga negativa sobre el transporte del complejo RgGy.

Para llevar a cabo el estudio se procedié de manera similar a lo expuesto en la seccién
anterior, no obstante aqui la variable fue la densidad de carga negativa. La CV nuevamente
fue definida como la distancia en el eje z entre COMg, y COMy;cqpq. Al sistema ya evaluado
que contenia 50 % DOPG, se le agregaron dos sistemas que representan nuevas condiciones
de densidad de carga: una bicapa netamente constituida por DOPC (0 % PG), y otra de DOPC-
DOPG con 30% PG.

200 T T T T T

— R9G9-0%PG |7
*— R9G9-30%PG |
*— R9G9-50%PG

150

5100

50

AG (kd/mol

z (nm)

Figura 6.8 Perfiles de energia libre para los procesos de insercion del complejo RyGg para concentraciones crecientes del lipido
anionico en la bicapa de DOPC-DOPG: 0% (azul), 30 % (rojo) y 50 % (verde) de DOPG.

En la Figura 6.8 se muestran los perfiles obtenidos para las tres condiciones de den-
sidad anidnica evaluadas. A primera vista, los resultados muestran tendencias similares a las
observadas en los sistemas previamente evaluados, para AG,y,: al aumentar la concentracién

de DOPG en la membrana desde 0 a 30 %, aparece un minimo de adsorcién sobre la interfase
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lipido/solucién, que posteriormente se acentia levemente para 50 %PG. M4s atin, con el aumento
de la densidad de carga negativa se puede observar un leve corrimiento del minimo de adsorcién

hacia menores valores de z, es decir, hacia el centro de la bicapa.

Por otra parte, existe una reducciéon en AG;,; de ~115 kJ/mol, entre la bicapa neutra y la
membrana con 30 % de PG. Sin embargo, al comparar esta misma variable entre las bicapas
con 30 y 50% PG se observaron valores similares, lo cual disiente con los resultados obtenidos
para el CPP sélo. Es decir, un aumento de la densidad de carga negativa mas all4 del 30 % no
generd una mejoria (aumento) significativa en la velocidad de insercién del complejo RyoGo.
Existen varios factores involucrados en este proceso que podrian dar explicacidn a este resultado.
Una vez que el complejo se encuentra inserto en la bicapa, es posible que la presencia de Gy
evite que Rg interactie de manera efectiva con la bicapa, es decir, generarfa una reduccién
de los contactos efectivos entre Rg y las cabezas polares de DOPG en el poro hidrofilico. De
esta manera, el efecto favorable de la electrostética se veria disminuido por Gg. Otra hipétesis
factible es el efecto membranotrdpico'® que ejerce Gg sobre los lipidos: el hecho de insertar
una macromolécula de mayor tamafio en la bicapa, introduce mayor desorden de los lipidos
(mayor entropia), a una misma contribucién entalpica favorable dada por las interacciones
electrostaticas entre Ry y DOPG. M4s atn, otro aspecto importante es que el confinamiento
impartido sobre Gg al encontrarse en el interior del poro hidrofilico, genera una pérdida de
grados de libertad conformacionales en el péptido, que contribuiria al aumento de la barrera

energética del proceso de insercion.

A modo de resumen, la conjuncién entre la adsorcion favorable de Rg y la insercién
desfavorable de Gy hacen de este proceso un término medio entre los correspondientes a
cada péptido por separado. Es decir, la interaccion electrostatica que se establece entre las
especies cargadas (Rg y DOPG) actia como fuerza impulsora de la insercién, generando un
poro hidrofilico a través del cual el complejo RgGy logra insertarse en la bicapa. No obstante, la
ausencia de carga en Gy junto con el mayor tamafio del complejo, hacen que el proceso sea mas

COStoso.
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6.4. Influencia del tamaiio del cargo sobre el transporte mediado

por Ro

Hasta el momento, el potencial de las pArg como CPPs ha sido ampliamente explotado
en aplicaciones tales como el drug delivery, la terapia génica y el tratamiento del cancer, 61-196-198
En este contexto, estos péptidos han sido conjugados con cargos de naturaleza diversa: lipo-

201

somas cargados con drogas (paclitaxel ' o doxorrubicina®), guantum dots,?*! péptidos,2°?

203 nanoparticulas metélicas,?** ARN, 20329 flyoréforos. 20’20 Nétese que cada uno

proteinas,
de ellos presenta diferencias en cuanto a sus caracteristicas quimicas y fisicas, esto es, tamafio,
carga eléctrica, hidrofobicidad, forma, entre otras. Dichas propiedades impactan directamente

sobre el mecanismo y la calidad del transporte de las pArg.

