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RESUMEN

Los geles supramoleculares basados en péptidos han sido un area de interés en
muchos campos de investigaciéon ya que son materiales funcionales biocompatibles y
biodegradables, ttiles para la creacion de nuevos sistemas terapéuticos en
nanomedicina. Ademas, ayudan a comprender los procesos involucrados en el
ensamblaje de nanoestructuras permitiendo el disefio y sintesis de estructuras mas

complejas.

La presente Tesis Doctoral titulada Disefio de hidrogeles supramoleculares
constituidos por pequefios péptidos: estudio de autoensamblaje y aplicaciones, se encuentra
dividida en una Introduccién General y cinco capitulos claramente diferenciados. En
la Introduccién General se expone una breve explicacion sobre la clasificacion de los
distintos tipos de geles, centrdndonos en los geles supramoleculares, sobre todo en
los basados en péptidos. Ademas, se explica por qué son interesantes este tipo de
materiales, los métodos para formarlos, como se organizan y las aplicaciones mas
importantes con algunos ejemplos representativos. El objetivo de esta introduccién es
poner en contexto los capitulos que se irdn desarrollando a lo largo de la memoria.
Por su parte, los capitulos I, II, IIl y IV se centran en un tipo de estudio o en el
desarrollo de una aplicacion diferente para estos hidrogeles supramoleculares
péptidicos, ordenando la informacion en cada capitulo con una estructura comun:
una introduccidon para poner en contexto el tema de estudio del capitulo, unos
objetivos concretos, los resultados y discusion donde se muestra el trabajo realizado
y se compara con los datos ya conocidos o previamente presentados en esta misma
memoria, y finalmente, las conclusiones obtenidas de dicho estudio. El capitulo V,

por su parte, expone brevemente otros trabajos en los que se ha colaborado.

El Capitulo I se centra en presentar los conceptos de autoensamblaje y co-
ensamblaje que tienen lugar en la formacion de los hidrogeles supramoleculares y en
el estudio de estos procesos mediante el el uso de técnicas novedosas. En los capitulos

II, IIl y IV se muestran aplicaciones diferentes para este tipo de hidrogeles.



Concretando, en el Capitulo II se presenta un nuevo hidrogel magnético
supramolecular con mejores propiedades de inyectabilidad y resistencia mecanica
para posibles aplicaciones en la ingenieria de tejidos. En este capitulo se hace una
introduccidn sobre los sistemas inyectables basados en péptidos, centrandonos en las
ventajas y caracteristicas tinicas que poseen los péptidos para el empleo como
sistemas inyectables. En el Capitulo III, en cambio, se plantea un nuevo material
hibrido organico/inorganico que reproduce de forma mas similar la biogénesis 0sea
natural, en la que se produce de manera simultanea el autoensamblaje de las fibrillas
de colageno y la mineralizacion. El sistema resultante permite ampliar nuestro
conocimiento sobre la biomineralizacion dsea que es de gran importancia para
mejorar el tratamiento médico y propiciar el desarrollo de materiales sintéticos que
sean capaces de remplazar el tejido éseo danado. Mientras tanto, el Capitulo IV se
centra en el desarrollo de un nuevo sistema hibrido combinando las ventajas que
presentan los hidrogeles supramoleculares péptidicos con los materiales de carbono
para el estudio del efecto CISS con el objetivo de crear un sistema con posibles

aplicaciones en el area de la espintrénica.

Por otra parte, el Capitulo V es un compendio de resultados obtenidos en
colaboracién con otros grupos de investigacion que no estan englobados en el eje

central de la tesis doctoral.

Finalmente se aporta un anexo en el que se recoge un listado de publicaciones
que muestran los resultados, propios y en colaboracion, obtenidos durante el periodo
predoctoral y una bibliografia general donde se retine las referencias utilizadas para

el desarrollo de esta memoria.



SUMMARY

Peptide-based supramolecular gels have been an area of interest in many fields
of research as they are inherently biocompatible and biodegradable functional
materials useful for the creation of new therapeutic paradigms in nanomedicine. In
addition, they allow the understanding of the pathways involved in the self-assembly
of nanostructures and provide information on their more complex structural

equivalents.

This Doctoral Thesis entitled Design of supramolecular hydrogels made up of small
peptides: self-assembly study and applications is divided into a General Introduction and
five clearly differentiated chapters. In the General Introduction, a brief explanation is
given on the classification of the different types of gels, focusing on supramolecular
gels, especially those based on peptides. In addition, it explains why these types of
materials are interesting, the methods to form them, how they are organized and the
most important applications with some representative examples. The objective of this
introduction is to put in context the chapters that will be developed throughout the
report. For their part, Chapters I, II, IIl and IVare focused on a different type of study
or application of the peptide supramolecular hydrogels. The contents of the chapters
have the following structure: an introduction, that describes the context of the study;
some specific Objectives; results and discussion, where the work carried out is shown
and compared with the already known data or previously presented in this same
report, and finally, conclusions obtained from the study. Chapter V, for its part,

briefly exposes other works in which it has collaborated.

Chapter I focuses on the concepts of self-assembly and co-assembly that take
place in the formation of supramolecular hydrogels and details the use of novel
techniques used for the study of these processes. Chapter II, III and IV show different
applications for this type of hydrogels. Specifically, Chapter II presents a a new
magnetic supramolecular hydrogel with better properties of injectability and

mechanical resistance for possible applications in tissue engineering. This chapter



introduces peptide-based injectable systems, focusing on the unique features and
advantages of peptides for use as injectable systems. In Chapter III a new hybrid
organic/inorganic material is proposed that similarly reproduces natural bone
biogenesis, in which self-assembly of collagen fibrils and mineralization occur at the
same time. The resulting system allows us to broaden our knowledge about bone
biomineralization, which is essential to improve medical treatment and promote the
development of synthetic materials that can replace damaged bone tissue. Chapter IV
focuses on the development of a new hybrid system combining the advantages
presented by peptide supramolecular hydrogels with carbon materials for the study
of the CISS effect with the aim of creating a system with possible applications in the

area of the spintronics.

On the other hand,Chapter VI is a compendium of the results obtained in
collaboration with other research groups that are not included in the central theme of

the doctoral thesis.

Finally, an annex is provided showing the list of publications obtained during
the predoctoral period alongside a general bibliography that gathers the references

used in the development of this memory.
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Introduccién general

1. DEFINICION DEL GEL Y CLASIFICACION

Los geles son un tipo de material blando de gran relevancia que estdn presentes
en nuestra vida diaria en forma de cosméticos, farmacos, pinturas, alimentos,
adhesivos, etc. Ademas, son objeto de numerosos estudios estructurales, asi como de
investigacion para su aplicacion en diferentes dreas tecnologicas.! Aunque estos
materiales son facilmente reconocibles gracias a sus propiedades tinicas (material de
apariencia solida, blando y flexible), ain no existe una definicién clara de que es un
gel. Esto se debe a que, a pesar de su forma caracteristica, el término “gel” describe
varios estados de la materia y clases de materiales diferentes. En 1926, Dorothy
Jordon-Lloyd ya reconocia que “la condicién coloidal, el gel, es mas facil de reconocer
que de definir”.2 En general estos materiales blandos estan formados por al menos
dos constituyentes, disolvente (componente mayoritario) y gelante (componente

minoritario).

La definicion comunmente aceptada es la propuesta por Flory en 1974: “un gel
tiene una estructura continua que es permanente en la escala de tiempo analitico y es
similar a un sdlido en su comportamiento reoldgico”.? Un gel también podria
definirse como un estado coloidal de la materia constituido por una pequefia cantidad
de un solido capaz de formar una estructura tridimensional que inmoviliza de manera

macroscépica el flujo de una mayor cantidad de liquido.*

Para comprender mejor esta clase de material, los geles se han clasificado
atendiendo a distintos criterios tales como el medio en el que se forman, su origen, su

constitucion y el tipo de entrecruzamiento que crea la red tridimensional (Figura 1).5

Los geles se pueden clasificar ampliamente segtin el medio en el que se forman,
por ello podemos hablar de organogeles, si el disolvente usado es de naturaleza
organica, y de hidrogeles, si el disolvente es agua. Existen casos en los que el
disolvente es sustituido por un gas, dando lugar a aerogeles (sin colapso del

entramado tridimensional) o a xerogeles (cuando colapsa la estructura fibrilar). De
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entre todos ellos, los hidrogeles estan adquiriendo cada vez mas relevancia para
aplicaciones biolégicas como administracion de farmacos y regeneracion de tejidos,
ya que proporcionan entornos tridimensionales semihiimedos adecuados para

interacciones bioldgicas a nivel molecular.

Con respecto a su origen, existen dos clases principales de geles: naturales si se
obtienen de recursos naturales como el alginato, el quitosano o la gelatina, que son
derivados de plantas y animales, y sintéticos, si por el contrario se sintetizan en el
laboratorio. A su vez, segin su constitucion, los geles derivados de compuestos de
sintesis se pueden clasificar en geles macromoleculares constituidos por polimeros, y
en geles supramoleculares. Los geles de tipo supramolecular son aquellos que se
forman por el autoensamblaje de moléculas de bajo peso molecular y son en los que
nos centraremos a lo largo de esta Tesis Doctoral. En este tipo de geles el
entrecruzamiento tiene lugar solamente mediante interacciones fisicas (no
covalentes), en cambio, dentro de los macromoleculares, pueden existir diferentes
tipos de uniones que generan el entrecruzamiento, tanto quimicas (covalentes) como
fisicas. En comparacion con los geles macromoleculares, los geles supramoleculares
generalmente tienen la ventaja de una composicion estructural definida, facil
modificacién quimica, menor concentracion critica de gelificacion y formacion de un

gel reversible ante ciertos estimulos externos.”?

Artificial }—{ Constitucién

Macromolecular ]—[ Entrecruzamiento

Supramolecular

FUENTE

Fisico

MEDIO

Aero/Xero

Figura 1. Clasificacion de los geles
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2. GELES SUPRAMOLECULARES

Los geles supramoleculares se forman a partir de moléculas de bajo peso
molecular (LMWG, Low Molecular Weight Gelators) que se unen mediante
interacciones de tipo no covalente, como son enlaces de hidrégeno, interacciones -
7, interacciones dador-aceptor, fuerzas solvofébicas (fuerzas hidrofébicas para
hidrogeles), de coordinacién metal-ligando, etc. Estos geladores normalmente se
autoasocian para dar fibras originando un entramado tridimensional fibrilar
(SAFINSs, Self-Assembled Fibrillar Networks),® aunque también se pueden organizar en

(nano)cintas, (nano)hojas y (nano)esferas, entre otras (Figura 2).

. . . Interacciones

no covalentes
. ' . 1 —

[L]——=-1
. . . Moléculas
de
Moléculas disolvente
Rt Gel supramolecular
Autoensamblaje

Red tridimensional

Figura 2. Descripcion del autoensamblaje de pequefias moléculas gelificantes que
conducen a la formacién de un gel supramolecular. Imagen adaptada de la ref’ con
permiso de la Royal Society of Chemistry.

Las redes de polimeros convencionales interconectadas por enlaces covalentes
no se pueden volver a disolver y son térmicamente irreversibles.!® Sin embargo, la
naturaleza dindmica y reversible de las interacciones no covalentes que mantienen
unidas las estructuras de red, da como resultado la capacidad inherente de los geles
supramoleculares para responder a estimulos externos, como temperatura, pH,
disolventes, luz y reacciones redox.!-* La capacidad de respuesta a estimulos de estos

nuevos materiales blandos los hacen muy importantes en ciencia de los materiales.

Fue en el siglo XIX, cuando Brenzinger describié por primera vez un gelificante

de bajo peso molecular, N,N'-Dibenzoyl-L-cistina, DBC, que posteriormente fue

39



Introduccion general

redescubierto por Hoffman'® en 1921, y que fue capaz de formar un gel a una
concentracion del 0,1 % en peso (Figura 3). Los geles obtenidos fueron estudiados
afnos después por el grupo de Menger'¢ que los caracterizaron en profundidad y
proporcionaron detalles moleculares que han revelado muchos principios
fundamentales para el disefio de nuevos gelificadores efectivos hechos de moléculas

pequenas.

10 pm

Figura 3. Estructura de DBC (izquierda). Imagen del xerogel de DBC (derecha).

La diversidad de estructuras gelificadoras de bajo peso molecular ha crecido
constantemente. En la Figura 4 se ilustra algunos motivos estructurales y grupos
funcionales que se utilizan de forma recurrente para fabricar geles supramoleculares
(como urea, aminoacidos, acidos grasos, aztcares, derivados de esteroides, etc).17-26
De entre todas las subclases, los gelificadores a base de aminoacidos recibirdn una

especial atencion en la presente Tesis Doctoral.

o o JO]\ o} 0] /O
— — R. R
N~ N R )J\ )I\ R R
OH ™~ -
e R Sy ey
Amida Acido carboxilico H OH

Urea H H H
Bis-urea Acidos grasos

(j o)
OH - . . . o OH OH OH " J\NH
O%\r / \ / ) ‘/K(‘YKO
R N 0 0 0
NH, OH OH OH
OH R

Aminoacido Azo derivados HO i i
DBS Acido gluconico  Acido barbitarico
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R OH 0 NH, o)
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Figura 4: Ejemplos de estructuras gelificadoras de bajo peso molecular.

2.1. Hidrogeles supramoleculares basados en péptidos
cortos

Los sistemas bioldgicos se basan en gran medida en el autoensamblaje de tres
clases de biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas y polisacaridos) para realizar
funciones bioldgicas, asi que el autoensamblaje de pequefias moléculas derivadas de
componentes basicos bioldgicos en agua ofrece un excelente punto de partida para
imitar estructuras y funciones de biomacromoléculas. Por tanto, hidrogeles
supramoleculares constituidos por bloques de construccion biologicos pueden
conducir a materiales con aplicaciones biologicas disefiadas o inesperadas (Figura

5).7
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BIOMACROMOLECULAS BLOQUES DE CONSTRUCCION HIDROGELADORES HIDROGELES

NH o
‘? o . H,,,An/vﬁou » Y @Y,
n,u\,LOH
R %4 X A
PROTEINA AMINOACIDO PEPTIDO NANOFIBRAS

Figura 5. Ejemplo del proceso de autoensamblaje desde bloques de construccion
biologicos basicos (proteinas) hasta crear moléculas que acttian como geladores. Imagen
adaptada de ref”” con permiso de Wiley.

Los hidrogeles basados en péptidos han despertado un gran interés en las dos
ultimas décadas. Las caracteristicas estructurales y quimicas de los péptidos (p. €j.,
rigidez del enlace amida, gran variabilidad quimica proporcionada por la
funcionalidad de la cadena lateral de los aminodacidos, capacidad para formar
patrones de enlaces de hidrogeno especificos), junto con el uso de agua como
disolvente, ha hecho que estos hidrogeles presenten aplicaciones no solo en el campo

de los biomateriales sino también en muchas otras areas de la nanociencia.?

La secuencia peptidica autoensamblada mas pequena identificada es la
difenilalanina (FF). Este dipéptido aromatico se deriva del motivo de reconocimiento
central del polipéptido B-amiloide de la enfermedad de Alzheimer. Se autoensambla
en nanotubos alargados discretos con una longitud de ~100 nm debido a una red de
interacciones m-7t y enlaces de hidrogeno. Debido a su simplicidad quimica y
versatilidad, la FF se ha convertido en el paradigma del estudio del autoensamblaje
de péptidos y, modificando su estructura quimica simple, se han propuesto una gran

cantidad de analogos en los ultimos afios.?

Hasta la  observacién fortuita de un  gelificador hecho de
[fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) -dialanina protegida,® la capacidad del grupo
fluorenilo para permitir el autoensamblaje de péptidos en agua para formar
hidrogeles habia sido pasada por alto. El ejemplo mas destacado de los hidrogeles

supramoleculares peptidicos Fmoc-derivados es sin duda el Fmoc-FF sintetizado por
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Reches y Gazit en 2006. Fmoc-FF muestra la capacidad de formar un material con
caracteristicas macroscopicas de gel a pH fisiologico a una concentracion critica de

0,5% en peso y ademas, es un material adecuado para el cultivo celular® (Figura 6).

40 pm

Figura 6. Imagen de microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM) del hidrogel de
Fmoc-FF. En la imagen insertada se puede observar el aspecto macroscdpico que posee
este tipo de gel.

El uso intensivo de Fmoc en la fabricacién de geladores supramoleculares
también se debe a sus ventajas, como la facilidad de incorporarse en derivados de
péptidos/aminoacidos mediante sintesis, bajo costo y excelente capacidad para
promover el autoensamblaje. Este autoensamblaje se ve favorecido por la presencia
del grupo aromatico que aumenta la insolubilidad de los péptidos en agua y favorece
la autoasociacion por interacciones hidrofdbicas.® Estos geladores supramoleculares
que presentan una parte hidrofébica (grupo aromatico) y otra parte hidrofilica
(cadena de aminodcidos) se conocen como péptidos anfifilicos (PAs) y son bloques de

construccion adecuados para el autoensamblaje molecular.

Ademas del grupo Fmoc? 5, existen otras estructuras aromaticas ampliamente

utilizadas como el naftaleno® 1, el 2-naftol** 2, el anillo de pireno®* 3 o el
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carboxibencilo (Cbz)3 4 entre otras.?- En la figura 7 se pueden ver algunos ejemplos

de hidrogeladores supramoleculares con grupos aromaticos.

Figura 7. Ejemplos de hidrogeladores con grupos aromaticos.

3. ORGANIZACION JERARQUICA DE LOS GELES
SUPRAMOLECULARES

Los geles supramoleculares estan formados por moléculas que se autoorganizan

en multiples escalas de longitud* mediante un procedimiento “bottom up”. Steed y

colaboradores explican esta organizacion jerarquica que conduce al proceso de

gelificacion mediante los siguientes pasos:!

1. Asociacion de las moléculas individuales.

2. Formacién de oligdmeros por interaccion entre las moléculas.
3. Formacidn de fibrillas por extension de los oligdmeros.

4. Formacion de fibras por la unién de varias fibrillas.

5. Interaccion de las fibras en una red interconectada.

6. Inmovilizacion del disolvente en la red fibrilar, normalmente por efectos de la
tension superficial.
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Para entender mejor el mecanismo de formacion de un gel, de manera similar al
comportamiento de agregacion de proteinas, el proceso de autoensamblaje de los
LMWG se puede clasificar en diferentes niveles jerarquicos, todos mediados por
interacciones no covalentes* (Figura 8). Asi encontramos que los agregados

supramoleculares poseen estructura primaria, secundaria y terciaria.*?