Este apartado se enfoca en caracterizar cuantitativamente cémo las propiedades del cargo
modulan el transporte asistido por la pArg Ry, a través de una bicapa lipidica. Con este objetivo,
se disefid una poliglicina lineal con 31 residuos, G31, que triplicé en largo a Gg, y mantuvo su
estructura al azar. Es decir, la variable a evaluar en este caso es la masa molecular del cargo.
Nuevamente se realizaron los cédlculos de energia libre mediante US, pero se definieron dos
CV distintas respecto a G3;: la distancia en el eje z entre (a) el centro de masa de la bicapa
y el de G31, y (b) el centro de masa de la bicapa y el extremo de G3; (posiciéon del primer
aminodcido). Para estos sistemas se decidi6 utilizar una bicapa con densidad de carga intermedia
(DOPC-DOPG 70:30), ya que como fue expuesto en la seccién anterior, aumentar la densidad
de carga aniénica en la bicapa mas alld del 30 % de DOPG no generd mejorias significativas en

la velocidad de insercién del complejo RoGo.
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Figura 6.9 Perfiles de energia libre para los procesos de insercion de Ry y Gz en una bicapa de DOPC-DOPG 70:30. En verde
se muestra el perfil de energia libre para la variable colectiva definida como la distancia en el eje z entre el centro de masas de la
bicapa y el centro de masa de Gz1 (COM-COM). En rojo se muestra el perfil de energia libre para la variable colectiva definida
como la distancia en el eje z entre el centro de masas de la bicapa y el extremo de Gz; (COM-extremo). En cian se presenta el
perfil de energia libre para RyGs3y, donde la variable colectiva fue definida en funcion del centro de masas del complejo RyG3; y
el centro de masas de la bicapa. En azul se muestra el perfil de energia libre para Rg cuya variable colectiva fue definida como
la distancia en el eje 7 entre el centro de masas de la bicapa y el centro de masa de Ry.

A partir de los resultados exhibidos en la Figura 6.9 y, comparativamente con los
presentados en la Figura 6.8, se desprenden varios aspectos interesantes respecto al transporte
de dichas macromoléculas. Para mayor claridad, en la Tabla 6.2 se listan los valores de AG para

las dos pGly, sus complejos con Rg, y la pArg sola.

AG (kJ/mol) Gg RgGg G31 RgG31 Rg

AGins 22047 6546 20047 22046 80+5
AG s 2044 5044 0+1 7743 -50+4
AG et 22046 11546 20045 30745 12945

Tabla 6.2 Valores de energia libre extraidos de las curvas presentadas en la Figuras 6.8 y 6.9 para los procesos de adsorcion (z
~ 2,5 nm), insercion (z = 0 nm) y activacion (AGaer = AGegtado de transicin - DGads), en una bicapa de DOPC-DOPG 70:30.
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Figura 6.10 Renderizados que muestran la formacion de un poro hidrofébico tanto para (a) Go, como para (b) G3j.

En primer lugar, al comparar las energias de inserciéon de las pGly en ausencia de la
pArg, se encontré que tanto Gy como G3; requieren gastos energéticos de insercion similares.
Dichos valores de AG;,,s se pueden asociar al costo de apertura del defecto hidrofébico a través
del cual se insertan ambas pGly, como puede visualizarse en la Figura 6.10. Ademads, este mismo
hecho explicé la diferencia en AG;,; entre las pGly y la pArg, ya que esta tltima se insertd
formando un poro hidrofilico. Nétese que la Tabla 6.2 recoge los valores de AG para G3; cuya

CV fue definida como la distancia z entre el centro de masa de la bicapa y el extremo de Gs;.

En este punto adquiere relevancia la definicién de la CV que se utiliz6 para G3; en
cada caso. En ambos sistemas, Gj3; present6 una estructura globular tanto en solucién como
al encontrarse en contacto con la interfase lipidica, tal como se muestra en la Figura 6.11. Sin
embargo, al intentar penetrar en la bicapa, el péptido que fue empujado desde su centro de
masas (G3; COM-COM), el mismo produjo una deformacion elastica de la misma, lo cual se
tradujo en una elevada barrera energética: AG;,; ~ 320 kJ/mol; 120 kJ/mol mis elevada que al
empujar el péptido desde el extremo (G3; extremo). Esta diferencia entre ambos sistemas se
logra explicar, al menos en parte, al observar en la Figura 6.11 (COM-extremo, parte inferior
derecha) que el extremo de G3; penetra en la bicapa, facilitando a posteriori la insercién del resto
del péptido en el defecto hidrofébico. En cambio, la forma globular de Gz; COM-COM gener6
una deformacién de la membrana que produjo un gran aumento en AG;y;, sin lograr finalmente
insertarse en la misma. Se puede concluir que la forma en que se defini6 la variable colectiva

produjo diferencias en la forma en que G3; interactud con la bicapa y esto eventualmente
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impact6 en el perfil de energia libre que se obtuvo en cada caso.
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Figura 6.11 Renderizados de la estructura del péptido G3\ donde se compara la forma en que interactiia con la bicapa en funcion
de la definicion de la CV: a la izquierda la CV fue COMy;.-COMg,,, mientras que a la derecha fue COMy,.-extremo de G3. Cabe
destacar que el péptido en solucion tiene una disposicion espacial tipo globular.

Como se presentd en la seccion anterior, la pArg ejercié un efecto catalizador sobre
la pGly Gy, ya que el complejo presentd una barrera de insercién 70 % menor a la de la
pGly individual (ver Tabla 6.2). En consecuencia, se procedi6 a evaluar si este efecto podria
extrapolarse a la pGly de mayor peso molecular, G31. En este caso se obtuvieron magnitudes de
AG;,s comparables tanto para la pGly individual como para su complejo con Ro, a partir de lo
cual se advierte que esta tltima no facilité el transporte del cargo a través de la membrana. Si se
discriminan los distintos componentes energéticos del proceso se puede observar que mientras
AG,y; es similar para RgGy y RgG3; (para igual densidad de carga en la membrana), los valores
de energia de activacion de cada proceso difieren ampliamente entre si: AG,.; para RgGs; casi

triplica el valor de AG,, para R9Go, lo cual es consistente con el mayor tamafio del complejo.
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6.5. Conclusiones parciales

En base a los resultados expuestos en este capitulo, queda claro que, en general, la
energia de insercion de la pArg individual resulté menor que la de sus complejos con pGly.
Esto se encuentra respaldado por observaciones experimentales in vitro realizadas por Maiolo
et. al.,”'" en las que se evidenci6 una reduccién general en la eficiencia de internalizacién de
los complejos pArg-cargo con respecto a las pArg individuales, lo cual es consistente con los

valores de AGj,; presentados en esta tesis.

En cuanto al proceso de adsorcién, se encontrd que la entidad catiénica Rg introduce una
interaccién electrostatica favorable con la bicapa aniénica, que finalmente controla el proceso de
unién de los complejos Rg-pGly. No obstante, esta energia de adsorcién favorable no resulté ser
el factor determinante en el transporte de las pGly, ya que el aumento en la densidad de carga
aniénica en la bicapa (6~ ) no produjo una reduccién en la barrera de insercién, al menos en el

caso de RgGg.

Por otro lado, el aumento del tamafio del cargo (Gg vs G31), resultd un factor negativo
respecto a la insercién del complejo en la bicapa. En otras palabras, mientras que Rg ejercié su
efecto CPP sobre la pGly de menor tamafio, no modific6 considerablemente la barrera energética
de insercién en el caso de G3;. Sin embargo se debe tener en cuenta que el presente estudio
se centr6 en el andlisis de la insercién del complejo asociado a una tnica pArg (concentracién
de Rg constante). En este sentido, Park et. al. observaron una correlacion directa entre la
concentracion superficial de Rg en nanoparticulas poliméricas que transportaban ARN, y la

localizacién intracelular de este dltimo. 2%
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Efecto de las propiedades mecanicas
de bicapas lipidicas sobre el proceso de

adsorcion/insercion de Ry

En este capitulo se discute como la fluidez de distintas membranas modelo modula
la interaccién con la pArg KRoC. Especificamente se estudiaron tres modelos de membrana:
monocapas, vesiculas unilamelares grandes (LUVs) y gigantes (GUVs), analizando diferentes
composiciones lipidicas. En monocapas, se analizaron las caracteristicas morfoldgicas de cada
mezcla lipidica, asi como su respuesta ante la inserciéon de KRgC. En LUVs se realiz6 un
seguimiento temporal del potencial zeta en funcién de la concentracion bulk creciente de la pArg.
De esta manera, se realizé una evaluacidn sobre cémo las propiedades de las vesiculas modulan
la interaccién con el CPP. En el caso de las GUVs, se realizé un andlisis de las fluctuaciones de
la membrana a concentraciones crecientes de KRoC. Asf se determind la influencia de la pArg

sobre la estabilidad de las bicapas.

En conjunto, los resultados presentados en este capitulo plantean otro aspecto relevante

del proceso de traslocacion de Ro: las propiedades mecdnicas de la membrana blanco.
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7.1. Adsorcion de KRyC sobre LUVs: analisis del potencial zeta, {

Las vesiculas unilamelares son sistemas ampliamente utilizados como modelos para
estudiar la interaccién péptido-lipido. Mds precisamente en esta tesis fueron utilizadas para
estudiar la afinidad de la pArg KRoC por bicapas lipidicas aniénicas con diferentes propiedades
mecénicas. Para ello se sintetizaron LUVs de dos composiciones diferentes: una de las mezclas
consistié en DOPC-DOPG 50:50 y la otra en DPPC-DOPG 50:50. El objetivo detrds de dichas
composiciones fue obtener vesiculas con una misma densidad anidnica superficial pero con
propiedades mecdnicas distintas, ya que la presencia de un lipido zwitteriénico saturado (DPPC)
genera mayor rigidez en la membrana que cuando el fosfolipido tiene ambos grupos acilo
insaturados (DOPC). Esto se debe a que las cadenas hidrofébicas de los lipidos saturados, por
su disposicién espacial, establecen interacciones de Van der Waals mds efectivas, por lo tanto,

definiendo un ordenamiento lateral mas compacto en la membrana.

Al dispersar una particula cargada en una solucién acuosa, se desarrolla una doble capa
eléctrica sobre su superficie.?!! La primera capa que rodea a la particula consta de iones de
carga opuesta a la particula (capa de Stern). A continuacion, se localiza una segunda capa, donde
los iones pueden difundir con mayor libertad, por lo que se denomina capa difusa. Sobre esta
ultima se define una frontera imaginaria denominada plano de deslizamiento (a ~ 0,2 nm de la
superficie de la particula),?'? que divide el solvente que migra con la particula del solvente que
permanece en reposo. La diferencia de potencial en este plano respecto al del seno de la solucién
se denomina potencial zeta o electrocinético, ya que la particula responde al campo eléctrico
externo de acuerdo al potencial en ese plano.?!3 De esta manera, la técnica permite obtener
informacién sobre la movilidad electroforética de las particulas en solucién que migran hacia el

electrodo de carga opuesta, y a partir de ésta determinar el { mediante ecuaciones adecuadas.