Elongacion de las fibras

\&N/

i6n de las nano-fibras

J€ PEP

»

e Zach
¢ ! bl &
v | B <

L £

i ~

hélice o lamina p horquilla f bobina enrollada

-

Estructura secundaria peptidica

Estructura primaria peptidica

Aminoacido

Figura 8. Ilustracién esquematica simplificada del proceso de autoensamblaje jerarquico
involucrado en la formacién de hidrogel a partir de moléculas peptidicas. Imagen
adaptada de ref* con permiso de RSC Advances.
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Estructura primaria: viene determinada por los acontecimientos que ocurren a

nivel molecular que promueven la agregaciéon o auto-ensamblaje®® a través de
interacciones no covalentes dirigidas, como enlaces de hidrégeno y apilamiento mt-m.

La estructura molecular se encuentra dentro del rango de angstroms y nanémetros

Estructura secundaria: la estructura secundaria se refiere a la morfologia de los

agregados, en su mayoria unidimensionales, que generalmente estan en el rango de
nano a micrémetros. Dependiendo de la estructura molecular del gelificador, se
pueden encontrar diferentes motivos estructurales secundarios, como una hélice a,
una lamina B, una horquilla § o una bobina enrollada. La lamina B es una de las
estructuras secundarias mas comunes y regulares en las proteinas. Esta formada por
enlaces de hidrdégeno intermoleculares entre hebras p laterales. La formacién de
agregados de proteinas y fibrillas en forma de lamina 3 es la responsable de la

aparicion de enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer.*

Estructura terciaria: la agregacion de estructuras secundarias a través de

interacciones no covalentes da a su vez superestructuras en el rango de micro a
milimetros (Figura 9) que incluyen laminas,*#cintas,* discos,* esferas,® micelas,"
barriles,* tubos,>-% y fibrillas.’% Las fibrillas son estructuras privilegiadas capaces
de un ensamblaje de orden superior que conduce a la formaciéon de redes que

constituyen la formacion de hidrogeles macroscépicos.

Fibra Esfera

Figura 9. Diferentes nanoestructuras obtenidas después del autoensamblaje de di- y
tripéptidos conteniendo grupos Fmoc. Imagen adaptada de la ref® con permiso de Chem.

Soc. Rev.
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3.1. Polimerizacion supramolecular

El autoensamblaje molecular suele ser un evento estocastico, es decir, la
nucleacién y el crecimiento de la estructura ocurren en todo el volumen de la muestra
y son dificiles de controlar. La obtencién de estructuras altamente organizadas a
partir de moléculas discretas que se autoensamblan por medio de interacciones no
covalentes, es lo que se conoce como polimerizacion supramolecular. A pesar de
ciertas similitudes entre la polimerizaciéon covalente y supramolecular, lo altimo
ocurre a través de interacciones no covalentes entre mondmeros, lo que hace que estos

procesos sean reversibles y mas susceptibles a los cambios ambientales.

Basandonos en trabajos de Meijer y colaboradores. Los polimeros
supramoleculares pueden clasificarse aludiendo a su mecanismo de crecimiento, es
decir, desde la asociacion de una o varias especies hasta la formacién de agregados
de mayor tamafio, correlacionandose con diferentes modelos de polimerizacién
covalente. Los tres mecanismos mas habituales para la polimerizacion
supramolecular son isodésmica (andlogo de la polimerizacién de crecimiento
escalonado), recuerda a un proceso de polimerizacion clasica por condensacién. Por
otro lado, esta la polimerizacion cooperativa o de nucleacion-elongacién (analoga a
la polimerizaciéon de crecimiento de cadena),®* donde los monomeros se unen para
formar ntcleos activos y una vez formados, el crecimiento de estos es mas rapido

dando lugar al régimen de elongacion.

La principal diferencia entre ambos mecanismos es la gran variacion en el peso
molecular de los agregados resultantes. En un proceso isodésmico, la energia libre
que se desprende al formarse la especie supramolecular es igual, independientemente
de los monémeros constitutivos. Eso hace que haya una distribucién muy amplia de
tamarfios. Sin embargo, en un mecanismo cooperativo, la energia libre que se libera al
formarse un ntcleo es habitualmente mayor que la desprendida en la elongacion. Eso
implica que, una vez formado el ntcleo, las unidades monoméricas tengan mas

tendencia a unirse a los nucleos ya formados que a formar nuevos nucleos. La
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consecuencia es una menor polidispersidad y, por tanto, unas propiedades muy
distintas para la estructura supramolecular (Figura 10). De hecho, los sistemas
autoensamblados, particularmente aquellos gobernados por un mecanismo
cooperativo, a menudo pueden dar lugar a mas de un polimorfo, lo que sugiere que
los intermedios metaestables pueden evolucionar y quedar atrapados bajo
condiciones cinéticas.t2 Por tiltimo, de cadena de anillo (similar a la polimerizacién

de apertura de anillo), si bien este tercer mecanismo es menos frecuente.

ISODESMICO

KK — K

COOPERATIVO
— ==
)

Mondmero Nucleo Polimero alargado

Figura 10. Esquema representativo de los modelos de polimerizacion supramolecular
isodésmico y cooperativo. Imagen adaptada de la ref* con permiso de ACS Publications.

4. METODOS PARA LA FORMACION DE
HIDROGELES SUPRAMOLECULARES

La formacion de un hidrogel supramolecular, o hidrogelaciéon supramolecular,
se origina a partir de un equilibrio entre dos comportamientos aparentemente
paraddjicos —disolucion y precipitacion—de los hidrogelificantes en agua. Requiere
interacciones intermoleculares adecuadas para formar una red molecular, pero, al
mismo tiempo, las cadenas de la red deben interactuar con una gran cantidad de
moléculas de agua. Por lo tanto, los gelificadores deben poseer fracciones tanto

hidrofébicas como hidrofilicas para lograr el equilibrio esencial para la
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hidrogelacion.?” Los protocolos mas utilizados para la preparacion de los hidrogeles

supramoleculares se pueden clasificar en varias categorias descritas a continuacion.

4.1. Cambio de temperatura

Es uno de los métodos mas simples para la formacién de geles. Consiste en
someter a los gelificadores a una rampa de calor y frio, primero para solubilizarlos
por encima de su Tgel (temperatura maxima en la que un gel sigue manteniendo su
identidad) y luego para ensamblarlos durante la etapa de enfriamiento.®> Aunque es
uno de los métodos mas simples para formar un gel, no siempre permite un control
preciso sobre la estructura de los ensamblajes peptidicos, visiblemente por un cambio
en la turbidez entre las muestras. Esta falta de control en el autoensamblaje se debe
probablemente a las diferencias de temperatura a través del hidrogel durante el
enfriamiento y los flujos convectivos en la fase de solucion. Todos estos efectos de

cambio de temperatura tienden a interferir con la cinética de autoensamblaje.

4.2. Cambio de pH

Es posible lograr la gelificaciéon disminuyendo o aumentando el pH para
aquellos geladores que posean grupos ionizables acidos y basicos respectivamente
(como suele ser el caso de los geladores peptidicos). En el caso de Fmoc-FF, su
solubilidad aumenta mediante la desprotonacién del grupo carboxilico. La
consiguiente protonacién del gelificador promovera el autoensamblaje y, por tanto,
el pH al que ocurre este proceso depende en gran medida del pKa aparente del

gelador.667

Un problema comtin que suele encontrarse en la gelificaciéon dependiente del pH
es la dificultad de lograr obtener un gel homogéneo tras la adicién de acido o base. El
empleo de acidos, como el acido clorhidrico para inducir la formacion del gel,® en

muchos casos origina geles heterogéneos debido al rapido proceso de gelificacion.
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Una buena estrategia para obtener hidrogeles homogéneos y reproducibles
usando cambios de pH fue demostrada por Adams y colaboradores quienes
introdujeron el uso de d-gluconolactona (GdL).® Se sabe que la GdL se hidroliza
lentamente en agua generando acido D-glucénico y, como consecuencia, disminuye
lentamente el valor de pH. La hidrdlisis lenta de GdL también tiene la ventaja de
permitir seguir el proceso de gelificacion en el tiempo y ademas se puede modular la
tasa de cambio de pH modificando la cantidad de GdL, ofreciendo nuevas

posibilidades para una hidrogelacion programada (Figura 11).

OH
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Y OH

[[[e]
I
o

ol
I
Ollinne
I

Figura 11. Fotografia de hidrogeles preparados por adicién de a) HCl y b) GdL.
¢) Hidrolisis de GdL

4.3. Por adicion de sales

La adicion de sales y las interacciones electrostaticas pueden servir como
estimulo para el autoensamblaje de péptidos, proteinas y otros sistemas.
Particularmente en agua, el equilibrio de unién del hidrogelador-ion tiene una fuerte
competicion con ésta ya que solvata las sales y, por lo tanto, el efecto de los iones en
el comportamiento del agua como solvente puede usarse para controlar la formacién
de gel en lugar de la interaccion ion — hidrogelador en si.”° El método de cambio de
sal consiste en agregar y disolver una sal en una solucién peptidica homogénea, que
en consecuencia cambia la repulsion o conformacion electrostatica del gelificador

para desencadenar la reacciéon molecular de autoensamblaje.

Frank Hofmeister”! describid la capacidad relativa de diferentes sales para
disminuir (kosmoétropos) o aumentar (caétropos) la solubilidad de las proteinas y

algunos otros coloides. Los kosmotropos tienden a desestabilizar la interfase
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agua-soluto promoviendo interacciones hidrofébicas mientras que los cadtropos
tienden al efecto opuesto, es decir, estabilizar la interfase del soluto debilitando las
interacciones hidrofébicas.”?”2 Basandose en estos estudios, Ulijn™ investigd la
influencia en el autoensamblaje de Fmoc-dipéptidos con soluciones de aniones que
van desde cadtropos a kosmoétropos. Por ejemplo, en el Capitulo I de la presente Tesis
Doctoral se estudia en detalle el impacto de diferentes sales en el autoensamblaje de
péptidos cortos aromaticos y como influye en las propiedades finales del hidrogel

resultante.

4.4. Cambio de disolvente

Junto con las metodologias de cambio de pH y adicién de sal, se descubrié que
los hidrogeles pueden formarse también mediante un método de cambio de
disolvente. En primer lugar, los gelificantes se disuelven completamente en un
disolvente organico miscible con el agua en el que la molécula es muy soluble, como
1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol ~ (HFIP) o dimetilsulfoxido (DMSO), vy
posteriormente se mezclan con una mayor proporcion de agua, en la que el gelador

no es soluble, para formar un hidrogel peptidico.

4.5. Otros métodos de gelificacion

A pesar de que los métodos de gelificacion explicados anteriormente son los mas
utilizados, existen otros que merecen ser comentados, como la gelificacion catalizada
por enzimas, la que es llevada a cabo mediante el empleo de reacciones quimicas, o

aquella que emplea ultrasonidos para inducir la gelificacion.

Uno de los primeros ejemplos de gelificacion catalizada por enzimas fue descrito
por Xu y colaboradores (Figura 12).”2 Describen una disoluciéon de Fmoc-Tirosina
fosforilada (Fmoc-Yp) a la que se le afade la enzima fosfatasa alcalina (ALP, Alkaline
Phosphatase) y como resultado de la hidrdlisis del grupo fosfato se obtiene un hidrogel.

La ALP cataliza la desfosforilacion para convertir una molécula idnica y soluble en
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agua (Fmoc-Yp) en una molécula anfifilica (Fmoc-Y). En cuanto a la gelificacion
inducida por reacciones quimicas, existen muchas que se identifican como medios
cruciales para producir hidrogeles, incluidas las reacciones de hidrdlisis,” la “click

chemistry”,” reacciones de Diels Alder” y las reacciones redox.””

OH
z | O\'lj,OH ‘///\ OH
I
o ™ (9] o AN |
/ L Fosfatasa alcalina \/ =\ ) /(
/§\’ 07 N”COooH = L/~ N” “cooH
\> ;-.;}
N\ /A
Soluble en agua o Hidrogel

Figura 12. Gelificacién provocada por la hidrolisis de una enzima.

Los ultrasonidos también pueden influir en el autoensamblaje supramolecular,
reestructurando la agregaciéon de moléculas, modificando las interacciones
intermoleculares y favoreciendo la autoasociacién que depende de la secuencia del

péptido y el entorno del solvente.”

5. TECNICAS COMUNMENTE EMPLEADAS PARA LA
CARACTERIZACION DE HIDROGELES
SUPRAMOLECULARES.

La caracterizacion en detalle de los geles supramoleculares se basa en el estudio
de su estructura desde la escala molecular a la escala macroscdpica pasando por la
escala nanomeétrica. Para intentar comprender la gelificacion es necesario utilizar la
combinacién de una amplia gama de habilidades y técnicas. En la Figura 13 podemos
ver un resumen de las diferentes técnicas que son apropiadas para analizar las
conformaciones que se forman en los diferentes niveles jerarquicos estructurales y se

explicaran aquellos métodos mas empleados para caracterizar cada una de ellas.
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ESCALA ESCALA ESCALA
MACROSCOPICA NANOMETRICA MOLECULAR

TEM, SEM, crio-TEM, RMN, IR, XRD, Uv-Vis,

Reologia, DSC crio-SEM, AFM Fluorescencia, RAMAN,CD

Figura 13. Ilustracion de las distintas escalas de autoensamblaje con las técnicas mas
apropiadas para el analisis de las estructuras formadas en cada una de ellas. Imagen
adaptada de la referencia” con permiso de Elsevier.

5.1. Estudio a escala macroscdpica

Una de las técnicas mas utilizadas y sencillas para estudiar las propiedades
macroscopicas de un gel es la prueba de inversion de vial. El método consiste en la
observacion visual tras invertir un vial en el que se encuentra el gel. De acuerdo con
la inspeccién visual, el material se puede clasificar facilmente como una disolucién,
un liquido viscoso, un semigel o un gel autoconsistente, lo que puede contribuir a la
seleccion de técnicas mas adecuadas para caracterizar ain mas los hidrogeles.

Proporciona una impresion intuitiva sobre la consistencia y forma de los hidrogeles.?

La reologia es una técnica muy util para describir las propiedades
macroscopicas de materiales viscoeldsticos proporcionando informacién sobre las
caracteristicas mecanicas de los hidrogeles supramoleculares. Ademas, nos informa
del comportamiento reoldgico del gel mediante la aplicacion de un estimulo mecanico
y posterior recuperacién de la estructura tridimensional después de su rotura
(autocuracién), muy importantes para el empleo de hidrogeles en aplicaciones de
ingenieria de tejidos, asi como para evaluar su potencial para la administracion
minimamente invasiva in vivo mediante inyeccion.®8! Estas propiedades seran

estudiadas a lo largo de este trabajo.

Una técnica comunmente utilizada para la caracterizacion reoldgica en el
régimen viscoelastico lineal (LVR, Linear Viscoelastic Region) del material es el

cizallamiento oscilatorio de pequefia amplitud, y esto incluye el uso de pruebas de
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barrido de frecuencia, pruebas de barrido de tiempo y pruebas de barrido de
deformacion. En esta zona, a valores bajos de deformacion, existe una independencia
de los médulos viscoelasticos con la amplitud de la deformacion por cizallamiento.
Entre los distintos mddulos viscoelasticos se encuentran G*, el modulo viscoelastico
complejo, que comprende G' y G". El médulo de almacenamiento o elastico, G/,
representa el comportamiento elastico del material , y por tanto, su capacidad de
volver a su estado original después de la deformacion. G”, el médulo de pérdidas o
viscoso, representa el comportamiento viscoso del material. Para muestras de tipo gel,
el moédulo de almacenamiento (G’) debe ser apreciablemente mayor que el mdédulo
de pérdida (G”). La reologia bajo cizalla consiste en colocar una pequena cantidad de
material entre dos superficies de modo que pueda ser deformado mediante esfuerzos
o deformaciones de cizalla. Un ejemplo tipico, es la cizalla mediante discos pararlelos

o geometria plato-plato (Figura 14).

Figura 14. De izquierda a derecha: hidrogel de Fmoc-FF con nanoparticulas magnéticas
(NPM) formado en el interior de un Eppendorf; hidrogel de Fmoc-FF +NPM formado en
un pocillo de 35 mm x 35 mm utilizado para su posterior adaptacion a la base del reometro.
Fotografia de la geometria plato-plato usada para medir las propiedades viscoelasticas en
el reémetro.

Asimismo, también se pueden llevar a cabo pruebas en el régimen no lineal,
mediante cizalla oscilatoria de gran amplitud, que suele ir acompafiado del dafio o

rotura del hidrogel de forma irreversible.’> Mediante el empleo de reémetros también
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se puede determinar la temperatura de transiciéon gel-sol, o temperatura de
gelificacion.®® La temperatura de gelificacion (Tgel) es un parametro comtinmente

usado a la hora de caracterizar macroscopicamente un gel.

Por su parte, la calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning
Calorimetry) es un método termoanalitico de caracterizacion con el que también se
puede estudiar la Tg, analizando la entalpia y temperatura asociadas a las
transiciones que sufre el hidrogel. Ademas puede proporcionar informacién sobre las
propiedades térmicas de los precursores intermediarios y los intercambios de energia
durante la formacién de gel inducida por calor. Cualquier proceso que ocurra durante

la gelificacion se puede analizar y recoger en un termograma.’

5.2. Estudio a escala nanométrica

El enfoque mas popular para estudiar nano-morfologias se basa en técnicas de
microscopia que aseguran una alta resolucion, a partir de las cuales se pueden ver y

comprender los detalles de los agregados que conducen a la hidrogelacion.