En esta tesis, se utilizé esta técnica para evaluar la existencia de una interaccion favorable
entre la pArg y las vesiculas aniénicas. En principio, la carga catidnica del péptido estableceria
una interaccion electrostatica con las membranas compuestas por lipidos aniénicos, por lo que
el uso de { como una medida de la afinidad de KRoC por la vesicula seria adecuado, ya que la
movilidad electroforética inicial de las vesiculas deberia verse alterada tras la adsorcidn/insercién

del péptido y esto se veria reflejado en el valor del potencial §.
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Para poder medir el pardmetro en cuestion, se adicionaron volimenes de KRy9C a una
alicuota de suspension de LUVs de 100 nm de didmetro, de manera tal que se alcanzaran
concentraciones de 1; 2,5; 5 o 10 uM. Posteriormente, se registraron dos medidas de potencial

{ por cada muestra, siendo el resultado mostrado en la Figura 7.1.a el promedio de estas + SE.

El eje x de la Figura 7.1.a representa la relacion péptido/lipido, para lo cual se cuantificé
la cantidad de lipido presente en la muestra final de cada medida utilizando el método de
Bradford explicado en el Capitulo 3. En primer lugar, la figura evidencia que la presencia de
la pArg efectivamente produjo una alteracién del { de las vesiculas, independientemente de la
composicién de las mismas. Mds precisamente, el potencial { fue mas positivo para las muestras
en presencia de mayor concentracién de péptido. Esto indica que KRgC se adsorbi6 sobre la
superficie de las vesiculas. Este resultado confirma lo anteriormente discutido en el Capitulo 5
en el cual se demostré que KRoC se adsorbié en monocapas anidénicas de DMPG. Asimismo, en
el Capitulo 6 los estudios in silico evidenciaron que Ry se adsorbi6 favorablemente (AG,;; <0)
cuando la bicapa lipidica contenia al menos 10 % de DOPG, mientras que no existi6 adsorcién

espontdnea cuando la bicapa era neutra.

En pos de una comparacién mas eficaz entre mezclas, en la Figura 7.1.b se muestran
los resultados de ¢ en funcion de la relacién P/Ly /5, es decir, la relacion péptido/lipido que
genera la mitad de la respuesta total en . Para la relacién P/L; /,, se consider6 la concentracién
absoluta de lipido en masa (ver método de determinacién de lipido total en Capitulo 3, seccién
4.1). Como se puede observar, las vesiculas de DPPC-DOPG presentaron menor P/L; /, que las

de DOPC-DOPG.
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Figura 7.1 (a) Curvas de potencial zeta (§) en funcion de la relacion P/L para las mezclas de DOPC-DOPG (azul) y de DPPC-
DOPG (rojo). (b) Relacion P/L, ;, para DOPC-DOPG 50:50 (azul) y de DPPC-DOPG 50:50 (rojo).
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En general, se propone que la adsorcién e insercion de proteinas cargadas a vesiculas
con carga opuesta se lleva a cabo en dos etapas.?!'* En la primera, la fuerza impulsora es la
interaccion electrostitica que deriva en la neutralizacién de la zona de contacto.?'> La segunda
etapa involucra interacciones hidrofébicas y/o puentes de hidrégeno, e incluso una ruptura
significativa de la membrana. De acuerdo con esta premisa, los resultados reportados aqui
describen la primera fase de unién del péptido a la vesicula, que corresponden a la atraccién

electrostatica que neutraliza la carga aniénica de las vesiculas.

Estudios realizados sobre la interaccién de péptidos catiénicos con membranas lipidicas,
demuestran que el { de LUVs anidnicas se volvié menos negativo, o incluso positivo, a medida
que la relacién P/L aument6. Especificamente, Takechi et al obtuvieron una tendencia similar
a la presentada en la Figura 7.1.a, incluso con valores de potencial similares para cada P/L al
estudiar la adsorcién de una pArg de mayor tamafio que KR9C sobre vesiculas anidnicas de
composicién mds compleja.2'® Una evaluacién andloga fue realizada con otra pArg alcanzando
resultados similares: las vesiculas de PG adquirieron valores de { progresivamente menos

negativos a medida que se increment6 la relacién P/L.!7

Para constatar la estabilidad de las vesiculas frente al agregado del péptido, se realizaron
mediciones por dispersién dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés), reproduciendo las
relaciones P/L a las cuales se midi6 {. En la Figura 7.2 se presentan los gréficos de distribucién
de tamafio de las vesiculas para ambas mezclas a concentraciones crecientes de KR9C. En
ambos casos, el incremento de la concentracion de KR9C mantuvo las estructuras iniciales de
~100 nm de didmetro, es decir, las vesiculas de ambas mezclas resultaron estables frente a la

presencia del péptido.
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Figura 7.2 Grdficos obtenidos mediante DLS para las mezclas DOPC-DOPG y DPPC-DOPG a relaciones P/L crecientes. Estas
curvas evidencian la presencia de LUVs de didmetro ~100 nm, en todo el rango de concentracion de KRyC evaluado.

7.2

Interaccion de KRyC con monocapas lipidicas

Para poder profundizar sobre el comportamiento de ambas composiciones respecto a la

interaccion con la pArg, se realizaron experimentos en monocapas que fueron realizados por el

Dr. Crosio, miembro activo del grupo de Biofisica bajo la direccién de la Dra. Natalia Wilke.
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8 como en monocapas?!'%2%0, las mez-

Estudios previos aseguran que tanto en bicapas?!
clas de PG y PC saturadas no presentan separacién de fases siempre y cuando (a) ambos
lipidos contengan grupos acilos idénticos en longitud (ej. palmitoil en DPPC y DPPQG), y (b)
se encuentren en ausencia de iones complejantes en el medio (ej. el calcio).?'® En principio,
la miscibilidad de esta mezcla estaria favorecida por la interaccién puente de hidrégeno entre
las cabezas polares de dichos lipidos (especificamente entre grupos fosfato e hidroxilo), y por
la repulsion electrostatica entre los grupos polares de PG, que disminnuye al diluirse en la PC.
Ante la presencia de cationes complejantes estas interacciones disminuyen y se ve favorecida la

separacion de fases. Tal fue el caso registrado por Koppenol et. al, en el cual el agregado de

calcio en la subfase acentué la separacién de fases en monocapas mezcla de DPPC-DOPG. ??!
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Figura 7.3 Grdfico de ALl vs Iy para las monocapas puras de DPPC, DOPC, DOPG, y de las mezclas DOPC-DOPG y DPPC-
DOPG. Estas curvas representan los valores de cut-off para KR9C, es decir, la mdxima presion lateral a la cual el péptido se
incorpora en la monocapa. La region del grdfico de color celeste seiiala las condiciones comparables con bicapas.

Los resultados obtenidos se graficaron como curvas AIT vs I'ly, donde el valor cut-off
es la extrapolacion al eje de coordenadas, es decir, el valor de Iy para el cual AII =0, y se
entiende como la presién superficial a la cual el péptido ya no ingresa més a la monocapa. En
la Figura 7.3 se presenta dicho gréfico, en el cual se observa que la mezcla de DOPC-DOPG
presentd un valor de cuz-off mayor que la de DPPC-DOPG. Es decir que dicha mezcla permite la
incorporacién de péptido a mayores I 1, lo cual resulta razonable dada su mayor fluidez. M4s atin,
se debe destacar que las mezclas de fosfolipidos presentaron un efecto sinérgico que favorecié

la incorporacién del péptido en las mezclas respecto a las monocapas puras. En el caso de DPPC
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puro, dada las caracteristicas fisicoquimicas del lipido, la menor presion inicial lograda fue de
13 mN/m. De todas formas, se realizaron otras mediciones a I'1p de 14, 15 y16 mN/m, por lo
que se puede hacer un ajuste lineal y extrapolarlo al valor que se obtendria a 10 mN/m, si se

quisiera comparar con los AIT obtenidos para los otros casos.

En segundo lugar se realizé un anélisis de coexistencia de fases mediante microscopia de
fluorescencia. Para ello se adicion6 un fosfolipido marcado con una sonda fluorescente (Rho-PE)
a la eventual mezcla lipidica en estudio. A continuacidn, se procedié a compactar la monocapa
hasta una presion superficial a la cual la densidad lipidica es similar a la de bicapas, esto es, [ =
30 mN/m. En la Figura 7.4 se muestra la evolucién temporal de las monocapas de DOPC-DOPG
y de DPPC-DOPG a I'ly = 30 mN/m tras inyectar KRoC en la subfase. Notese que ¢ = 0 indica

el estado de la monocapa previo a dicha inyeccidn.

DOPC-DOPG

t = 0min t=15min

DPPC-DOPG

t = 30min

Figura 7.4 Micrografias de fluorescencia de monocapas de DOPC-DOPG (panel superior) y de DPPC-DOPG (panel inferior)
tras inyectar KRy C en la subfase a una concentracion final de 10 UM. Cabe destacar que at = 0 min, el péptido aiin no habia sido
inyectado. Se puede observar que mientras en la monocapa de DOPC-DOPG, prevalece la existencia de fase fluida al término
del experimento (30 min), en la monocapa de DPPC-DOPG se acentud aiin mds la presencia de dominios de fase condensada
(oscura).

Como se puede observar, en el caso de la mezcla DOPC-DOPG, prevaleci6 la existencia
de la fase fluida hasta la finalizacion del experimento (f# = 30 min). Por otro lado, en la mezcla
DPPC-DOPG se registr6 la presencia de dominios desde ¢+ = 0, y se observé un aumento
del porcentaje de area cubierta por fase s6lida (oscura) en el tiempo. En otras palabras, la
interaccidon de KRoC con la monocapa favorecio la segregacion de fases en esta mezcla. Més

aun, al compactar la monocapa en ausencia de péptido, a una I semejante a la Iy a la cual
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se lleg6 tras inyectar el péptido, no se observo un aumento significativo de fase sélida. Esto
significa que el aumento de fase s6lida observado al inyectar el péptido (~25 %), no solo fue
causado por el incremento en la presién debido a la incorporacién del péptido, sino que éste

efectivamente genera en la monocapa regiones compactas donde la sonda no es soluble.