Dentro de las técnicas de microscopia electrénica, encontramos las microscopias
de transmisién (TEM, Transmission Electron Microscopy), donde las imégenes se
forman cuando los electrones pasan a través de una muestra suficientemente delgada
y de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy), donde las imagenes se producen
cuando la superficie de una muestra es escaneada con un haz de electrones. La
microscopia electronica tiene la capacidad de revelar las estructuras de objetos
pequefios con una resolucion de hasta 0,5 angstroms (para TEM) y de 0,4 nanémetros
(para SEM). Un tipo de microscopia TEM es la microscopia electrénica de transmisiéon
de barrido (STEM, Scanning Transmission Electron Microscopy). Un STEM es un
microscopio donde los electrones pasan a través de una muestra delgada, al igual que
en un TEM. Sin embargo, el STEM se diferencia del TEM convencional por enfocar el
haz de electrones en un punto que escanea la muestra, similar al microscopio

electronico de barrido (SEM). Esto hace que STEM sea adecuado para técnicas

O
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analiticas como la imagen de campo oscuro anular de contraste Z (HAADF-STEM,
High-Angle Annular Dark-Field Scanning Transmission Electron Microscopy) y el mapeo
espectroscopico de las muestras mediante energia de rayos X de dispersion (XEDS,
Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy). Sin embargo, para visualizar las muestras en
TEM y SEM un requisito es observarlas completamente secas en las condiciones
operativas (por ejemplo, alto vacio) y esto hace que reproduzcan con menos fidelidad
la estructura nativa del hidrogel. Ademas, los agentes de tincion (p. €j., acetato de
uranilo, fosfotungstato o tetréxido de osmio), que se usan en TEM para mejorar la
calidad/contraste de las imagenes, pueden interactuar con los gelificadores y producir

falsos resultados en la muestra.32

Afortunadamente, las técnicas de microscopia electrénica criogénicas® (crio-
TEM y crio-SEM) permiten obtener imagenes del estado nativo del gel. El disolvente
de las muestras se sublima in situ y ello permite observar la estructura fibrilar y las
cavidades que antes ocupaba el disolvente. Ademas, el desarrollo de otra técnica, la
microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM, Enviromental Scanning Electron
Microscopy), también proporciona un enfoque util para caracterizar hidrogeles
supramoleculares bajo cierta humedad. Dentro de las técnicas microscdpicas, también
se encuentra la microscopia de fuerza atomica (AFM, Atomic Force Microscopy) que
proporciona imagenes topograficas tridimensionales de la superficie y de la altura de
la estructura del gelificador. Con AFM, se pueden analizar muestras hidratadas in situ

en condiciones de alta humedad o incluso sin deshidrataciéon3 (Figura 15).

Figura 15. Imagenes de fibras autoensambladas obtenidas por diferentes técnicas
microscopicas. A) SEM; b) Crio-SEM; ¢) TEM; d) Crio-TEM; e) AFM.
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Una técnica de microscopia no tan comun en la caracterizacion habitual de los
hidrogeles supramoleculares y que se utilizara principalmente en el Capitulo I de esta
memoria, es la microscopia de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM, Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy). Es una técnica que hace uso de las propiedades
inherentes de las marcadores fluorescentes. Ademas de tener espectros de emisién
caracteristicos, cada molécula fluorescente tiene un tiempo de vida propio que refleja
cuanto tiempo pasa el fluoréforo en estado de excitacidon antes de emitir un fotén. El
andlisis del tiempo de vida proporciona informacién adicional a las mediciones
estandar de la intensidad de la fluorescencia. Por tanto, con esta técnica, se producen
imagenes con la intensidad de cada pixel determinada por el tiempo de vida, 1, que
permite ver el contraste entre materiales con diferentes tasas de desintegracion de la
fluorescencia (Figura 16). Las imagenes que se obtienen son multidimensionales, es
decir contienen informacién tanto del tiempo de vida en cada uno de los pixeles como
de la intensidad total recogida. Nos proporciona informacion sobre el ambiente del
fluor6foro en las fibras, sobre cambios conformacionales, deteccién de interacciones
moleculares y separacion de multiples componentes entre muchas otras.® Esta técnica

nos permite realizar un estudio tanto a escala nanométrica como molecular.

Figura 16. Imagenes FLIM de un sensor especifico para la deteccion de actividad quinasa
activada por monofosfato de adenosina (AMPK, Adenosine Monophosphate-activated Protein
Kinase) en cultivos de esferoides tumorales, respondiendo a diferentes concentraciones del
activador AMPK. La escala de colores arbitraria representa tiempos de vida de
luminiscencia entre 2400 y 3200 ps. Figura adaptada de la ref con permiso de Sensor.
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5.3. Estudio a escala molecular

Para comprender el empaquetamiento molecular, y la estructura que se forma
tras el autoensamblaje de los péptidos se utilizan con frecuencia técnicas
espectroscdpicas como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), la
espectroscopia infrarroja, el dicroismo circular (CD), la fluorescencia, espectroscopia
UV-vis y la espectroscopia RAMAN. Ademas, también se emplean técnicas de

difraccion, como la difracciéon de rayos X (XRD) y técnicas computacionales.

La espectroscopia de RMN es una técnica que permite entender a nivel molecular
los procesos de autoensamblaje. Debido a los problemas derivados de la rigidez de
las moléculas cuando se encuentran en estado gel (dificilmente observables mediante
esta técnica), se suelen realizar los experimentos en condiciones cercanas a la
gelificacion. Esta técnica es muy util para estudiar los procesos de agregacion de las
moléculas o cambios conformacionales (analisis a concentracién variable)®” o detectar
modificaciones que se producen al romper térmicamente las interacciones
supramoleculares (andlisis a temperatura variable).®® Del mismo modo, la
espectroscopia  infrarroja se puede utilizar para mostrar las interacciones
supramoleculares que se producen por enlaces de hidrégeno especificos (vibraciones
OH, NH, C=0) y por interacciones de van der Waals (vibraciones C-H). Por otro lado,
la quiralidad de los ensamblajes supramoleculares puede ser importante en la
comprension y el disefio de la funcionalidad de los hidrogeles y se investiga con
mayor frecuencia con espectroscopia de dicroismo circular (CD). Al analizar los espectros
de CD, se puede recopilar ademas informacion sobre las constantes de equilibrio, los
cambios conformacionales, el plegamiento, la desnaturalizacion de las proteinas, y la

estructura secundaria de la secuencia peptidica.®

La espectroscopia de fluorescencia es otro tipo de espectroscopia electromagnética
que analiza la fluorescencia de una muestra. Introducir marcadores fluorescentes
permite evaluar el proceso de agregacion del péptido en la formacién del gel.® La

espectroscopia UV-visible es muy util para estudiar el proceso de formacion del gel,
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ademas de proporcionar evidencias de cambios en la composicién, concentracion o
entorno quimico. La cinética de la reaccion también se puede rastrear si la absorbancia
se ve afectada. UV-vis y fluorescencia son especialmente tutiles para identificar
entornos hidrofébicos dentro de hidrogeles o detectar cambios en la hidrofobicidad
del entorno para un grupo determinado. Una técnica fluorescente que permite la
investigacion de las interacciones moleculares y que se va a utizar en el Capitulo I es
la transferencia de energia de resonancia de Forster, (FRET, Forster resonance energy
transfer). A grandes rasgos, esta técnicas se basa en la excitacién de una molécula
donadora que produce la transferencia directa de energia de excitaciéon a otra
molécula receptora, la cual puede ocurrir en distancias muy pequefias (1-10 nm). La
transferencia de energia se demuestra apagando la fluorescencia donante junto con
una reduccion en el tiempo de vida fluorescente, y un incremento de la emision

fluorescente en el receptor.”!

Otro tipo de espectroscopia de fluorescencia novedosa y que se va a utilizar
también en el Capitulo I, es la espectroscopia de correlacion de tiempo de vida de
fluorescencia (FLCS, Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy). Esta técnica
presenta la ventaja de medir dos o mas especies fluorescentes presentes en la misma
muestra de manera precisa separando las curvas para cada una de ellas, ademas,
elimina el ruido de fondo y la luz dispersa que con otras técnicas seria muy dificil de
suprimir. Con esta técnica se puede estudiar la determinacion exacta de
concentraciones, comportamiento de difusiéon (Figura 17), interacciones moleculares

y dindmica molecular.”
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Figura 17. Ejemplo del uso de FLCS para estudiar la distribucién del tamafio de poro de
lared de hidrogel y, por lo tanto, la difusion de solutos a través de ella usando un colorante
4-Ome-PG (4-methoxy-Pennsylvania Green). Se estudia el pardmetro de difusiéon en
hidrogeles sin particulas magnéticas (HGNM) y en hidrogeles con particulas magnéticas
(0.05-0.6% (v/v) (HGM-0.05-0.6) formadas en presencia de campo y HGM-0.1 y HGM-0.3
formadas en ausencia de campo magnético (No H). Figura tomada de la ref”® con permiso
de la Royal Society of Chemistry.

La espectroscopia. RAMAN permite recopilar datos estructurales atomicos y
moleculares y medir propiedades como la cristalinidad. Las bandas espectrales
Raman indican la presencia de diferentes grupos funcionales, con una regiéon de
huella digital tinica para cada sustancia.®? En concreto esta técnica se va a utilizar
ampliamente en el Capitulo IV, donde se estudiaran los parametros mas caracteristicos
del espectro Raman de los nanotubos de carbono (CNT). Estos espectros son bastante
interesantes debido a los fenémenos de resonancia y la sensibilidad a la estructura del

nanotubo.%

Las técnicas de difraccién de rayos X (XRD) cuando se aplican a los hidrogeles
ayudan a determinar la disposicion y las estructuras de las moléculas en los
ensamblajes. Es una técnica no destructiva que se basa en los fendmenos de dispersion
de rayos X para caracterizar y definir varios materiales cristalinos a medida que los
patrones de difraccién muestran las disposiciones relativas de los atomos de la
estructura. La difraccién en polvo (P-XRD) es el tipo mas comun que se utiliza para
analizar materiales en estado sdlido y puede acomodar el uso de muestras en forma

de polvo, pelicula delgada o a granel. La difraccion de rayos X se usa en un gel seco
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y esto puede ser problematico, lo mas comun es suponer que no se producen cambios
en la muestra durante el secado. Se puede utilizar otras pruebas como la dispersion
de rayos X de angulo pequefio (SAXS, Small-Angle X-ray Scattering) para determinar
cdmo se empaquetan las moléculas en estado pregelificado como en estado gel, asi
como para seguir la transicion entre los dos tipos de agregados.” Los rayos X, como
otros tipos de radiacidon electromagnética, pueden generarse mediante fuentes de
radiacién sincrotrén. Las ventajas mas importantes de la radiacion sincrotron es su
amplio rango de longitudes de onda y su elevada intensidad. Por ultimo, las técnicas
computacionales también desempefian un papel importante en la investigacion de las
interacciones entre los gelificadores, lo que puede ayudarnos a comprender los

mecanismos de gelificacion y los posibles modos de agregacion.’

Es importante conocer las ventajas y desventajas de cada técnica de
caracterizacion y como combinarlas considerando el mecanismo de gelificacion y

otros posibles factores de cada gelificador para obtener los mejores resultados.

6. HIDROGELES HIBRIDOS SUPRAMOLECULARES

Los materiales sintéticos basados en LMWG abren oportunidades interesantes
en el disefio de sistemas multicomponente debido a su naturaleza simple, bajo costo,
alta versatilidad y por ser obtenidos por una metodologia “bottom-up”.”” Los geles
hibridos, generados a través de la incorporaciéon de dos o mas elementos de
naturaleza diferente, interaccionan entre si a nivel molecular o nanométrico y mezclan
sinérgicamente las propiedades de los componentes individuales. El material
integrado puede poseer caracteristicas personalizadas, mostrando cualidades
mecanicas mejoradas, morfologias deseadas, complejidad estructural y funcional
implementada, estructuras supramoleculares novedosas, mayor estabilidad y

bioactividad mejorada.*

Segtin Buerkle y Rowan® estos geles multicomponente se pueden clasificar en

tres clases principales. La primera clase requiere todos los componentes agregados
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para formar el gel; es decir, ningin componente forma un gel por si mismo (Figura
18a). Un ejemplo es el desarrollado por Das Mahapatra y colaboradores, los cuales
describieron la formacion de un hidrogel hibrido constituido por un Fmoc-tripéptido
embebido en PVA, poli(vinil alcohol).® Observaron que el hidrogel de tripéptido
puro era inestable y se convertia en sol después de media hora; la adiciéon de PVA
(polimero soluble en agua) a la matriz del gel formé un hidrogel hibrido de péptido-

polimero mecanica y térmicamente estable.

Una segunda clase utiliza dos (o mas) gelificadores que pueden co-ensamblarse
juntos o en ensamblajes distintos. En tales sistemas puede ocurrir que, (a) ambos
gelificadores interacttien entre si para formar co-polimeros, (“co-assembly”). Este tipo
de asociacion se explicard en mas detalle en el Capitulo I de la Tesis Doctoral. Por el
contrario, puede ocurrir que (b) los dos gelificadores se autoasocien consigo mismos
dando como resultado dos tipos de nanofibras diferentes dentro del gel, lo que se
conoce como “self-sorting”. En un sistema de “self-sorting”, las moléculas
discriminan entre propias y no propias, de modo que los ensamblajes puros de una

molécula coexisten con ensamblajes puros de la otra (Figura 18b).

62



Introduccion general

| S

Fase de gel de dos componentes: ambos
componentes necesarios para obtener gel

| 2DODYIY
) > 2O

Dos componentes del gelificador: co-gel o self-sorting gel

e a
20>

Gelificador mas componente de aditivo no
gelificante: adicion de aditivo no gelificante
para influir en las propiedades del gel

c)

Figura 18. Ilustracion de las tres principales clases de geles supramoleculares
multicomponentes. Imagen adaptada de” con permiso de Chem. Soc. Rev.

Por ultimo, la clasificacion final consta de uno (o mas) gelificadores y uno (o mas)
aditivos que no gelifican pero que pueden afectar al proceso de ensamblaje y por lo
tanto a las propiedades del gel (Figura 18c). El impacto de los aditivos y el momento
de la incorporacion a la matriz puede alterar el proceso de autoensamblaje del
péptido. Por otro lado, la promocién del autoensamblaje en presencia de aditivos
puede maximizar las interacciones entre ambos materiales dando lugar a materiales
hibridos y/o compuestos mas homogéneos. Podemos encontrar agentes no
gelificantes como polimeros, tensioactivos, materiales bioactivos, nucleétidos,

materiales fotoactivos, nanoparticulas, sales, materiales de carbono, etc. que ayudan

63



Introduccion general

a mejorar las propiedades de gelificacion, actividad bioldgica, encapsulacion de
farmacos, eficiencia de liberacién, cultivo celular y propiedades eléctricas y de
biodeteccion, con el objetivo de crear nuevos materiales con una gran variedad de
aplicaciones.!0-107 Esta tltima clasificacién se va a comentar mas detalladamente,
centrandonos en aquellos materiales que se van a ir desarrollando a lo largo de este

trabajo.

6.1. Hidrogeles supramoleculares incorporando
nanoparticulas

La incorporacién de nanoparticulas en la matriz del hidrogel es una de las
estrategias mas comunes para provocar alteraciones en sus caracteristicas tanto
microscdpicas como macroscopicas. Las nanoparticulas se pueden incorporar dentro

de los hidrogeles mediante encapsulacion fisica o quimica.

Un caso destacable de materiales que incorporan nanoparticulas es el de los
hidrogeles magnéticos o ferrogeles. Estos materiales se obtienen por combinacion de
una matriz gel con algtin tipo de nanoparticula (o microparticula) magnética. La
incorporacion de nanoparticulas magnéticas (NPM) permite el desarrollo de
hidrogeles inteligentes que son capaces de responder a un campo magnético externo
y modificar sus propiedades (microestructura, comportamiento mecanico, etc.). Esta
cualidad hace que estos materiales sean tinicos, ya que sus propiedades se pueden
controlar de forma remota mediante capos magnéticos.'® El método de preparacion
puede también influir en las propiedades finales del ferrogel. Se han desarrollado
varios métodos para fabricar hidrogeles magnéticos, un método de mezcla'® (donde
un hidrogel no magnético se sumerge en una suspension magnética, absorbiendo las
NPM durante el proceso de hinchamiento), el método de precipitacion in situ!l
(donde las NPM se sintetizan dentro de un hidrogel no magnético) y el método de
entrecruzamiento!!! (donde la reticulacién de los precursores del hidrogel se realiza
en presencia de NPM, (Figura 19). En el Capitulo 1I se desarrolla un hidrogel

magnético formado por este ultimo método.
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@& Particula magnética
a)  Fibra polimérica b 8

Suspension magnética Hidrogel magnético

b) R"!‘tly,,
Sintesis de panlculas
Fibra pohménn

Particula magnética
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magnéticas y monémeros

Particula magnética

Hidrogel magnético

Hidrogel magnético
con particulas
encapsuladas
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reticuladas

Figura 19. Diferentes estrategias para la preparacion de hidrogeles magnéticos. a) Método
de mezcla, b) Método de precipitacion in situ y c) Método de entrecruzamiento.

Las particulas magnéticas son sustratos solidos que permiten su recubrimiento
y funcionalizacién para diferentes propositos. La naturaleza de la capa de
recubrimiento puede modular las interacciones entre las nanoparticulas (NPM) y
fibras que forman los geles, lo que tiene un impacto directo en las propiedades de los
hidrogeles.’”? Un ejemplo de ello, ha sido desarrollado por nuestro grupo de
investigacion en el que se crea un hidrogel de Fmoc-FF con nanoparticulas de hierro
en su interior recubiertas con polietilenglicol (PEG) para producir un gel de Fmoc-FF
con un aumento en la resistencia del material.” Das y colaboradores introdujeron otro
enfoque muy interesante, aunque bastante elaborado, utilizando el coensamblaje de
esferas de polidopamina recubiertas de magnetita con difenilalanina para formar un

hidrogel con respuesta a estimulos magnéticos.!3
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6.2. Hidrogeles supramoleculares como plantillas para
fabricacion de nanomateriales

La red del hidrogel supramolecular peptidico puede ser una plantilla eficiente
para la fabricacion de nanomateriales con un control adecuado del tamaro y la
dimension.!* La ventaja mas importante de emplear el autoensamblaje para construir
materiales es que los bloques de construcciéon monomeéricos individuales a menudo
influyen en las propiedades del material resultante y los materiales basados en
péptidos juegan un papel superior debido a su funcionalidad y morfologia facilmente

ajustables.!5

En general, las velocidades de reaccion lentas, ayudadas, por ejemplo, por
niveles bajos de sobresaturaciéon y concentraciones de reactivos, se utilizan para
facilitar interacciones favorables especificamente en la superficie organica, de modo
que la deposicion del material a nanoescala se produzca preferentemente a lo largo

de las superficies accesibles de la plantilla.11

Las tres principales vias de sintesis para formar nanomateriales usando geles
supramoleculares como plantilla son: proceso de coensamblaje in situ, proceso de
postranscripciony proceso de autoensamblaje. En el coensamblaje in situ se produce
la gelificacion en presencia de precursores del gel y materiales inorganicos-organicos;
mientras, que en el proceso de postranscripcién, primero tiene lugar el
autoensamblaje dando lugar a un gel preformado y posteriormente se produce la
impregnacion o la difusion de precursores minerales o hibridos. Mediante estas dos
estrategias, se pueden obtener materiales hibridos nanofibrosos, que consisten en
fibrillas de gelador recubiertas con especies inorganicas/hibridas parcialmente
condensadas. Estas especies pueden ubicarse en las superficies externas
(exotemplado) y, a veces, también internas (endotemplado) de las nanofibrillas del
gel. En algunos casos, la plantilla del gel se elimina posteriormente para obtener una
réplica de nanofibras, que puede o no tener un hueco interno. La mayoria de los

materiales han sido preparados a través de estos tipos de procesos. En la tercera
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estrategia, en cambio, la especie reactiva ya estd unida al gelador y puede desempefiar
un papel activo en la autoagregacion del gel fibroso."” Uno de los primeros ejemplos
del uso de gelificadores como plantillas para fabricar nanomateriales fue demostrado
por Shinkai y colaboradores en 1998 que usaron el proceso de postranscripcion para
formar un gelador derivado del colesterol como plantilla para preparar hebras de
silice huecas'® (Figura 20). Adicionalmente demostraron que la quiralidad de la hebra

del gelificador era transferida a la de silice!® (Figura 21).

MeaN\/\/\ < >
@]
Br OCOOH:.

Figura 20. Gelador derivado del colesterol.

Figura 21. Imagenes de microscopio electronico de (a) hebras de silice hueca y (b) hebras
de silice quirales en forma de hélice. Imagen adaptada de la ref'" con permiso de Royal
Society of Chemistry.

La ventaja de los autoensamblajes de péptidos, es que pueden producir
nanoestructuras diferentes como fibras, tubos, cintas, laminas, etc., que pueden usarse
como plantilla para producir los nanomateriales. Se han formado varios materiales de
este tipo utilizando esta particular técnica. Un ejemplo de ello es la formacion de
nanotubos de silice huecos de pared simple a partir de un hidrogel basado en un

péptido anfifilo simple.?0 En el Capitulo III de la Tesis Doctoral, se crea un hidrogel
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hibrido biomimético del tejido dseo en el que se produce el autoensamblaje de un
péptido artificial, el Fmoc-FF y precursores de hidroxiapatita, de manera simultanea
y que ofrece un nuevo proceso de nanofabricacion de materiales sintéticos muy

organizados.

Recientemente se han utilizado estructuras autoensambladas diferentes de una
serie de péptidos cortos anfifilicos asimétricos que consisten en Ac-EIsK-NH2 (EI:K),
Ac- ELK-NH: (ELK), Ac KBE-NH2 (KBE) y Ac-KIs«E-NH2 (KLE). Se prepararon a
temperatura ambiente nanomateriales de silice y titanio que reproducian fielmente
las estructuras morfoldgicas de las estructuras peptidicas. Este trabajo demuestra los
efectos de las interacciones no covalentes en el autoensamblaje de péptidos y también
proporciona nuevos conocimientos sobre el disefio y la preparaciéon de materiales

inorganicos a partir de plantillas organicas ajustables'? (Figura 22).

Figura 22. Imagenes TEM de EIsK autoensamblado a pH 7 (a) y nanoestructuras de silice
mediadas por EK a pH 7 (b). Imdgenes TEM de nanoestructuras ELK (c) y titanio
autoensambladas mediadas por nanotubos ELK (d). El recuadro en el panel d) es la
imagen TEM de alta resolucion que muestra la existencia de nanocristales de TiO. Imagen
tomada de la ref'?? con el permiso de ACS Publications.

6.3. Hidrogeles supramoleculares incorporando materiales
de carbono

Un tipo especifico de aditivos que merece una discusion detallada comprende la
familia de nanoestructuras de carbono (Figura 23). Todos comparten la caracteristica
comun de estar compuestos por atomos de carbono, que en la mayoria de los casos
tienen hibridacion sp? e interconectados en una red en forma de panal.'? Sin embargo,

pueden ser extremadamente diversos tanto en términos de estructura y de
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morfologia, como en reactividad y propiedades fisicoquimicas. Comprenden
fullerenos 0D, nanocebollas'? y nanopuntos luminiscentes,? nanotubos de carbono
(CNT, Carbon Nanotubes) unidimensionales,'” y materiales basados en grafeno.!?
Otros ejemplos incluyen grupos de nanocuernos (CNH, Carbon Nanhorns)'? vy
nanodiamantes (ND, Nanodiamonds), que presentan una gran cantidad de atomos de

carbono con hibridaciéon sp3.130

&

Fullereno (0D)

Nanocebolla Nanotubos
de carbono de carbono
(CNO) Nanocuerno (CNTs) (1D)
de carbono
(CNH)

Nanopuntos
luminiscentes
de carbono
(CND)

Nanodiamantes (ND) iGralenciZin)

Figura 23. Ilustracion de los diferentes tipos de materiales de carbono. Figura adaptada de
la ref™®! con permiso de Molecules.

De entre todos ellos los CNT son una buena opcion para fabricar materiales
hibridos. Presentan una morfologia tubular y se pueden clasificar en nanotubos de
pared simple SWCNTs (Single-Walled Carbon Nanotubes) o nanotubos de pared
multiple MWCNTs (Multi-Walled Carbon Nanotubes) dependiendo del nimero de
capas de pared grafénica enrollada.’® En concreto, los SWCNT presentan numerosas
ventajas como alto grado de conductividad eléctrica que se puede modular con la
concentracion de CNT, redes faciles de fabricar utilizando SWCNT disponibles
comercialmente, sus propiedades de transporte se comprenden bien,31% vy
encuentran una multitud de aplicaciones en electrénica, optoelectronica y

termoeléctrica.!36

Por un lado, los péptidos son componentes ideales para aplicaciones

biotecnologicas'®” e interactiian favorablemente con el agua'® y por otro lado, la
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conductividad eléctrica y térmica mejorada y la resiliencia mecanica de los nanotubos
de carbono proporcionan caracteristicas adicionales a los sistemas basados en
péptidos.’® En el Capitulo 1V del presente trabajo se desarrolla un material hibrido de
Fmoc-dipéptido y materiales de carbono con posibles aplicaciones en el area de la

espintronica.

Existen muchos ejemplos de materiales hibridos peptidicos con materiales de
carbono como el descrito por el grupo de Marchesan donde se evaluaron los efectos
de tres nanocarbonos oxidados diferentes, nanotubos de carbono o CNT como
material 1D, lamina de éxido de grafeno (GO, Graphene Oxide) como material 2D y
CNH (carbon nanhorns) como material tridimensional (3D) en el autoensamblaje del
tripéptido desprotegido Leu-PPhe-PPhe en condiciones fisioldgicas. En todos los casos
se obtuvieron hidrogeles supramoleculares y las propiedades viscoelasticas se vieron
claramente afectadas por los nanocarbonos, que aumentaron la rigidez y la resistencia
a la tension aplicada. En particular, el comportamiento de autocuracion se observo

solo en el caso de los CNT (Figura 24).

wms  tripéptido autoensamblado + nanocarbonos = geles

Nanotubos 1D Oxido de grafeno 2D Nanocuernos 3D

AUTOCURACION
&)

Figura 24. Representacion de los tres diferentes tipos de materiales de carbono usados en
este trabajo para la formacion del hidrogel hibrido peptidico. Figura adaptada de' con
permiso de ACS Publications.

También se han ensayado este tipo de geles hibridos para la liberacion
controlada de farmacos. La combinacién de acido L-ascdrbico y 6xido de grafeno en
dos  hidrogeles formados por Fmoc-Tyr-OH/Fmoc-Tyr(Bn)-OH  (Fmoc-

Tirosina/Fmoc-bencil-tirosina) y  Fmoc-Phe-OH/Fmoc-Tyr(Bn)-OH (Fmoc-
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Fenilalanina/Fmoc-bencil-tirosina), demostré que mediante la irradiacién de luz
infrarroja cercana, se consiguid liberar una gran cantidad de acido ascérbico
provocado por el calor generado por los nanomateriales de carbono. Este ejemplo

ofrece perspectivas interesantes para la administracion controlada de farmacos.'*!

En definitiva, estos ejemplos ilustran el enorme alcance funcional que las
interacciones no covalentes proporcionan a estos sistemas gelificantes. La adecuada
eleccion de los componentes moleculares de partida permite construir arquitecturas
supramoleculares capaces de combinar varias propiedades en un mismo material de
modo que permita el desarrollo de hidrogeles multicomponente con propiedades

clave que los hacen adecuados para numerosas aplicaciones.

7. APLICACIONES BIOMEDICAS DE HIDROGELES
SUPRAMOLECULARES

De entre la multitud de aplicaciones de los hidrogeles supramoleculares el
progreso de la investigacion en el campo de la biomedicina ha sido de especial interés
en los hidrogeles supramoleculares basados en péptidos. A continuacion, se describen

algunas de sus principales aplicaciones.

7.1. Crecimiento celular e ingenieria de tejidos

Es una de las aplicaciones mas extendidas dentro de los hidrogeles
supramoleculares peptidicos. El disefio y la sintesis de los hidrogeles basados en
péptidos miméticos de la matriz extracelular (MEC) los convierten en candidatos
prometedores para el cultivo celular y las aplicaciones de ingenieria de tejidos. La
MEC es una red supramolecular tridimensional que consiste principalmente en
proteinas fibrosas y proteoglicanos, presentes en todos los tejidos y érganos, que

proporciona no solo un soporte fisico importante para las células circundantes, sino
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también senales bioquimicas y biomecanicas para morfogénesis, diferenciacién y

homeostasis de los tejidos.'#

Los hidrogeles supramoleculares presentan algunas propiedades clave que los
convierten en candidatos ideales para esta aplicacién!*3(Figura 25) como capacidad de
respuesta (los desencadenantes fisiologicos, como las enzimas, pueden alterar las
propiedades de los materiales), flexibilidad (deformacion con retencién de
propiedades mecanicas), biomimetismo (prevencién del rechazo del material por
parte del huésped y activaciéon de los receptores para inducir procesos celulares),
modularidad y especificidad (se pueden incorporar varias funcionalidades en el

polimero, lo que permite una multitud de actividades bioldgicas).

Flexible y
ajustable

Capacidad

) ’ de respuesta

Biomimético
. e

Especificidad

#

Y(  Receptor de membrana celular

7\ Fibras de hidrogel

A Grupo bioactivo

Figura 25. Los péptidos pueden autoensamblarse en matrices biomiméticas que acttian
como andamios para generar cultivos celulares. Figura adaptada de'*® con permiso de
Nature Materials.

Los pioneros en este campo fueron Stupp y colaboradores* mediante el empleo
de peptidos anfifilicos con epitopos bioactivos, como es el caso de IKVAYV (isoleucina-
lisina-valina-alanina-valina), que promueve una mayor y mas rapida diferenciacion
de las células progenitoras neurales en neuronas. Al mezclarse con medios de cultivo
celular, se autoensamblaron en una red tridimensional de nanofibras (en presencia de
iones de calcio) y proporcionaron un hidrogel capaz de promover que las células

progenitoras neurales se diferencien rapidamente en neuronas.



Introduccion general

Un importante motivo es el tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp), que posee
propiedades que imitan la matriz extracelular y se ha identificado como una secuencia
de adhesion celular esencial minima.'¥ Este tripéptido funciona como un ligando que
se suele combinar con otro componente que proporciona la rigidez estructural, la
estabilidad y el entorno nanofibroso. Desde su descubrimiento, se han desarrollado
numerosos materiales que han sido funcionalizados con RGD para una amplia gama
de propositos, incluidas las aplicaciones médicas. Por ejemplo, Quan y colaboradores
desarrollaron un andamio bioactivo que contenia 16 aminoacidos, el factor de
adhesion celular (RGD) y acido poliaspartico para construir un andamio funcional
capaz de regenerar hueso. Los estudios de cultivos celulares indicaron que este
andamio no solo promovid la expresion de genes osteogénicos, sino que también
acelero la proliferacion y diferenciacion de células madre mesenquimales de médula
de rata (rMSC) hacia el osteoblasto.!¢ En otro estudio reciente, se describe un PA
funcionalizado con la secuencia bioactiva Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) (Figura 26). La
aplicaciéon de geles de RGDS-PA acelera la recuperacion de las heridas por
quemaduras mediante la estimulacion del fibroblasto y la proliferacion de células

epiteliales, lo que favorece la cicatrizacion de las heridas.#”

Enlazador de glicina

Aminoacidos ionizables con epitopo RGDS
para solubilidad X
a) Secuencia peptidica NN
Segmento formadora de hoja beta oH 2t o
hidrofébico C16 g L
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Figura 26. a) Estructura quimica de la molécula bioactiva de RGDS-PA. b) Ilustracion
tridimensional de una nanofibra de moléculas de PA bioactivas. Estas nanofibras forman
facilmente geles a través de enlaces cruzados ionicos. c) Imagen del gel en microscopia
electrénica de transmision. Barra de escala: 500nm. Figura adaptada de ref'¥” con permiso
de Elsevier.
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Centrandonos en los materiales de Fmoc-dipéptidos que contienen este epitopo
bioactivo, (material de estudio en el Capitulo II de este manuscrito), Ulijn y
colaboradores disefiaron un hidrogel mezclando Fmoc-FF y Fmoc-RGD, como
andamio 3D para células de fibroblastos. Se descubrid que este hidrogel mixto
proporcionaba una red de nanofibras rigidas altamente hidratadas con laminas 3
entrelazadas por el apilamiento m—7t de los grupos Fmoc.!#® Utilizando un principio
de disefio similar, se han desarrollado numerosos trabajos usando Fmoc-
aminoacidos. Un ejemplo de ello, que va un paso mas alld, es desarrollado por
William y colaboradores basandose en sus trabajos previos con Fmoc-FRGDF (N-
fluorenilmetiloxicarbonil-fenilalanina-arginina-glicina-acido aspartico-fenilalanina),
y muestran que es posible presentar dos epitopos simultdneamente RGD y PHSRN
(prolina-histidina-serina-arginina-asparagina) mediante el coensamblaje de ambos, y
comparar estos resultados con la efectividad de las sefiales de un solo péptido. Los
resultados mostraron que tanto Fmoc-FRGDF como Fmoc-PHSRN (N-
flourenilmetiloxicarbonil-prolina-histidina-serina-arginina-asparagina) produjeron
hidrogeles. El cultivo celular tridimensional in wvitro de fibroblastos mamarios
humanos en el péptido mixto de hidrogel mostré una adhesién, propagacién y
proliferacién dramaticamente mejoradas. Los resultados demostraron que el efecto
de sinergia selectiva de PHSRN con RGD es una forma eficaz de aumentar la solidez

y la funcionalidad de los andamios autoensamblados.'+

7.2. Liberacion de medicamentos

En el campo de la administracién de farmacos, la liberacion controlada de
moléculas huésped bioactivas, como farmacos, vitaminas o factores de crecimiento,
desde una red de hidrogel a un sitio diana especifico del cuerpo es de gran interés.
Debido al caracter no covalente y biocompatible de los hidrogeles supramoleculares
peptidicos, su respuesta a estimulos externos es rapida y la disolucién completa del
gel simplemente da como resultado moléculas pequenias que pueden ser facilmente

degradadas por enzimas y excretados por el cuerpo. Ademas, estos sistemas han
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atraido un gran interés como formulaciones farmacéuticas para la administracion de
moléculas durante un largo periodo de tiempo, que de otro modo serian poco

solubles, rapidamente degradables o incluso tdxicas.’>

La incorporacion de moléculas de farmaco dentro de las nanoestructuras

autoensambladas es un proceso que se puede lograr a través de tres vias diferentes:

i) simple atrapamiento fisico de moléculas de carga dentro de la red transportadora;
ii) interacciones no covalentes entre moléculas de péptido y farmaco; iii) interacciones
covalentes entre farmacos y componentes peptidicos.!s! Entre otras aplicaciones, la
conjugacion o encapsulacién de agentes terapéuticos como medicamentos contra el
cancer en hidrogeles peptidicos ha sido ampliamente estudiada, ya que los hidrogeles
proporcionan una matriz solida que permite una liberacién selectiva y controlada
evitando el contacto con tejidos sanos y brindando ventajas en comparacion con los
medicamentos libres.!® Por ejemplo, se ha estudiado la encapsulacion simultanea de
los medicamentos paclitaxel (PTX) y gemcitabina (GEM) dentro de hidrogeles de
péptidos OE (VKVKVOVK-VPPPT-KVEVKVKV-NH:) inyectables y sensibles al pH
para formar un sistema estable de administracion conjunta de dos medicamentos.
Cuando el hidrogel de péptido OE cargado con farmaco se inyecta cerca del tejido
tumoral, ambos farmacos se retienen en este tejido durante un tiempo sostenido y
concentrado, liberando el farmaco hidrofilico GEM en grandes cantidades y liberando
lentamente el farmaco hidrofébico PTX hasta su liberaciéon completa, lo que no solo
prolonga la duracién de la accion del farmaco, sino que también mejora atin mas su
eficacia.’® Asimismo, si a esta matriz de hidrogel se le incorporan nanoparticulas
magnéticas, el control remoto de la frecuencia y la intensidad del campo magnético
aplicado puede mejorar la capacidad de liberaciéon del farmaco, reduciendo los efectos
secundarios que provoca el mismo. Por ejemplo recientemente, se ha sintetizado una
matriz de hidrogel de naproxeno-dehidropéptido a la que se le incorporaron
nanoparticulas de ferrita de manganeso. Aqui, los hidrogeles magnéticos de Npx-L-
Phe-AAbu-OH (1), Npx-L-Trp-Z-APhe-OH (2) y Npx-L-Ala-APhe-Gly-L-Arg-Gly-L-
Asp-Gly-OH (3) (siendo Npx: naproxeno; Phe: fenilalanina; APhe:

TE
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dehidrofenilalanina; Abu: acido aminobutirico; AAbu: acido dehidroaminobutirico;
Ala: alanina; Arg: arginina; Asp: acido aspartico; Gly: glicina; Trp: triptéfano) se
probaron como nanotransportadores para farmacos antitumorales modelo, incluido

un derivado de tieno[3,2-b]-piridina y curcumina'®* (Figura 27).

\iLOj*

1) (2)

Figura 27. Estructura molecular de los hidrogeladores.