7.3. Analisis morfolégico de GUVs en presencia de KRyC

Se sabe que tanto la curvatura como la tensién de la membrana son factores que influyen
sobre la incorporacién de CPPs en vesiculas.??? En este sentido, las GUVs representan un
sistema modelo caracterizado por una curvatura pequeiia, tensién controlable y una superficie
amplia que puede ser facilmente visualizada mediante microscopia.>?? Asimismo, estas vesiculas
resultan sensibles a los pardmetros ambientales tales como la temperatura, el campo eléctrico,
las restricciones mecdnicas, la modificacion local de su composicién asi como a la insercién
de compuestos exdgenos; siendo todos ellos factores que alteran el equilibrio energético de la
bicapa. 224225
Las bicapas lipidicas sufren fluctuaciones térmicas que deforman la membrana, incluyen-
do el estiramiento y la torsién. Estos mismos pardmetros mecdnicos pueden ser utilizados para
estudiar la interaccién de drogas con membranas lipidicas. Este andlisis se basa en el principio
de que la incorporacién de una molécula externa a la bicapa podria alterar las interacciones
lipido-lipido, es decir, el empaquetamiento lipidico y, eventualmente, las propiedades mecdnicas
de la membrana.?%¢ Con este objetivo, se procedi6 a evaluar el efecto de KRoC sobre la forma
de vesiculas unilamelares gigantes compuestas por DOPC-DOPG 50:50 y por DPPC-DOPG
50:50.

Como se expuso anteriormente, dichas composiciones representan mezclas que se
diferencian entre si por su fluidez. De esta manera, se buscoé identificar como la interaccién del

CPP afect6 la respuesta (fluctuaciones) de vesiculas con propiedades mecénicas distintas.
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DPPC-DOPG DOPC-DOPG
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Figura 7.5 Micrografias de fluorescencia de GUVs. Se presentan vesiculas de DPPC-DOPG (panel izquierdo) y DOPC-DOPG
(panel derecho), sometidas a distintas concentraciones de KRyC: 0 (control); 1; 2,5 y 5 uUM. En cada panel, de izquierda a
derecha, se pueden apreciar tres imdgenes secuenciales de cada vesicula. La escala de ambos paneles equivale a 2 [tm.

En la Figura 7.5 se muestra una vesicula individual de cada mezcla, bajo las distintas
condiciones de concentracion de KRyC. En dicha secuencia temporal, se puede apreciar que
para ambas mezclas se observan fluctuaciones de forma respecto a su control y que las mismas
aumentan con la concentracion. La variacion en la fluctuaciones de las vesiculas es sutil (a
simple vista es dificil determinar si una vesicula fluctia més que otra), por lo cual se realiz6 una
cuantificacién mediante el software Image J. Cabe destacar que las vesiculas colocadas en la

Figura 7.5 son representativas dentro su poblacion.

A partir de las micrografias obtenidas de cada vesicula se realiz6 un andlisis de la forma
de las vesiculas, especificamente, de su relacién de aspecto AR, en un periodo de tiempo (ver
ecuacion en Capitulo 3). Para cada vesicula se obtuvo un valor AR promedio con su respectiva
desviacién estandar (SD), y se procedi6 a graficar dichos datos de SD en histogramas. De esta
manera, se busc6 realizar comparacion de la respuesta poblacional de las vesiculas ante la

presencia de concentraciones crecientes de péptido.

En la Figura 7.6 se muestran los histogramas de la desviacién estdndar de AR para

todas las vesiculas analizadas por cada condicion de concentracién de KRoC. Al observar los
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histogramas se puede apreciar que al aumentar la concentracion de la pArg, en ambos casos
la desviacion estandar se desplaza hacia la derecha. Esto indica un aumento en la fluctuacién
de las vesiculas con la concentracién. Se debe aclarar que sélo se realiz6 un andlisis general
de estos histogramas, ya que para determinar diferencias significativas entre cada condicion se
deberia realizar un test estadistico, para lo cual se necesita mayor cantidad de datos. Ademas,
no se puede realizar una comparacion directa entre los histogramas de ambas mezclas ya que

cada una de ellas debe ser normalizada en funcién de su condicion control.
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Figura 7.6 Histogramas de la desviacion estdndar de la relacion de aspecto, para las concentraciones de KRoC de 0; 1; 2,5y 5
UM. A la izquierda se muestra el histograma para la mezcla DPPC-DOPG, y a la derecha el de DOPC-DOPG. En ambos casos,
en color negro se representa la condicion control, en rojo la condicion con 1 UM, en verde la de 2,5 UMy en azul la de 5 M.

A continuacién se analizé la relacion entre la concentracién de KRoC y la cantidad
de vesiculas fluctuantes. Estas ultimas fueron definidas como aquellas cuya SD es superior al
percentil 95 (P95) de la poblacién menos fluctuante (condicién control), acorde al protocolo
detallado en el Capitulo 3 y anteriormente utilizado en el grupo de la Dra. Wilke.??’ Cabe
destacar que este andlisis se realiz6 independientemente para cada composicién lipidica, es

decir, hubieron dos valores de P95 definidos en funcién de su condicién control.

En la Figura 7.7 se muestra el porcentaje de vesiculas fluctuantes en funcién de la
concentraciéon de KR9C. A modo general, el grafico pone en evidencia que tanto las vesiculas
de DOPC-DOPG como las de DPPC-DOPG son sensibles a la presencia del péptido en el
medio. Es decir, KRgC afecté las propiedades mecdnicas de las vesiculas independientemente
de la composicién. Sin embargo, se pudo observar que la cantidad de vesiculas fluctuantes de
DOPC-DOPG fue levemente superior al caso de DPPC-DOPG, en presencia del péptido. Aqui
cabe aclarar que las vesiculas también fueron expuestas a una concentracion de KRoC de 10

uM, observandose la ruptura de un elevado porcentaje de las GUVs de DPPC-DOPG, razén por
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la cual esta condicién no fue tomada en cuenta para la cuantificacion.