7.3. Inyectabilidad

Estos sistemas de hidrogel se pueden aplicar a los seres vivos de diferentes
maneras, mediante inyeccion oral, ocular, rectal, epidérmica y subcutanea. Por lo
tanto, la inyectabilidad de un hidrogel basado en péptidos, lo que significa la
transicion de gel a sol al aplicar suficiente estrés, puede considerarse como una de las
propiedades importantes de estos materiales. En los geles inyectables es importante
controlar la cinética de gelificacidn, es decir, la transicion sol-gel, para que esta ocurra

dentro de un intervalo de tiempo restringido.'

Existen dos alternativas principales para la administracion del producto
mediante una jeringa: hidrogeles de gelificacion in situ e hidrogeles fluidificantes
(shear-thinning). El primer enfoque se basa en inyectar una mezcla liquida que incluye
los precursores de gel y cuya gelificacion puede desarrollarse en condiciones
fisioldgicas por la presencia de enzimas, sales, reticulacion quimica, cambios de
temperatura, u otros estimulos.!5 Por ejemplo, Ulijn y colaboradores han demostrado
que utilizando una enzima como la termolisina, es posible unir covalentemente dos
precursores peptidicos liquidos como Fmoc-aminoacido (precursor A) y dipéptidos
(precursor B) dando lugar a la formacion de una molécula de hidrogel peptidico
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anfifilico que se autoensambla para formar estructuras nanofibrosas, mostrando un

método para la creacion de hidrogel in sifu en medio fisioldgico'™ (Figura 28).

O Ph
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o HoN OH
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Precursor A Precursor B
Soluble en agua Soluble en agua
TERMOLISINA

Ph Ph
(1R LT
N OH
A A
o 2 o
Ph”
Hidrogelante

Figura 28. Ejemplo de gelificacion in situ provocada por la formacion de un enlace amida.

Sin embargo, estos hidrogeles gelificantes in situ pueden tener algunos
inconvenientes ya que, al ser liquidos, su contenido puede filtrarse al cuerpo, y el
proceso de gelificacion, asi como las propiedades biomecanicas finales, pueden verse
afectadas por las condiciones in vivo. En cambio, el otro tipo de hidrogeles inyectables,
los hidrogeles fluidificantes, permiten la formaciéon de un hidrogel antes de la
inyeccion, con las propiedades mecanicas, morfologicas y bioldgicas deseadas , y que
puede fluir como un material de baja viscosidad bajo estrés. Posteriormente pueden
recuperar rapidamente su estado incial por si mismo (self-healing) después de retirar
el esfuerzo aplicado, sin la intervencién de ningun estimulo externo.'® Por ello, son
buenos candidatos para su uso en aplicaciones biomédicas. De este tipo de materiales,

se hablara en mas detalle en el Capitulo II de esta memoria.

7.4. Accion antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos deben actualizarse continuamente para luchar
contra las bacterias resistentes a multiples farmacos que causan enfermedades

infecciosas. Los péptidos antimicrobianos con sus ventajas de actividad de amplio

~N
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espectro, baja resistencia, accidon antibacteriana rapida y baja inmunogenicidad se
pueden usar para formar hidrogeles y obtener como resultado un material
particularmente 1til para su aplicacion como agente antibacteriano.’® La
hidrofobicidad de los péptidos es una caracteristica esencial que permite que
funcionen como un mejor agente antimicrobiano, ya que determina el grado de
penetracion en las membranas lipidicas. A mayor hidrofobicidad se produce una
permeabilizacion de la membrana mejor y mas efectiva. Sin embargo, los péptidos
mas hidrofébicos causan una toxicidad significativa hacia los globulos rojos y
muestran hemolisis. Por lo tanto, un equilibrio entre la hidrofobicidad y la
hidrofilicidad es esencial para una mejor selectividad de los péptidos.’®® Por ejemplo,
péptidos anfifilicos han mostrado resultados prometedores frente a la actividad
antimicrobiana, como el péptido MAX1 (VKVKVKVKVPPPTKVKVKVKV-NH?2)
introducido por Schneider y colaboradores y que exhibe actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.'¢! En otros estudios se han usando
Fmoc-dipéptidos para formar estructuras con actividades antimicrobianas, como por
ejemplo combinado Fmoc-Leucina (que posee propiedades antiinflamatorias y
antibacterianas intrinsecas)!¢>16> con Fmoc-Fenilalanina para generar un hidrogel con

antividad antimicrobiana.164
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RESUMEN

Los péptidos aromaticos cortos anfifilicos, poseen la capacidad de
autoensamblarse en solucion dando lugar a agregados poliméricos supramoleculares.
A concentraciones especificas, estos péptidos son capaces de formar redes de fibras
entrelazadas extendidas que inmovilizan la solucién liquida dando lugar a geles
fisicos. Estos polimeros supramoleculares han permitido el desarrollo de nuevos
materiales blandos e inteligentes que han encontrado aplicaciones en la ingenieria de
tejidos, sistemas de administracion de farmacos, cristalizacién de proteinas y otras

aplicaciones no bioldgicas en las ultimas décadas.

Haciendo uso de diferentes técnicas microscopicas y espectroscopicas se ha
podido estudiar el proceso de autoensamblaje en agua y a temperatura ambiente,
tanto de Fmoc-FF en presencia de diferentes sales, como de mezclas de péptidos con
diferente quiralidad que contienen grupos Fmoc- y Nap-. Se ha proporcionado
informacién sobre la cinética de formacion de fibras, el empaquetamiento de los
péptidos dentro de las fibras y la capacidad de los péptidos para auto-ensamblarse

después de la rotura (autocuracién).
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del autoensamblaje

Inspirdandose en la naturaleza, los investigadores han creado materiales
sofisticados mediante el autoensamblaje.?165-167 Cada célula individual es en realidad
en si misma un ensamblaje supramolecular: su membrana resulta de la asociacion de
muchas moléculas pequefias llamadas fosfolipidos, que se autoensamblan mediante
interacciones débiles para formar una doble capa de moléculas que conduce a la
membrana final (Figura I.1). Los organulos dentro de la célula también son el
resultado de moléculas que se autoensamblan. Sus propiedades estan controladas por
una organizacién molecular precisa a partir de un cuidadoso equilibrio de fuerzas

diferentes y generalmente débiles.!68

Glicoproteina: proteina Glicolipido: lipido con
con carbohidrato unido

4 carbohidrato unido

Proteina de membrana Bicapa de

eriférica ipi
F Proteina de membrana Colesterol Proteina fosfoliprdos

integral canal

Figura I.1. Representacion de la bicapa de fosfolipidos que, entre otros componentes,
forma la membrana celular (fuente: Wikipedia).

El autoensamblaje no es mas que la asociacion espontdnea y reversible de
moléculas en condiciones de equilibrio en estructuras bien ordenadas como resultado
de interacciones intramoleculares/intermoleculares no  covalentes.’®  El
autoensamblaje y la agregacion de péptidos y proteinas juegan un papel crucial en
muchas de las funciones del cuerpo humano. Por ejemplo, las redes de fibrillas de
colageno proporcionan un andamiaje bioquimico con muchas funciones que

gobiernan la morfologia y las propiedades mecénicas del tejido bioldgico.'” Las
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fibrillas de actina ensambladas son elementos esenciales para muchas funciones clave
en las células eucariotas, como la motilidad, la morfologia, el mantenimiento de la
polaridad celular y la regulacion de la transcripcion. Ademas, hay una serie de
enfermedades asociadas con la agregacién errante de proteinas. El mal plegamiento
de las proteinas y su posterior ensamblaje en fibrillas de amiloide son caracteristicas
patoldgicas de varias enfermedades, como el Parkinson, el Alzheimer, la diabetes tipo
II entre otras.!”! Estos desafios se originan principalmente por la naturaleza jerarquica

intrinsecamente dindmica y multiescala del proceso de autoensamblaje.!72-17+

Estas interacciones no covalentes tan diversas y dinamicas han dado lugar a
materiales que muestran reversibilidad, autocuracién y capacidad de respuesta a
estimulos externos como temperatura, pH, luz, composicién del disolvente,
concentracion, etc.'6175-180 Sin embargo, su formacion inicial también es dinamica,
mostrando una evoluciéon dependiente del tiempo en la que pequefios cambios
iniciales en las condiciones pueden tener un impacto significativo en el resultado
final, dando lugar a sistemas que presentan mayor adaptabilidad.!$!-1$3 Por tanto, es
fundamental comprender los mecanismos moleculares mediante los cuales estas

moléculas se autoensamblan.

1.2. Autoensamblaje de péptidos aromaticos cortos

Mas alld de la tremenda complejidad del autoensamblaje de biomoléculas
naturales, -1 el estudio de bloques de construccion bioinspirados mas simples
capaces de autoensamblarse en condiciones similares puede ayudar a comprender
comportamientos mas complejos. El autoensamblaje de péptidos aromaticos cortos
representa un modelo mas simple para estudiar la interaccidon entre los enlaces de
hidrogeno y las interacciones hidrofdbicas.”191-1% Gazit,'% y Yan'% han demostrado
que el mecanismo de autoensamblaje de estos péptidos pasa por intermedios
metaestables consecutivos que muestran diferentes agregados polimorficos. El
trabajo de Gazit, se centra en el péptido aromatico corto N-(t-butoxycarbonyl)-L-Phe-

L-Phe-COOH (Boc-FF), un ejemplo de péptido con una alta propensién hacia la
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autoorganizacion supramolecular, y describe el camino a través del cual forma una
serie de nano-ensamblajes con diferentes caracteristicas estructurales pasando por
fases metaestables que muestran morfologias esféricas y fibrilares, hasta el estado

estable final de tubos cristalinos (Figura 1.2).

(e

Figura 1.2. Representacion esquematica de la transicion de fase observada en el sistema
Boc-FF a lo largo del tiempo con las correspondientes imagenes TEM y estructura
molecular de Boc-FF. Imagen sacada de ref'> con permiso de Nature Communications.

Yan y colaboradores descubren que el mecanismo de formacion de nanofibrillas
supramoleculares autoensambladas a partir de soluciones homogéneas de
aminoacidos y péptidos cortos protegidos por grupos aromaticos como el Cbz o el
Fmoc, se produce a través de densas gotas de liquido, formadas como resultado de
un proceso de separacion de fases liquido-liquido (LLPS, Liquid—Liquid Phase
Separation), que luego se convierten en nanofibrillas termodinamicamente favorables
(en la Figura 1.3 se puede ver una representacion esquematica del modelo LLPS). Las
gotitas de liquido ricas en soluto sirven como precursores de nucleacién y los
nanoclusters solvatados dentro de ellas actian como centros de nucleacion
heterogéneos. La presencia de LLPS disminuye significativamente la barrera de
nucleacién por la formaciéon de una fase liquida metaestable, que es distinta de la

nucleacion clasica de un solo paso en una solucién homogénea.
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_—
Separacion de fase
liquido-liquido

—_—
Gelificacion/
formacién de

fibrillas

b)

Monémero

Energia Libre =

Gota de liquido \ /

Nanofibrilla

Figura I.3. Mecanismos de separacion y condensacion de fases liquido-liquido. a) Una
solucion de péptido homogénea puede someterse a una separacién de fases liquido-
liquido (LLPS) para dar condensados metaestables y estos, a su vez, pueden sufrir una
transicion de fase para formar fibrillas solidas favorecidas termodinamicamente. b)
Transicion de fase para formar estructuras cada vez mds organizadas. La transicion desde
los precursores de nucleacion atrapados cinéticamente a las nanofibrillas se acompana de
una disminucién de la energia libre de Gibbs. Imagen tomada de la ref' adaptada de
Nature Reviews Chemistry.

Sin embargo, debido a la naturaleza dinamica y compleja, y las concentraciones
diluidas requeridas para observar y hacer un seguimiento experimental de los
eventos de nucleacién y pre-nucleacidn, estos procesos han sido dificiles de
establecer. Ademas, las técnicas tradicionales utilizadas para caracterizarlos como
RMN, UV-vis, CD, XRD y diferentes microscopias electrénicas, son indirectas y/o no
pueden estudiar los eventos en tiempo real, lo que puede dar lugar a malas
interpretaciones. Una mejor solucion seria visualizar directamente el mecanismo de
crecimiento de los nucleos a las fibras utilizando microscopia de fluorescencia.
Gracias a los recientes avances en las técnicas de microscopia, es posible obtener
imagenes en tiempo real de nanofibras supramoleculares. Los grupos de Meijer,'?” De
Cola® y Hamachi,'” entre otros?®2! han implementado estas técnicas para obtener
imagenes in situ en tiempo real de la formacion de fibras supramoleculares y estudiar

los fenémenos de homopolimerizacién (self-sorting) o copolimerizaciéon de
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monomeros entre fibras, fendmenos dificiles de identificar y estudiar por otras

técnicas.

De entre todos los diferentes estimulos capaces de inducir el autoensamblaje, es
importante destacar que el autoensamblaje de péptidos Fmoc esta significativamente
influenciado por la presencia de iones metdlicos, pudiendo modular no solo su
mecanismo de crecimiento'? sino también la estructura secundaria de los polimeros
supramoleculares resultantes y las propiedades del gel.2? Ademas, la presencia de
iones metalicos coordinados con la estructura supramolecular da lugar a metalogeles

con multiples aplicaciones,?® incluidas biomédicas.20*

1.3. Co-ensamblaje de péptidos aromaticos cortos

El coensamblaje es otro enfoque simple y sélido para obtener materiales basados
en péptidos. El término co-ensamblaje denota un proceso de autoensamblaje donde
dos 0 mas componentes forman una estructura organizada que da como resultado
nanoensamblajes estructuralmente cada vez mas complejos que pueden tener
propiedades fisicas y quimicas distintas que las monoestructuras originales

(Figura 1.4).

Nuevas estructuras de
autoensamblaje

Ajuste de propiedades
mecanicas

Hidrogel compuesto

Figura I.4. Ilustracion esquematica de dos bloques de construcciéon coensamblados en
copolimeros supramoleculares, para modular sus propiedades fisicas con propiedades
mecanicas ajustables, obtener hidrogeles compuestos y arquitecturas de ensamblaje
ajustables. Imagen adapatada de la ref?> con permiso de American Chemical Society.
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En comparacion con el tradicional autoensamblaje, el co-ensamblaje de
diferentes monomeros presenta varias ventajas; por ejemplo, permite la produccion
de nuevos polimeros con diferentes morfologias y materiales, como geles, con un
amplio control sobre sus propiedades mecanicas.26-2 Ademads, la capacidad de
controlar el proceso de ensamblaje permite obtener materiales mas sofisticados con

funciones especificas como el transporte de energia?'°?1! y los biomateriales.?

Parametros como la concentracion, la temperatura, la composicién del
disolvente y la aplicacion de estimulos externos son factores que hacen que el proceso
de ensamblaje supramolecular sea muy dificil de controlar siendo particularmente
dificil la obtencién de copolimeros con una composicion bien definida. Aunque se
han implementado diferentes estrategias para ejercer un control sobre la distribucion
relativa de los mondmeros, muy pocos trabajos han demostrado, sin embargo, el tipo
de copolimero formado.?® Algunas de estas estrategias se basan en diferentes tipos
de reconocimiento molecular (enlaces H complementarios, donante-aceptor,
interacciones electrostaticas, etc.) para controlar la composicién del co-polimero.214-216
Se han desarrollado también estrategias para ejercer un control cinético en el proceso
de polimerizaciéon, lo que ha permitido el desarrollo de polimerizaciones
supramoleculares “vivas” y también inducidas por “semillas” permitiendo obtener
co-polimeros con un mejor control sobre la distribucion de los mondmeros.63213217 Sin
embargo, la mayoria de estas recientes estrategias de polimerizacién se han explorado
en disolventes organicos utilizando moléculas organicas aromaticas como perilenos
bisimida, porfirinas, etc.,3218220 apenas estudiandose estos procesos en moléculas

biomiméticas que se autoensamblan en agua a temperatura ambiente.121.221

La copolimerizaciéon de péptidos anfifilicos cortos aromaticos??>22* ha sido
investigada principalmente por los grupos de Gazit,222 Ulijn?27.228 y Adams, 66206-209,229
respectivamente. Ulijn y colaboradores han descrito tres tipos diferentes de co-
ensamblajes: ortogonal, cooperativo y disruptivo (Figura 1.5), basados en las
similitudes estructurales de los péptidos.2® En particular, los péptidos anfifilicos

cortos, como los que tienen grupos Fmoc- y Nap-, pueden autoensamblarse mediante
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un proceso cooperativo.”?11-1% De hecho, recientemente se ha demostrado que el
mecanismo de polimerizacién de estos péptidos cortos anfifilicos pasa por un proceso
de nucleacién cooperativo.1?51%2% Esta fase de nucleacion es un estado metaestable
cuya persistencia en el tiempo depende de la hidrofobicidad y concentracion del
péptido. La formacion de fibrillas supramoleculares solo ocurre cuando un cambio en

las condiciones permite que el sistema supere la barrera de energia libre de la

polimerizacion.
Ortogonal Cooperativo Disruptivo

Figura I.5. Diagrama conceptual que ilustra los diferentes modos posibles de co-
ensamblaje: (a) autoensamblaje ortogonal, donde los bloques de construccion azules y
naranjas se segregan en distintos componentes estructurales que pueden interactuar
intimamente entre si.; (b) autoensamblaje cooperativo, donde los componentes basicos se
adhieren a un modo comun de autoensamblaje dispuestos de manera ordenada; y (c)
autoensamblaje disruptivo, donde la incorporacion aleatoria y los desajustes entre los
bloques de construccién dan como resultado la aparicion de defectos/discontinuidades en
la estructura. Figura modificada de ref??® con permiso de Biomacromolecules.

2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Es complicado observar tanto los procesos moleculares que tienen lugar durante
las primeras etapas del proceso de autoensamblaje , asi como controlar la distribuciéon
relativa del mondmero dentro de la estructura supramolecular en los procesos de co-
ensamblaje. Ademas, es importante conocer el impacto que pequefios cambios en las
condiciones ambientales pueden tener sobre el proceso de autoensamblaje y co-
ensamblaje de moléculas biologicas y sobre la estabilidad de los ensamblajes

resultantes. Por ese motivo basdndonos en esta hipétesis, nuestro objetivo principal
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es estudiar y comprender mejor los meanismos involucrados en estos procesos,

compararlos con los resultados ya descritos y estudiar el impacto que tienen en las

propiedades finales de los geles. Para ellos, se plantean los siguientes objetivos

especifico:

PARTE A

Sintetizar y estudiar la formacién del gel de Fmoc-FF en presencia de

diferentes sales metdlicas.

2. Monitorear el mecanismo de autoensamblaje temprano y el crecimiento de
fibras peptidicas, desde la solucion a los geles, usando un fluoréforo sensible
al ambiente para la agregacion de péptidos con las técnicas FLCS y FLIM.

3. Respaldar los resultados obtenidos por FLCS con otras técnicas como
microscopia, infrarrojo, reologia, etc.

4. Comprender la influencia que pequefios cambios pueden tener en el proceso
de autoensamblaje y en las propiedades fisicas de los geles resultantes.

PARTE B

1. Sintetizar y estudiar la formacion de los geles mixtos de Fmoc-difenilalanina
(Fmoc-FF, L) y Nap-dipéptidos como Nap-dialanina (Nap -AA, L y D) y Nap-
diglicina (Nap-GG).

2. Estudiar el proceso de co-ensamblaje que tiene lugar por la combinacién de
Fmoc-FF con los Nap-dipéptidos.

3. Demostrar que ambos monémeros tienen una mayor tendencia a formar
co-ensamblajes dando lugar a copolimeros alternativos y comprender el
proceso de copolimerizacion que esta llevandose a cabo.

4. Estudiar las propiedades mecanicas de los copolimeros resultantes mediante
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE A: Estudio del mecanismo de autoensamblaje de
péptidos aromaticos cortos

3.A.1. Estudio y formacion de hidrogeles en presencia de
sales

En primer lugar, tal y como se ha planteado en el primer objetivo, se llevé a cabo
el estudio de gelificaciéon de Fmoc-FF a partir de su sal de sodio, (necesaria para
hacerlo soluble en agua). En soluciones acuosas, se sabe que la formacién de
polimeros supramoleculares es promovida por la hidrofébicidad de los monémeros.®
Por lo tanto, y teniendo en cuenta que las interacciones agua: Fmoc-FF son clave para
el proceso, nos preguntamos si los cationes metdlicos podrian afectar dicha
interaccién ajustandose a diferentes propiedades: la hidrofobicidad del cation
(kosmotropo o cadtropo) y las capacidades de unién. Para ello se realizo un estudio
inicial de sales con aniones y cationes diferentes (seleccion recogida en la Tabla 1.1).
Para los experimentos posteriores se seleccionaron CaCOs y Cs2COs, ya que estas dos
sales produjeron hidrogeles homogéneos con propiedades mecanicas
significativamente diferentes (columna de mdédulo de almacenamiento en Tabla I.1),
que poseian el mismo anién (mas facilmente comparables) y tenian la propiedad de
recuperar su estructura de gel tras la rotura por vértex (propiedades que se estudiaran
mas adelante en este trabajo). Asi, por ejemplo, dos cationes simples como Ca?, un

kosmétropo, y Cs*, un caétropo, podrian ser ttiles para tales propositos.

Se utilizaron tres concentraciones diferentes de sal: 25 mM, 12,5 mM, 6,25 mM
combindndolas con tres concentraciones diferentes de péptido: 10 mM, 5 mM, 2,5mM,
siendo la relacién de péptido:sal de 2,5 en todos los casos (2,5:6,25 mM; 5:12,5 mM,;
10:25 mM) (mas informacion de la preparacion de los hidrogeles en Seccion

Experimental).
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Tabla I.1. Diferentes sales estudiadas en la induccion de la gelificacién a la concentracion
de 10 mM de péptido y 25 mM de sal.

Gel homogéneo Recuperacion tras Médulo de
rotura almacenamiento G’
(LVR)

NaCl No No -
CaCl: No No -
KCl Si No -
MgClL2 No No -

CsCl Si No ~103Pa
BaCl: No No -

Na:COs Si Si ~103Pa

CaCOs Si Si ~10*Pa

K2CO:s Si Si ~102Pa
BaCOs Si No -

Cs2CO0s Si Si ~10'Pa

Li2CO:s Si Si ~10%2Pa

Na:2S04 Si Si ~103Pa
CaSOx4 No No -

Cs2504 Si Si ~103Pa
MgSO4 No No -
BaSO4 No NO -

LiOTf Si Si ~10°Pa
Ba (OTf)2 No No -
Ca (OTf)2 No No -

A continuacién, se evalud la posibilidad de extraer informacién de agregados
supramoleculares Fmoc-FF en presencia de sales de Ca* y Cs* utilizando diferentes
técnicas de fluorescencia. Para ello, se emple6 un fluoréforo sensible al medio capaz
de dar informacién sobre las interacciones circundantes tras la intercalaciéon en
fibrillas proteicas, el derivado de 9-azetidinil-quinolimida AQui [9-(azetidin-1-il)-5-
butil-4H-benzo-[de]-[2, 6]-naftiridina-4,6-(5H)-diona].?*! La principal ventaja de esta
molécula es que experimenta un aumento de hasta 10 veces su valor de emision al

unirse a regiones hidréfobas de proteinas, y también experimenta cambios sensibles
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al medio en ambos espectros, en el desplazamiento de la longitud de onda y en la vida

media util de fluorescencia, T (Figura L.6.).

\!

Figura L.6. Estructura del fluoréforo AQui empleado en estos estudios

Mediante la técnica FLIM (recordar Introduccion General para mas detalles sobre
esta técnica), se pudo realizar la observacion a través de un doble canal de emisién
para seguir los cambios en la hidrofobicidad de los agregados mediante imagen
ratiométrica en las dos regiones espectrales de 550 y 630 nm (Is30 representa el nimero
de fotones emitidos en una anchura de banda 630430 nm e Iss0 representa los emitidos
en una anchura de banda de 550420 nm), y asi obtener imdgenes de microscopia de
los dos canales de observacion, asi como el analisis de las imagenes en funcién de los

tiempos de vida de emision (Figura 1.7).

Iméagenes ; o
FLIM 3%503 40\ '
630/6 3
ﬁ\\ ~——510DCXR
Ratio de -
imagenes le3o0 [

600DCXR

Figura I.7. Esquema de la instrumentacion para imagenes FLIM e imagenes ratiométricas
de los dos canales diferentes de deteccion (naranja a 550/40 y rojo a 630/60).

Por lo tanto, se formaron agregados de Fmoc-FF (10 mM) en presencia del

colorante AQui (25 uM) inducido por Ca?* o Cs* (Figuras 1.8a y 1.8b). En ambos casos
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se detectaron fibras y se observo una estructura reticulada, aunque mas clara en las
formadas con Ca?. Los resultados muestran que mientras que las fibras Fmoc-FF Ca?*
se caracterizaron por valores largos de t y valores de relacién Isso/Iss0 bajos, las fibras
de Fmoc-FF Cs* exhibieron valores de t mas bajos y valores de relacion Ieso/Isso
ligeramente mayores (indicativo de un entorno mas hidréfilo o mas expuesto al

disolvente) (Figuras I.8c y 1.8d).

3

0 t/ns 15 0

l630/I550

Figura 1.8. a y b) Imagenes de intensidad (i), FLIM (ii) y ratiométrica (iii) del colorante
AQui en hidrogeles Fmoc-FF formados con Ca?* (a) y Cs* (b). Las flechas indican la
presencia de agregados peptidicos en los que la emision del colorante AQui se caracteriza
por un valor de t bajo y una relacién Ieso/Isso alta. El tamafio de las imdgenes es de 10 um x
10 pm. ¢ y d) Histogramas de poblacion de valores de t (c) y ratios Isso/Isso (d) de AQui en
hidrogeles Fmoc-FF formados con Ca* y Cs*, obtenidos como la distribucién total de, al
menos, cinco imagenes diferentes.

Curiosamente, se encontrd una segunda poblacion de agregados exclusivamente
para Fmoc-FF Cs* (resaltada con flechas en la Figura 1.8d.), caracterizada por valores

de t muy bajos y valores de relacion Isso / Isso> 2.5, indicativos de un ambiente hidrofilo
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altamente expuesto a agua, que podria deberse por la presencia de nanoesferas en el
medio. Por lo tanto, el fluoréforo AQui esta mas protegido en las regiones hidréfobas
de las fibras Fmoc-FF Ca? , que también se demuestra en las imagenes de relacion
Is30/Is50 que revelaron un entorno totalmente diferente de AQui en las fibras formadas

con Ca?y Cs*.

Con el fin de correlacionar los resultados obtenidos con las imagenes FLIM, se
estudio Fmoc-FF Ca? y Fmoc-FF Cs* a las tres concentraciones diferentes del
dipéptido y el contraién comentadas anteriormente, mediante imagenes TEM. En la
Figura 1.9e se observa que también se encontré la coexistencia de nanoesferas y
fibrillas en la muestra de Fmoc-FF Cs*, mientras que no se detectaron con iones Ca? a
la misma concentracién (Figura 1.9h). De hecho, se encontraron nanoesferas de
tamafios homogéneos a 2,5 mM Fmoc-FF Cs* (Figura 1.9d), mientras que las fibras
surgieron por la coalescencia de nanoesferas en concentraciones mas altas.
Curiosamente, la fibrilacién de Fmoc-FF Na* sigui6 patrones similares que con los

iones Cs* (Figural.9 a, by c).

Por el contrario, las imagenes TEM de la soluciéon peptidica a 2,5 mM en
presencia de Ca? mostraron agregados de mayor tamano formados por la
coalescencia de las gotitas (Figura 1.9g), lo que sugiere la aparicién de un proceso de
separacion de fases liquido-liquido en una etapa muy temprana,'”” pero se
convirtieron totalmente en fibrillas estrechas a concentraciones mas altas, lo que
sugiere que el Ca? fue capaz de promover el autoensamblaje del péptido de manera

mas eficiente que el Na* o Cs*.
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Figura 1.9. Imagenes de TEM de sal Fmoc-FF Na* a 2,5 mM (a), 5 mM (b) y 10 mM (c);
Imagenes TEM de sal Fmoc-FF Cs*a 2,5 mM (d), 5 mM (e) y 10 mM (f); Imagenes TEM de
sal de Fmoc-FF Ca* a 2,5 mM (g), 5 mM (h) y 10 mM (i) de conc. de péptido.

Estos resultados fueron comparados con péptidos menos hidréfobos como
Fmoc-AA (Fmoc-dialanina) y Fmoc-GG (Fmoc-diglicina) mediante imagenes TEM
(Figura 1.10), y se confirmé que Fmoc-FF es un candidato ideal para estos estudios

debido a su capacidad para formar fibras bien definidas.
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Figura I.10. Imdgenes TEM de hidrogeles peptidicos de Fmoc-GG y Fmoc-AA formados
en presencia de CaCOs y Cs2COs a diferentes concentraciones de sal: péptido 2,5/6,25 mM,
5/12,5 mM y 10/25 mM. Escala 1pm.

3.A.2. Mecanismo de autoensamblaje

Las primeras etapas del autoensamblaje se investigaron mediante FLCS, una
técnica de molécula tnica que informa sobre las propiedades de difusiéon de los
sistemas moleculares (para mas informacién sobre el fundamento de la técnica ver
Introduccién General). Se siguio la evolucion temporal de las curvas de correlacion
FLCS durante los primeros 15 minutos de interaccion de Fmoc-FF Ca? y Fmoc-FF Cs*
a las tres concentraciones diferentes del dipéptido y el contraion. El analisis de las
curvas de correlacion demostré la presencia de dos estados de difusion diferentes,
una forma de difusién rdpida, con un tiempo de difusion, o rpido, de 55 + 3 ps, y un
estado de difusion lento con valores de o lento que varian segtin la concentracion y el
tiempo de incubacién. Los valores de 1o ripido corresponden a las propiedades de
difusion de pequenias moléculas organicas, como los fluordforos individuales, por lo
que asignamos esta forma al monomero Fmoc-FF. Entonces, las especies de difusion

lenta se pueden atribuir a nicleos y agregados en crecimiento especificos o tento/ms.
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Por lo tanto, se compard el diferente comportamiento de las sales Fmoc-FF Ca?*
y Fmoc-FF Cs*, en términos de valores de 1 lento, que pueden relacionarse con el
tamafio promedio de los agregados. Las curvas de FLCS de Fmoc-FF Ca? mostraron
una contribucién constante de agregados grandes presentando un valor de o lento
promedio de (7+3) % ms en las tres concentraciones probadas (Figuras 1.11a). Este
comportamiento es consistente con un equilibrio continuo entre mondmero y
agregados en forma micelar, similar a lo que ocurre con otros péptidos pequefios
agregantes.!8232-23¢ Curiosamente, esta situacion permanecio constante durante largos
periodos de tiempo (> 30 min), lo que indica un tamano de nticleo estable en equilibrio
con el mondmero que sirve como reservorio para el crecimiento posterior de fibrillas
(Figura I.11c). Por el contrario, las curvas de FLCS de Fmoc-FF Cs* representaron un
escenario claramente diferente. Los valores de Tp iento exhibieron dependencia del
tiempo y la concentracién, con valores que aumentaron hasta varias decenas de ms
(Figura I.11a), alcanzando valores mas altos a Fmoc-FF 10 mM y Cs* 25 mM. Esto
indica que las especies grandes, responsables de o leno, experimentaron un

crecimiento dentro del marco de tiempo de 15 minutos.

Curiosamente, a la concentraciéon mas baja utilizada (Fmoc-FF 2,5 mM), la
contribucién relativa de las especies de difusion lenta fue de alrededor del 6 + 3% y
no vari6é con el tiempo de incubaciéon; similar a la situacion encontrada para el
polimero supramolecular que se forma en presencia de Ca?. Estos hallazgos apoyan
un mecanismo diferente para el autoensamblaje de Fmoc-FF en presencia de iones
Cs*: hay un tamafio de nticleo critico en equilibrio con los monémeros; y a medida
que avanza la incorporacion de agregados grandes en fibras amorfas ain mas grandes
(que no se difundirian en un régimen de tiempo accesible por FLCS), un cambio en el
equilibrio del agregado del ntcleo del mondmero hacia la formacion de mas

agregados permite la fibrilizacién (Figura L.11c).
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Figura I.11. a) Tiempo de difusiéon de las especies de difusién lenta (Tp inwo) de Ca?
(cuadrados) o Cs* (circulos) a una concentracion de iones de 6,25 mM (magenta), 12,5 mM
(azul) o 25 mM (negro). b) Modelo propuesto de las diferentes vias de formacion de
nucleos de Fmoc-FF en presencia de contraiones Cs* o Ca?.

3.A.3. Cinética del autoensamblaje

También se siguio la cinética de autoensamblaje de las soluciones Fmoc-FF Ca?
y Fmoc-FF Cs* (péptido Fmoc-FF 10 mM, Ca? o Cs* 25 mM y AQui 25 pM) mediante
espectroscopiade fluorescencia y FLIM del colorante AQui durante la formacion de
los polimeros supramoleculares. El colorante AQui exhibié una mejora de emision
mas pronunciada y desplazamiento hacia el azul (desplazamiento hacia longitudes

de onda disminuidas) de mayor intensidad en las fibras Fmoc-FF Ca?" que en Fmoc-
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FF Cs* (Figuras 1.12a y b), lo que confirma que las fibrillas formadas con contraiones
de Ca? eran mas hidrofdbicas que las formadas en presencia de Cs*, como ya se ha

comentado anteriormente.
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Figura I.12. a y b) Espectros de fluorescencia de la cinética de formacion de los hidrogeles
de Fmoc-FF 10 mM en presencia de Ca* (a) o Cs* (b) 25 mM en funcién del tiempo de
incubacion (rex = 470 nm) de AQui.c y d) Imdagenes de intensidad, FLIM (t) y relacion
Is30/Is50 en funcion del tiempo de incubacion para Fmoc FF 10 mM en presencia de Ca? (c)
0 Cs*(d). e y f) Distribuciones extraidas de la vida util T y la relacion Isso/Isso de las imagenes
en cy d. El tamano de la imagen es de 10 pm x 10 pm.
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Ademas, las imagenes FLIM y ratiométricas en tiempo real de la formacién de
fibras Fmoc-FF Ca* y Fmoc-FF Cs* (Figura 1.12c y 1.12d) demostraron que AQui
estaba en un ambiente hidrofilico en las primeras etapas, caracterizado por una
emisién de baja intensidad y valores de vida util de fluorescencia bajos, pero a medida
que se producia la formacién de fibras maduras, AQui pudo interactuar con mas
regiones hidrofobicas y, por lo tanto, resultdé en una mejora de la emision de
fluorescencia y valores de T mas largos. Las imagenes de relacion Ieso / Isso, mostraron
un cambio hacia valores de relacion mas altos a medida que avanzaba el crecimiento

fibrilar.

Estos experimentos también evidenciaron diferencias en el tipo de fibrillas
formadas en presencia de Ca? o Cs*. Cuantitativamente, los histogramas de poblacién
(Figura L.12e y f) mostraron cdmo las fibrillas formadas con Ca* se hacen mas
hidréfobas con el tiempo (caracterizadas por valores de T mds altos y proporciones de
Iezo / Isso mas bajas). Por el contrario, las fibrillas formadas en presencia de iones Cs*
siempre mostraron valores de Tt bajos y relaciones lsso / Iss0 altas, lo que respalda que
AQui interactiia con sitios mas hidroéfilos. Los resultados demostraron claramente
distintas interacciones, estructura y cinética en fibrillas de hidrogel Fmoc-FF

formadas con iones Ca2* o Cs*.

La cinética del autoensamblaje, también se evalué mediante estudios FTIR y
pudo confirmarse diferencias estructurales significativas entre los geles formados en
presencia de Cs*y Ca? (Figura 1.13). Los espectros mostraron dos bandas separadas
a 1638 cm' y 1690 cm”, atribuibles a los grupos amida y carbamato
respectivamente.?>2% En presencia de Cs*, la formacion de gel result6 en una fuerte
caida inicial en la absorbancia para ambas bandas y una recuperacién lenta en la
banda amida, aunque las posiciones de las bandas no cambiaron significativamente.
La formacion de gel en presencia de Ca? mostrd claramente un cambio simultaneo y

opuesto para ambas bandas a 1692 y 1635 cm'!, respectivamente.
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Esto sugiere la formacion y el fortalecimiento de enlaces de H intermoleculares

entre péptidos (de tipo lamina o) en el gel que no estan presentes en el gel Fmoc-FF

Cs+.
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Figura I.13. Espectros FTIR dependientes del tiempo de hidrogeles de sales Cs* (a) y Ca?*
(b) de Fmoc-FF (conc. de péptido 10 mM).