Comparativamente, ambas mezclas presentaron una tendencia creciente de vesiculas
fluctuantes con la concentracién (ver Figura 7.7). Sin embargo, la respuesta de cada mezcla se
puede comprender mejor al correlacionarlas con las descripciones realizadas previamente en
monocapas y LUVs. En el caso de 1a mezcla DOPC-DOPG, dada la prevalencia de la fase fluida
observada en monocapas, la mezcla present6 un valor de cut-off elevado (ver Figura 7.3), razén
por la cual también las LUVs se saturaron a mayor relacién P/L (ver Figura 7.1.a). De forma
contraria, la monocapa mezcla de DPPC-DOPG presenté dominios de fase condensada (ver
Figura 7.4), por lo cual es mds rigida y su valor de cut-off mas pequefio. Asimismo, estos valores
de cut-off explican el hecho de que las LUVs de DPPC-DOPG presentaron menor P/L; /, que
las de DOPC-DOPG (ver Figura 7.1.b). En este sentido, existe evidencia experimental que
sugiere que, por ejemplo, la Penetratina induce la formacién de tiibulos en GUVs que presentan

fase fluida, pero no asf en vesiculas que son mds rigidas. 87228
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Figura 7.7 Porcentaje de la poblacion de GUVs que fluctiian para cada condicion de concentracion de KRyC. El pardmetro
evaluado fue la relacion de aspecto de cada vesicula, es decir, la relacion entre sus ejes mayor y menor. Se evaluaron 15 GUVs
por cada condicion de concentracion en dos experimentos independientes, por lo que el valor representado es el promedio +=SE.
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Se debe tener en cuenta que la forma de una GUV individual se encuentra determinada
por la minima energia de flexién (bending rigidity), dados ciertos volumen, drea superficial y
diferencia de area entre las hemicapas externa e interna (AA). La adsorcion/insercién de un
compuesto exdgeno -como es KRgC- deberia producir un aumento en AA, lo cual altera el
equilibrio energético de la vesicula: se produce un rearreglo de los lipidos de membrana, que
eventualmente genera la destruccién de la vesicula. En ese sentido, la mayor rigidez de la mezcla
de DPPC-DOPG logra explicar la sensibilidad de estas vesiculas a la ruptura. M4s atin, el hecho
de que KRyC promoviera segregacién de fases al interactuar con monocapas de esta mezcla,

incrementa la probabilidad de aparicién de defectos de membrana en los bordes de dominio.

7.4. Conclusiones parciales

El andlisis realizado en este Capitulo permiti6 evaluar la influencia de la pArg sobre las
propiedades mecanicas de dos mezclas lipidicas (DOPC-DOPG 50:50 y DPPC-DOPG 50:50),
en tres modelos de membrana: monocapa, LUVs y GUVs. A la luz de los resultados, queda
claro que la fluidez de la membrana es un factor importante respecto a la deformacién que puede

inducir la pArg.

En suma, los experimentos presentados en esta seccion sugieren que el CPP induce
cambios apreciables en la forma y la rigidez de GUVs de DOPC-DOPG y DPPC-DOPG, los
cuales podrian atribuirse a cambios en las constantes elasticas de la bicapa lipidica. Es importante
ademads destacar que el estudio del efecto de las pArg sobre las propiedades mecdnicas de
bicapas lipidicas continda siendo estudiado en el grupo de la Dra. Wilke. De esta manera, los
resultados presentados en esta seccidén podran adquirir otra relevancia a la luz de los nuevos

descubrimientos.
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Conclusiones Generales
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En la presente tesis se analiz6 la interaccién, incorporacién y posterior traslocacién de
péptidos de penetracion celular a través de membranas lipidicas neutras y cargadas de diferente
composicion. Se utilizaron tanto métodos experimentales como simulaciones computacionales.
En particular, se estudi6 el efecto de los siguientes parametros del péptido y de la membrana

sobre la adsorcidn e incorporacion del péptido en agregados lipidicos 2D:

hidrofilicidad del péptido

potencial trasmembrana y del potencial dipolar de la membrana

carga superficial de la membrana

rigidez de la membrana

Ademais se analiz6 la capacidad de un péptido en particular para atravesar membranas

con cargos de diferentes tamafios.

Los resultados presentados en esta tesis indican que un potencial electrostatico aplicado
a través de una bicapa reduce la barrera energética del proceso de insercion, afectando levemente
la adsorcion de las pArg (Rg y RgW3) en la interfase lipidica. Las pArg son impulsadas a
migrar a través de la membrana a favor del gradiente electrostético debido a que son macroiones
positivos. A su vez, el movimiento del macroion disminuye el potencial trasmembrana del

sistema.