El mecanismo de fibrilacién diferente también se demostré en las mediciones de
DSC. Se calentaron las muestras de Fmoc-FF a diferentes concentraciones en
presencia de sales de CaCOs y Cs2CO:s a 2 °C/min para inducir su agregacion (Figura
1.14). A una concentracion de Fmoc-FF de 2,5 mM, en presencia de Cs* o Ca?*, se
observé un tnico pico endotérmico alrededor de 41-44 °C, que podria atribuirse a la
desagregacion de nanoesferas y gotitas observadas por TEM. En presencia de Na-,
estos agregados mostraron un pico similar, pero a una temperatura mas baja, lo que
sugiere que las nanoesferas eran menos estables en esta condicién, aunque se
estabilizaron a una concentraciéon mas alta de Fmoc-FF. A concentraciones de 5 mM
y 10 mM, Fmoc-FF Cs* mostré termogramas de DSC mads complejos con varios
maximos y minimos a temperaturas mas altas, lo que sugiere la formacién de

agregados diferentes y mas estables durante el calentamiento.
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Figura 1.14. Exploraciones DSC de Fmoc-FF a diferentes concentraciones en presencia de
diferentes cationes. Linea negra indica la muestra de Fmoc-FF 10mM:sal 25mM,, la linea
roja indica la muestra de Fmoc-FF 5mM:sal 12,5mM vy la linea verde indica la muestra de
Fmoc-FF 2,5mM:sal 6,25mM. Las regiones del termograma en rojo indican la saturacion
de la sefial del calorimetro.

En el caso de Fmoc-FF Ca? los perfiles de DSC fueron menos complejos y los
efectos endotérmicos y exotérmicos fueron mucho menos intensos, a pesar de la
formacién de un hidrogel altamente rigido y estable. Esto indica que la formacion de
gel de Fmoc-FF Ca?* pasa a través de una ruta menos compleja que en el caso de Fmoc-
FF Cs*. Estos resultados sugieren que en presencia de Cs* se forman varias especies
intermedias cada vez mas estables, favorecidas por un aumento en la concentracién
de Fmoc-FF y Cs*. Dado que estos intermedios se forman por procesos endotérmicos
consecutivos, acumulan entalpia, que es liberada por su posterior conversion
exotérmica en hidrogel. Sin embargo, en presencia de Ca?, los estados precursores de

gelificacion parecen acumular menos entalpia y, en consecuencia, la formacion de gel
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es claramente menos exotérmica. Todos estos resultados estan de acuerdo con el

modelo propuesto en la Figura I.11c.

3.A.4. Estudio de las propiedades mecanicas

Dado que los hidrogeles Fmoc-FF formados con iones Ca? o Cs* presentan un
mecanismo de autoensamblaje diferente, es importante correlacionarlo con las
correspondientes propiedades reoldgicas.27-2% En los barridos de amplitud (Figura
115 a y d), la region viscoelastica lineal (LVR) se observa mas claramente para las
muestras de Ca?*y para la muestra de Cs* mds concentrada (10 mM) , mientras que se
puede deducir de manera aproximada para los de Fmoc-FF Cs* a las concentraciones
mas bajas (2,5 mMy 5 mM), lo que indica interacciones mas débiles en estas dos
muestras. Recordar, que para que una muestra sea considerada gel, el médulo de
almacenamiento (G’) debe ser mayor que el mdédulo de pérdidas (G”) dentro de la
LVR. Sin embargo, para las dos concentraciones mas bajas en el caso de Fmoc-FF Cs*,
G' era solo algo mayor que G", lo que indica la debilidad extrema de los geles

resultantes.

La fortaleza (resistencia) de las muestras se cuantific6 mediante los valores
promedio del médulo de almacenamiento correspondiente a la LVR. Como se observa
en la Figura 1.15b y I.15e, las muestras de Ca?" exhibieron valores del médulo de
almacenamiento aproximadamente 500 veces mayores que las muestras de Cs*, lo que
demuestra la resistencia mucho mayor de las primeras. Para ambas sales, la
resistencia de las muestras aumenté en gran medida con el contenido de péptidos (la
relacion péptido: sal fue de 1:2,5 en todas las muestras). Esta mejora con el aumento
del contenido de péptidos (y sal) se debe a la formacién de fibrillas mas largas y mejor
definidas, lo que justificaria el aumento del médulo de almacenamiento. En la
muestra de Cs* a la concentracion mas alta, tuvo lugar un aumento mucho mas fuerte
respecto a las otras muestras a 5 y 2,5 mM debido a la percolaciéon y la microestructura

en forma de red asociada con el comportamiento similar a un gel.
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Finalmente, en los barridos de frecuencia (Figuras I.15¢ y f), las muestras de Cs*
exhibieron una tendencia creciente con la frecuencia, especialmente para las dos
concentraciones mas bajas, que es mas tipica de soluciones poliméricas,?
corroborando la naturaleza casi liquida o muy débil de las muestras de FmocFF Cs* a
bajas concentraciones. Por el contrario, los barridos de frecuencia de las muestras de
Ca? mostraron valores de G’ y G”” aproximadamente independientes de la frecuencia,
con G’>G”, como se esperaba para los geles. Para Fmoc-FF Cs* (10 mM), se demostrd

un comportamiento intermedio entre caracter liquido y gel.
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Figura 1.15. Caracterizacion mecanica de las muestras bajo cizalla oscilatoria. (a) y (c)
muestran barridos de amplitud para deformaciones oscilatorias de 1 Hz de frecuencia y
barridos de frecuencia para deformaciones oscilatorias de amplitud 10 en muestras de
Ca*, y (b) la media y la desviaciéon estandar del modulo de almacenamiento
correspondiente a la region viscoeldastica lineal. (d, e y f) muestran los mismos resultados
para las muestras de Cs".

3.A.5. Estudios de autocuracion

La capacidad de los hidrogeles para recuperar la estructura reticulada después
de romper su estructura también se prob6 con microscopia de fluorescencia. Los geles
completamente formados de Fmoc-FF (10 mM) en presencia de contraiones Ca? o Cs*,

se rompieron en un bano de ultrasonidos durante 10 min en hielo (para evitar un

105



CAPITULO I

calentamiento excesivo de las muestras que pudiera dafar irreversiblemente los
geles). A continuacién, se obtuvieron imagenes de las muestras de hidrogel durante
varios minutos mediante microscopia FLIM, agregando el fluoroforo AQui como
indicador (Figura I.16¢c y d). En ambos casos, la estructura reticular de los geles parecia
rota y solo eran visibles fibras cortas. Ademads, en ambos tipos de geles, el
alargamiento de las fibras se detectd claramente en un tiempo de 20-30 min. Este
periodo de tiempo es mucho mas corto que el proceso general de fibrilacién, lo que
indica que los fragmentos de fibrillas preformados son capaces de actuar como

centros de nucleacién secundarios.

Las caracteristicas de AQui en los hidrogeles recuperados exhibieron las mismas
tendencias que en los geles maduros; esto es, un ambiente mas hidrofébico en los
hidrogeles Fmoc-FF Ca?, en comparacion con los geles formados con Cs*, y la
presencia de una gran poblacién de agregados amorfos expuestos al solvente en los
geles formados con la sal de cesio, en los cuales el fluoroforo AQui mostrd valores
bajos de 1y altas relaciones Ieso / Isso (Figura 1.16 d). Es importante destacar que estos
agregados amorfos parecen tener un papel importante en el proceso de autocuracion,

ya que tienden a conectar las fibras entre si.

También se comprobd el proceso de autorrecuperacion siguiendo la evolucion
temporal de los espectros de emision de AQui de los geles colocados en una cubeta.
El colorante AQui exhibié una recuperacion del 76% en la intensidad de emision
después de 100 min de autocuracion en el gel de Fmoc-FF Ca? (Figura I.16a), mientras
que la recuperacion de la emision fue solo del 25% en el gel de Fmoc-FF Cs* (Figura
L16b). El hecho de que los fragmentos fibrilares puedan actuar como semillas
secundarias para el crecimiento fibrilar continuo también se evidencié al seguir el
proceso durante 16 h de incubacién, después de la sonicacion. Después de 16 h, los
resultados mostraron un aumento de 5.,5 veces (en Fmoc-FF Ca*) (grafica insertada
en Figura 1.16.a) y un aumento de 1,8 veces (en Fmoc-FF Cs*) en la emision con
respecto a los geles preformados (geles que no se sometieron al proceso de rotura).

Esto indica que los geles continuaron formandose y creciendo, después de la
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sonicacion, incluso en mayor medida que el gel preformado, lo cual sugiere una
nucleacion heterogénea en la que las semillas promueven el crecimiento de fibrillas
de manera mas eficiente bajo control cinético. En cualquier caso, esta recuperacion y
posterior crecimiento siempre fue mas notoria cuando los iones Ca?* estaban presentes

en el medio.
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Figura 1.16. a y b) Tiempo de recuperacion de los espectros de emision (Lex = 470 nm) de
AQui en geles Fmoc-FF Ca* (a) y Fmoc-FF Cs* (b), después de la rotura con ultrasonidos.
¢y d) Imagenes de intensidad, FLIM y ratiométricas del fluoréforo AQui en hidrogeles
autocurativos Fmoc-FF formados con Ca* (a) y Cs* (b) después de la rotura con
ultrasonidos, en funcién del tiempo. El tamafio de las imagenes es de 10 pm x 10 pum.

107



CAPITULO I

3.A.6. Estudio de la coordinacion péptido-metal

Mediante calculos de DFT (Density Functional Theory) se estudiaron las
interacciones de coordinacién péptido-metal que pueden estar involucradas en la
formacion de las fibrillas. Para ello, se investigo el intercambio de Na* en Fmoc-FF
Na* por los otros cationes Cs* y Ca?*. Se consideraron dos posibles conformaciones
para la estructura principal de Fmoc-FF, una extendida en forma de lamina f y una

mas doblada (Figura 1.17).

1/
Extendida Plegada
(lamina ) (rayos X)

Figura 1.17. Estructuras calculadas para Fmoc-FF desprotonado. Codigo de colores: C,
gris; N, azul; O, rojo; H, blanco.

Se estudid la interaccion de Fmoc-FF desprotonado con Na*, mostrando que la
estructura en forma de lamina 3 era mas estable que la forma plegada cuando
interactuaba el carboxilato terminal con el catién. Luego se investigo el intercambio
de Na* por Cs* o Ca?. Los calculos correspondientes mostraron que se favorecid el
reemplazo de Na* por un ion Ca?" (AG = -3.56 kcal / mol), lo que indica que Ca? se
une con mas fuerza al residuo Fmoc-FF a través de sitios listos para la uniéon de
hidrégeno debido a su caracter kosmodtropo. Ademds, la estructura extendida
permanece mas estable. Por el contrario, la interaccién con Cs* fue menos favorecida
y también apuntaria a una conformaciéon mas plegada, menos adecuada para el

establecimiento de interacciones supramoleculares (Figura 1.18).
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Figura I.18. Proceso de intercambio cationico de Fmoc-FF Na* estudiado por célculos DFT.
Codigo de colores: C, gris; N, azul; O, rojo; H, blanco, Na, morado, Ca, verde, Cs, verde-
azul.

PARTE B: Estudio del mecanismo de co-ensamblaje de
péptidos aromaticos cortos

3.B.1. Estudio y formacion de hidrogeles con diferentes
dipéptidos

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio de la capacidad de autoensamblaje
de las mezclas de Fmoc-FF con otros Nap-dipéptidos [Nap-AA(L y D), Nap-GG] a la
concentracion final de 10 mM. El estudio se llevo a cabo con las muestras en solucion,
es decir, sin anadir un agente que induzca la formacién de gel y se utilizaron dos
proporciones de Fmoc-FF:Nap-dipéptidos, 1:1 (5 mM:5 mM) y 1:3 (2,5 mM:7,5 mM).
Asi, para una proporcion de 1:1, se ha comprobado que Fmoc-FF a 5mM en solucion
es capaz de autoensamblarse en fibras por si solo (recordar Figura I1.9.b), por tanto,
para poder observar mejor la influencia en el autoensamblaje que poseen ambos
péptidos, se escogid la proporcién 1:3 (2,5mM:7,5mM), ya que Fmoc-FF a 2,5 mM en
solucion, no es capaz de autoensamblarse en fibras tan definidas (recordar Figura
1.9.b).Es importante sefialar que los Nap-dipéptidos a la concentracién de 7,5 mM

tampoco pudieron formar fibras definidas por si mismos.

Como se puede observar en la Figura 1.19, los agregados predominantes
encontrados en las muestra de sal sddica de Nap-AA fueron pequefias nanoesferas

(Figura L19b y c), en cambio, en el caso de la sal sddica de Nap-GG aparecian
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pequenas fibrillas (Figura 1.19 a) esto parece indicar un mayor grado de fibrilizacion
de este péptido en comparacion con Nap-AA. Solamente cuando se mezclaron en
relacién 1:3 con Fmoc-FF, las imagenes TEM de la mezcla de dipéptidos mostraron la
presencia de fibras bien definidas, lo que sugiere que ambos péptidos estan
involucrados en el co-ensamblaje en las diferentes mezclas (Figura .19 d-f). Ademas,
se puede observar una morfologia de las fibrillas muy diferente entre las distintas

mezclas, lo que indica la formacion preferencial de co-ensamblajes.

Solucién de IR
dipéptido

Solucion de
Fmoc-FF con
otro dipéptido
en ratio 1:3

Figura 1.19. Imagenes de TEM de muestras (a), (b), (c), de la solucién de sal de sodio de
cada uno de los dipéptidos individuales a la concentracion de 10 mM. Solucién de sal de
sodio de Fmoc-FF y: Nap-GG (d), Nap-AA(L) (e), Nap-AA (D) (f) en proporciéon 1:3 sin
GdL.

Luego, se llevd a cabo un estudio de la capacidad de las mezclas de péptidos
para formar geles a una concentracion final de 10 mM y en proporcion 1:1 (5 mM:5
mM), 1:3 (2,5 mM:7,5 mM), y 1:4 (2 mM:8 mM) de Fmoc-FF:Nap-dipéptidos. La
gelificacion se desencadenod provocando un cambio en el pH mediante la adicion de
GdL (mas detalles de formacion de los hidrogeles en Seccién Experimental). En todos
los casos se formaron geles de diferente consistencia después de 24 horas. En la Figura

1.20a-d se pueden ver imagenes TEM representativas de los geles formados en la
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porporcién 1:3. A la concentracion final de 10 mM, solo Fmoc-FF pudo formar geles
por si mismo. Después de la adicion de GdL, las mezclas de péptidos mostraron en
todos los casos, fibras y cintas de mayor relacion de aspecto que las que se observaron
en solucién (Tabla 1.2). La morfologia de los agregados fue similar entre si y similar a
las fibras formadas por Fmoc-FF solo.

Tabla I.2. Ancho de las fibras peptidicas (en nm) formadas a la concentracion final de 10

mM tras la adicion de GAL medido a partir de imagenes TEM en proporcion 1:3 de Fmoc-
FF:dipéptidos.

Nap- Nap- Nap-AA (L) | Nap-AA (L) Nap-AA Nap-

ele; (ele (Sol.) (€Y (D) (Sol.) . V.X(D))
(Sol.) (Gel) (Gel)

1:3 ~14+4 | ~19+6 ~14+4 ~27+1,8 ~18+1,7 ~22+4

Fmoc-FF Fmoc-FF:Nap-GG Fmoc-FF:Nap-AA(L) Fmoc-FF:Nap-AA(D)

c) ‘-,':t’ e

Figura 1.20. Imagenes TEM de hidrogeles, formados por la adicion de GdL, de Fmoc-FF
(a) y: Nap-GG (b), Nap-AA(L) (c), Nap-AA (D) (d) en proporcion 1:3.

Al igual que en el estudio del ensamblaje de Fmoc-FF por adicién de sales
(recordar Parte A), con el fin de obtener mas conocimientos sobre el entorno
intrafibrilar en condiciones mas similares a las nativas, se emple¢ el fluoréforo AQui
para obtener imagenes FLIM. La Figura I.21a muestra la estructura fibrilar de los geles
formados con mezclas de Fmoc-FF o Fmoc-FF:Nap-GG en proporcién 1:1 y 1:3. Para
estos experimentos se empled Nap-GG por el mayor grado de fibrilacién que posee
respecto al Nap-AA. Las mezclas de Fmoc-FF:Nap-GG exhibieron fibrillas de

morfologia similar a las de Fmoc-FF solo. Curiosamente en algunas fibrillas, las
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imagenes FLIM mostraron la presencia de patrones repetitivos de valores de vida alta
(indicados como flechas en la Figura 1.21 a y b). Esto puede deberse a la estructura
helicoidal de las fibrillas, asi como a la presencia de motivos hidréfobos repetidos,
que son mas notables en las mezclas Fmoc-FF: Nap-GG. El fluoroforo AQui ademas,
mostro valores de t ligeramente mas altos en las mezclas, con valores de T promedio
de 2.5+ 0.5 nsy 4.4 + 0.1 ns para hidrogeles de Fmoc-FF y mezcla de Fmoc-FF:Nap-
GG 1:1, respectivamente (ver distribuciones en Figura 1.21c). Esto sugiere que la co-
agregacion eficaz de los dos péptidos dio como resultado cambios en el

microambiente fibrilar.

c)
Fmoc-FF:Nap-GG 1:1 Fmoc-FF:Nap-GG 1:3 0 2 4 6 8 10 12

T T T
[T Fmoc-FF |

L h L L L
r I Fmoc-FF:Nap-GG 1:1]]

t/ns SC .
70 ﬂ .
ih i ﬂ ]

Figura 1.21. a) Imagenes FLIM de AQui (12,5 pM) interactuando con hidrogeles Fmoc-FF
(10 mM) o Fmoc-FF:Nap-GG 1:1 (56 mM:5 mM) y 1:3 (2,5mM:7,5mM). Las flechas indican
secciones repetitivas de alta vida util del fluoréforo dentro de las fibrillas de hidrogel (a y
b). ¢) Distribuciones de vida til de fluorescencia de AQui (12,5 uM) interactuando con
fibras de hidrogeles de Fmoc-FF y de Fmoc-FF:Nap-GG en proporciéon 1:1 de varias
imagenes FLIM de los dos tipos de hidrogeles.
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3.B.2. Estudios espectroscopicos del co-ensamblaje con
diferentes dipéptidos

Para ampliar los resultados anteriormente expuestos, el proceso de
autoensamblaje de Fmoc-FF y Nap-GG solo y en mezcla en una proporcion de 1:3 fue
estudiado por FTIR a lo largo del tiempo, antes y después de la adicién de GdL. Antes
de la adicion de GdL, Fmoc-FF (10 mM) mostro la presencia de dos bandas fuertes en
la region amida I a 1638 cm™ y 1690 cm! (Figura 1.22a). Muchos autores atribuyen
estas dos bandas a la formacién de una estructura antiparalela B basada en los
espectros tipicos de polipéptidos y proteinas, pero un estudio muestra que la banda
a 1690 cm-! podria atribuirse al apilamiento del grupo carbamato.?¢ Por el contrario,
Nap-GG no mostro esos dos picos intensos, sino uno mas ancho a 1652 cm™ y otro
mas agudo, pero menos intenso a 1629,5 cm. El espectro de la mezcla 1:3 de Fmoc-
FF:Nap-GG muestra caracteristicas de ambos péptidos. De hecho, el espectro
calculado tedricamente de la mezcla 1:3 es similar, aunque no idéntico al espectro
observado. Esto sugiere que los dos péptidos influyen mutuamente en su estructura

en solucién.