En el contexto del efecto de la electrostitica de la membrana sobre la interaccidn péptido-
membrana, el potencial dipolar resulta ser un pardmetro clave. Los experimentos realizados
con monocapas de dcidos grasos perfluorados e hidrogenados indican que potenciales dipolares
negativos favorecen notablemente la insercién del macroion catiénico. Con respecto a la densidad
de carga superficial negativa dada por la presencia de lipidos aniénicos en la membrana, se
demostr6 que se induce una energia de adsorcion favorable sobre el péptido, con un consecuente
aumento en la concentracion local de péptido en la superficie de la membrana. Sin embargo,
este hecho no correlaciona en todos los sistemas con una insercion m4s favorable de la pArg.
Por un lado, los experimentos con monocapas de DMPG indican que KRyC se adsorbe en
la interface pero no se incorpora en la regién de las cadenas hidrocarbonadas. Por otro lado,

en simulaciones de bicapas con cantidad creciente de PG se probd que una mayor densidad
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anionica hace mas negativa la energia de adsorcién, sin embargo la energia de activacién no

sufre cambios considerables.

En cuanto a la identidad quimica de las especies que forman la membrana, se encontrd
que la presencia del grupo carboxilato favorece considerablemente el proceso de incorporacion
y de traslocacién de la pArg. A esta conclusién se arribé por medio de experimentos con
monocapas y de simulaciones. Esto puede deberse, por un lado, al conocido efecto quelante
del guanidinio de la arginina sobre el carboxilato del dcido graso, y por el otro, al menor costo
entrépico de reorganizar un lipido de una sola cadena hidrofébica con respecto a uno de dos,

cuando el péptido se encuentra dentro de la bicapa.

El estado de fase de la membrana aparece como otro factor de regulacién en la interaccién
y traslocacién de péptidos. Los experimentos preliminares presentados en esta tesis sugieren
que el péptido es capaz de incorporarse mas efectivamente a membranas en estado liquido-
desordenado, mientras que a su vez la capacidad litica del péptido en estas membranas es
menor. Esto puede deberse, por un lado, al menor costo energético requerido para producir
la deformacién de la membrana al ingresar el péptido, y por el otro, a la capacidad de estas
membranas a deformarse sin romperse. A diferencia de las membranas fluidas, las membranas

rigidas son poco deformables, por lo que tienden a romperse con mayor facilidad.

Con respecto a las caracteristicas del péptido se encontrd, como era esperable, que la
adsorcién y la traslocacion se ven favorecidas para péptidos anfipéticos con respecto a los

hidrofilicos.

Se encontré que una molécula de CPP es suficiente para catalizar la traslocacién de un
cargo hidrofilico pequefio aunque, como es de esperar, el aumento del tamaiio del cargo limita la
insercion del complejo en la bicapa. Es probable que mientras mayor sea el volumen del cargo,
mads moléculas de CPP sean necesarias para promover su transporte pasivo a través de la bicapa

lipidica.

Mas alla del modelo que logre explicar el mecanismo de traslocacién de las pArg, todos
los pardmetros evaluados en esta tesis efectivamente presentan un papel activo en el transporte:
(1) la densidad superficial de carga negativa favorece la adsorcion y preconcentracién de la pArg

en la interfase agua/lipido; (2) la presencia de un acido graso reduce la energia de activacion
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del proceso de insercion; (3) el potencial transmembrana actia promoviendo la cinética de

traslocacion de las pArg en favor del gradiente electrostatico.
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Perspectivas a futuro
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= Resulta relevante estudiar el proceso de insercion de RyGg en bicapas que contengan PA
ionizado, mediante simulaciones computacionales. De esta forma se podria determinar si
el efecto catalizador de los 4cidos grasos ionizados se puede extrapolar al transporte del

CPP con el cargo hidrofilico.

= Con el objetivo de obtener una vision in silico global sobre los estudios experimentales
realizados en GUVs, seria interesante analizar el patrén de fluctuacién de una bicapa de

DPPC-DOPG 50:50 en contacto con 100 Ro.

= Analizar la interaccién de KRgC con membranas modelo cuya composicién incluya al
colesterol. De esta forma se extiende el estudio a membranas en estado de fase liquido-

ordenado.

= Realizar estudios de deformacién de membrana en GUVs mediante el uso de pinzas
opticas. El objetivo serfa analizar posibles diferencias en las propiedades mecdnicas de la
membrana ante la presencia de concentraciones variables de pArg. Asimismo se podrian

evaluar diversas composiciones lipidicas en las GUVs.

= Habiendo analizado algunos factores que intervienen en el proceso de traslocacién de
forma individual, seria sumamente relevante realizar los cdlculos de energia libre para un
sistema que contemple cierta densidad de carga anidnica en la bicapa, a través de la cual se
aplica cierto potencial electrostatico A®P. Para ello, en primer lugar, se deberia evaluar el
efecto de AD en sistemas in silico con bicapas parcialmente cargadas, por ejemplo, DOPC-
DOPG 50:50. A su vez, dicha densidad de carga puede ser asignada a un fosfolipido as{
como a un acido graso, dando dos sistemas de estudio alternativos, diferenciados por
el tipo de lipido constituyente. Asimismo, bajo estas mismas condiciones de contorno,
se puede analizar el costo de insercién de la pArg y del complejo pArg-pGly. De esta
forma, se podrian obtener nuevas conclusiones a partir de sistemas in silico que conjuguen

simultdneamente varios factores del proceso de traslocacion.

= Analizar experimentalmente la traslocacién de KRoC acoplado a un cargo hidrosoluble
(por ejemplo, la proteina fluorescente GFP) a través de GUVs de composicion variable.
Alternativamente se podria generar otro entorno de estudio al agregar valinomicina al
medio, con el objetivo de producir una diferencia de potencial transmembrana en las

vesiculas.
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