0.008 4 —— FmocFF | = FmocFF 390 min
——NapGG a‘) NapGG 420 min b)
FmocFF:NapGG (1:3) | =———FmocFF:NapGG (1:3) 300 min
=~ Sim. spectrum (1:3) —— FmocFF:NapGG (1:3) 60 min
0.006 4 before glc.

0.004

Absorbancia

0.002

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1700 1650 1600 1550 150
Ntimero de onda (cm™)
Figura 1.22. Espectros FTIR de péptidos. a) Fmoc-FF, Nap-GG (10 mM) y mezcla 1:3 (2,5

mM:7,5 mM) Fmoc-FF:Nap-GG antes de anadir GdL y b) después de afiadir GdL. El
espectro simulado de la mezcla también se muestra para comparacion.
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Posteriormente, se siguid la evolucién de los espectros (durante unas 5 horas)
tras afladir GdL, intentando observar los cambios que se producen a medida que se
forman los geles (Figura 1.22.b). En el caso de Fmoc-FF solo, los cambios espectrales
muestran el desarrollo de una banda ancha centrada en aproximadamente 1633 cm™,
atribuible a la formacidn de la estructura de la hoja p. Por el contrario, Nap-GG mostré
diferentes cambios espectrales, presentando un aumento en la intensidad de la banda
a 1662 cm. Esto es consistente con la falta de capacidad de este péptido para

autoensamblarse en una estructura fibrilar de hoja.

A continuacién, se estudié la quiralidad supramolecular de los agregados
dipéptidos en proporciones de 1:1 y 1:3 en el estado gel usando espectroscopia de CD
(Figura 1.23). Como se coment6 anteriormente, Nap-AA y Nap-GG por si solos no
formaron geles, mientras que Fmoc-FF si form¢ gel. El gel de Fmoc-FF mostré un
espectro de CD que coincidia con el ya reportado®624! con un pico negativo intenso
a 220 nm y un pico negativo menos intenso a 280 nm. Para este péptido se ha
propuesto una conformacion de lamina p antiparalela.’® Como se puede observar en
la Figura 1.23a y b, los espectros de CD de las mezclas de péptidos parecen todos
similares a los espectros del Fmoc-FF solo. En todos los casos, los espectros
presentaron dos bandas negativas principales, una en la region ultravioleta lejana
alrededor de 220 nm y otra en la region ultravioleta cercana alrededor de 280 nm. Este
resultado va en linea con el observado anteriormente, en el que la estructura
secundaria de la lamina B formada por Fmoc-FF se conserva en las mezclas. Este
resultado es bastante interesante considerando que los dipéptidos de diferente
quiralidad o aquiral no modificaron la quiralidad supramolecular del copolimero.
También es significativo que los valores de CD encontrados para las mezclas en una
proporcion de 1:1 fueran mas altos que los encontrados en una proporcion de 1:3. Este
resultado también es coherente ya que la estructura secundaria esta definida por
Fmoc-FF, por tanto, a mayor proporcion de Fmoc-FF, mayores valores de elipticidad.
Este efecto es particularmente relevante en las mezclas derivadas de dipéptidos

aquirales (Fmoc-FF:Nap-GG).
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Figura I.23. Resultados de CD en funcién de la longitud de onda incidente para hidrogeles
formados por Fmoc-FF y otros dipéptidos en proporcién (a) 1:1 (2,5 mM:2,5 mM) y (b) 1:3
(1,25 mM:3,75 mM).Concentracion final de 5mM.

En este caso, la preservacion de la quiralidad supone un proceso de amplificacion
quiral supramolecular por un principio de “sargento y soldados” 229242243 | a retencion
de la quiralidad en mezclas que contienen dipéptidos de quiralidad opuesta (Nap-D-
Ala- D-Ala) mostrd el papel predominante de Fmoc-FF (sargento) en bloquear y

dirigir la disposicién supramolecular de los dipéptidos (soldados).

Por lo tanto, el analisis de todos los datos obtenidos por TEM, FTIR y CD estan
en concordancia si se considera que las mezclas de péptidos estan interactuando de
manera cooperativa, dando lugar a copolimeros de caracteristicas morfologicas
similares. Los resultados muestran que las mezclas de péptidos interacttian a pH alto
probablemente formando agregados micelares mixtos que evolucionan a estructuras
fibrilares mixtas al aumentar la concentracién de péptidos y/o la reduccion del pH.
En este caso, todas las mezclas probadas mostraron la formacién de co-ensamblajes.
La razoén detrds de este resultado podria deberse al fuerte caracter hidrofébico de
Fmoc-FF que forma micelas estables que pueden acomodar otros dipéptidos, como
sugirieron Adams y colaboradores para Nap-FF.2?® También demostraron que estos
péptidos son capaces de sufrir un proceso de self-sorting basado en las diferencias

entre el pKa aparente de los péptidos®. En nuestros experimentos se utiliza aprox. 20
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veces mas GdL que en los experimentos desarrollados por Adams, por lo tanto, en
nuestro caso, la rapida caida del pH (en menos de 5 min) no permite un
autoensamblaje secuencial de los diferentes dipéptidos en funcién de su pKa relativo,

ver Figura 1.24 para las variaciones de pH en el tiempo de los péptidos.

12

— Fmoc-FF:Nap-GG
111 Fmoc-FF:Nap-AA(L)
— Fmoc-FF:Nap-AA(D)

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 1.24. Cambio de pH frente al tiempo de las soluciones de mezclas de dipéptidos
Fmoc-FF: otros dipéptidos en proporcién 1:3 (concentracion final 10 mM a pH 10,6
utilizando NaOH) tras la adicién de 5 puL de una solucién de GdL (200 mg/mL).

3.B.3. Estudios de fluorescencia

A continuacion, aprovechando las propiedades fluorescentes de los grupos
Fmoc- y Nap-, se realizaron estudios de fluorescencia para obtener informacion sobre
el tipo de copolimeros que forman estos péptidos. En particular, el grupo Fmoc- emite
fluorescencia a 325 nm; mientras que los mondémeros de Nap emiten alrededor de
350 nm. Ademas, los grupos Nap- tienen la capacidad de formar excimeros dindmicos
y estaticos, 2% que exhiben luminiscencia desplazada al rojo, caracterizada por una
banda ancha a > 400 nm. Asimismo, la transferencia de energia por resonancia de
Forster (FRET, Forster resonance energy transfer) de los grupos Fmoc- a Nap- seria
factible cuando estan muy cerca, debido a una superposicion espectral favorable de
la emision de Fmoc, actuando como donante, con la absorcién de Nap, como aceptor

de energia.
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Por lo tanto, al investigar las propiedades de emision y la eficacia del proceso
FRET, se puede inferir la capacidad de coagregacién de Fmoc-FF con Nap-AA (D),
Nap-AA (L) o Nap-GG, demostrado para dipéptidos similares que llevan unidades
de Nap y pireno.2#¢ Para confirmar inequivocamente que ocurre FRET de Fmoc a Nap
en dipéptidos coagregados, primero, nos enfocamos en los espectros de emision de
los dipéptidos individuales incubados sin GdL (Figura 1.25a). Fmoc-FF mostré la
emisién tipica debida al anillo aromatico Fmoc, centrado a 325 nm. También puede
estar presente cierta contribucion de la emisién de fenilalanina, aunque normalmente

giraria en torno a los 280 nm, por lo que su efecto seria insignificante.

Curiosamente, para Nap-AA (D), Nap-AA (L) y Nap-GG, la formacién de
excimeros estaticos de Nap dentro de los péptidos individuales proporciona una
medida del grado de interaccidn propia en solucion. En los tres espectros de emision
(Figura 1.25), estaban presentes tanto la emisién de Nap mondémeros (~ 340 nm) como
de excimeros estaticos (~ 400 nm). Sin embargo, hubo diferencias notables entre los
distintos péptidos. Nap-GG mostré una contribucion casi insignificante de
mondmeros y se encontré la mayor formacion de excimeros. Esto esta de acuerdo con
el mayor grado de fibrilizacion de este péptido en comparacién con Nap-AA ( Figura
1.19). Por ello, se utilizé de nuevo el Nap-GG para hacer un estudio mas exhaustivo

de las propiedades de coagregacion.

T T T

2500+

Fmoc-FF 1
s Nap-AA(L)

2000+ =====Nap-AA(D)

Nap-GG

1500+ 1

1000 :

500 @\

/ NN
/ O
/

0 — T T T
300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Intensidad de fluorescencia (au)

Figura 1.25. Espectros de emision de fluorescencia (Lex=280 nm) de Fmoc-FF (negro), Nap-
AA(L) (azul), Nap-AA(D) (rojo) y Nap-GG (verde).
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Se obtuvo informacion cuantitativa sobre la cinética de coagregacién de Fmoc-
FF:Nap-GG a relaciones 1:1, 1:3 y 3:1 mediante la evolucién temporal de los espectros
de emision (Figura 1.26a). En todos estos espectros, la fluorescencia de Fmoc se anula
practicamente por completo, lo que demuestra una rapida interacciéon entre los dos
péptidos, Fmoc-FF y Nap-GG. La sefial de FRET indica la formacién de co-agregados
empaquetados en las primeras etapas de gelificaciéon. Los principales cambios
temporales se detectaron en una disminucidn en la banda centrada alrededor de 400
nm, donde emiten los excimeros Nap, con un aumento concomitante de una banda

centrada alrededor de 340 nm, en la regién de emisién de monémero Nap.

a) b) 2.0/
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Figura 1.26. a) Evolucion temporal de los espectros de emision de fluorescencia
(Aex =280 nm) de i) mezclas Fmoc-FF:Nap-GG a 1:1 (6 mM:5 mM),ii) 1:3 (2,5 mM:7,5 mM)
y iii) 3:1 (7,5mM:2,5mM). Las flechas indican el aumento del tiempo de 0 min a 60 min. b)
Cinética de agregacion usando la relacion de intensidad Is«/lso de los espectros de emision
de las mezclas de Fmoc-FF:Nap-GG a 1:1 (5 mM:5 mM, simbolos negros), 1:3 (2,5 mM:7,5
mM, simbolos rosas) y 3:1 (7,5 mM:2,5 mM, simbolos azules). Las curvas representan
ajustes no lineales a una ecuacion de crecimiento exponencial.

Ademas, se estudio la cinética de agregacion de las mezclas trazando la relacion
de intensidad a 340 nm y 400 nm (Is40/Is00), como medida de la relacién monémero y
excimero de Nap (Figura 1.26b). En todos los hidrogeles estudiados, la relacion Is4o/I400
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mostré un aumento con el tiempo, por lo tanto, una transformacion de Nap-excimeros
a monomeros. La cinética de agregacion mas rapida se encontrd para la mezcla Fmoc-
FF:Nap-GG 1:1 y la meseta alcanzada en (Iss«0/I400) = 1,64 fue la mayor, lo que indica la
ruptura mas eficaz de los excimeros de Nap en mondmeros. Dado que existe una
correlacion entre la ruptura de los agregados de Nap-GG y la formacién macroscopica
real del hidrogel, la causa subyacente debe ser la co-agregacion efectiva con Fmoc-FF

(Figura I.26¢).

Estos resultados contrastan con la mezcla Fmoc FF:Nap-GG 1:3 en el que un
exceso de Nap-GG mostrd excimeros restantes de Nap-GG que no se incorporaron
eficientemente en el polimero. En consecuencia, se midio el espectro de emision de la
mezcla de Fmoc-FF:Nap-GG en proporciéon 3:1 y se representd la cinética de
agregacion. En este caso, el gran exceso de Fmoc-FF en la mezcla 3:1 dio como
resultado una coagregacion mas lenta y una menor interrupcion de los excimeros
Nap-GG, lo que indica que la relacién molar de los dos péptidos no favoree la
disposicion alterna. La cinética de coagregacion mas lenta en esta tltima proporcion
sugiere también que la fase metaestable inicial es mas estable debido a una mayor
proporcién de Fmoc-FF mas hidrofébica, como hemos demostrado anteriormente.El
hecho de que la mezcla 1:1 exhibiera la coagregacion mas efectiva y rapida, respalda
claramente que Fmoc-FF y Nap-GG pueden agregarse de manera alterna, ya que la

proporcién de excimeros de Nap-GG es muy baja.

3.B.4. Estudio de los estados intermedios en la formacion
del gel

Para investigar los intercambios de energia y si los estados intermedios
involucrados en la formacion de gel, estan ivolucrados en los procesos de co-
agreagrcion, se llevaron a cabo experimentos de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) con soluciones de péptido recién preparadas sin GdL (es decir en solucion) en
proporciones 3:1, 1:1 y 1:3 (Figura L.27). Se escanearon mezclas de péptidos recién

preparadas en diferentes proporciones molares a 2°C/min. El termograma de Fmoc-
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FF individual muestra un fuerte pico endotérmico inicial cerca de ~50 °C atribuible a
la desagregacion de nanoesferas metaestables que luego evolucionan a gel fibrilar en
una transicion exotérmica a mayor temperatura (~75 °C). En el caso de las mezclas
Fmoc-FF:Nap-GG, mientras que el péptido Nap-GG individual no muestra ninguna
transicién, de acuerdo con su caracter de agregacion débil, las mezclas muestran picos
exotérmicos significativos que indican formacion de gel. Sin embargo, los picos
endotérmicos agudos solo aparecen débilmente para la mezcla 1:1, que en realidad es
la que muestra la coagregacion mas eficiente. Estos resultados respaldan que el
coensamblaje de péptidos en geles mixtos es promovido por la formacién de
precursores de agregados mixtos y esta de acuerdo con los experimentos de
fluorescencia anteriores, que revelaron la cinética mas rapida y eficiente para la

mezcla 1:1 Fmoc FF:Nap-GG.

T FmocFF

FmocFF:NapGG
1:1

C, (kJ K mol)

FmocFF:NapGG
1:3

T NapGG

AL B B LA B LA B
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 1.27. DSC de soluciones frescas de los péptidos a una concentracion final de 10 mM
de: Fmoc-FF y de mezclas de FmocFF:Nap-péptido. Los escaneos se realizaron a 2 °C/min.
Las regiones planas rojas indican la saturacion de la senal del calorimetro debido a picos
fuertes. Los termogramas se han desplazado verticalmente en intervalos de 1 k] K mol"
en aras de la claridad.
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3.B.5. Estudio de las propiedades mecanicas

De los experimentos reoldgicos se obtuvieron los valores de los mddulos de
almacenamiento (G') de los hidrogeles a diferentes proporciones Fmoc-FF:Nap-
dipéptidos, para una concentracion total de péptidos de 10 mM. Primero, debe
notarse que solo Fmoc-FF fue capaz de formar gel por si mismo. Tomando como
muestra de referencia el hidrogel formado solo por Fmoc-FF, a una concentracién de
10 mM, por sustitucion parcial del Fmoc-FF con otros dipéptidos se obtuvo un
fortalecimiento en la mayoria de los casos. (Figura 1.28). Para una proporcion de
Fmoc-FF:Nap-dipéptidos de 3:1, todas las composiciones dieron como resultado un
aumento en G’, siendo maximo para la muestra Fmoc-FF:Nap-AA(D). Para una
muestra de proporcion 1:1, Fmoc-FF:Nap-AA(L) dio como resultado el gel mas débil,
mientras que otras composiciones 1:1 dieron como resultado hidrogeles mas fuertes;
destacando el aumento de un orden de magnitud para Fmoc FF:Nap-AA(D). Sin
embargo, para la composicion 1:3 se obtuvo una disminucion de G’ para todas las

mezclas, siendo mas pronunciada para Fmoc-FF:Nap-GG.

3 0x10° Fmoc-FF
X
’ I Fmoc-FE:Nap-GG
B voc FEiNap-AA(L)

4
2,5x10 [ | Fmoc-FE:Nap-AA(D)

2,0x10% 4

1,5x10%

1,0x10% 4
5,0x10° | . Jﬁ
0,0 I T T T
(1:0) (1) (1:1)  (1:3)
Proporcién de péptido (Fmoc-FF:XX)
Figura 1.28. Médulo de almacenamientopromedio (G’) correspondiente a lal LVR en

funcion de la proporcion de dipéptidos para hidrogeles a una concentracién final de 10
mM.

Modulo de almacenamiento, G' (Pa)

Estos resultados son muy interesantes, ya que demuestran no solo que la mezcla

de dipéptidos hizo posible la generacion de geles a concentraciones de dipéptidos que
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no dieron como resultado geles por separado, si no, lo que es mas interesante, que se
logré un gran fortalecimiento del gel mediante la sustitucion parcial de Fmoc-FF por

otros dipéptidos.

3.B.6. Estudios de dinamica molecular (DM)

La organizaciéon molecular de Fmoc-FF, Nap-GG y las mezclas de ambos
monomeros en una proporcion de 1:1 se exploré mediante el seguimiento de la
evolucién dindmica de los autoensamblajes a través de simulaciones de DM (ver
Seccion Experimental para mas detalles). Después de simulaciones DM, el grupo mas
poblado de Fmoc-FF mostr6 una distribucién similar a una lamina f, caracterizada
por interacciones de apilamiento Fmoc-Fmoc y enlaces H.??¢ El tamafio del grupo
mostré distancias promedio de 66,2 A ; 46,4 A y 34,7 A (Figura 1.29a). El grupo Nap-
GG, sin embargo mostr6 una distribucion mas parecida a una esfera,
predominantemente controlada por interacciones de apilamiento dentro de los

grupos naftilo; en este caso las distancias fueron: 39,5 A; 362 A y 37,9 A (Figura 1.29b).

Figura 1.29. Grupo de ensamblaje mas representativo de Fmoc-FF (a), Nap-GG (b) y
relacion Fmoc-FF:Nap-GG 1:1 (c) de las simulaciones de DM de 300 ns, vista lateral. Los
grupos Fmoc- y Nap- se representan como esferas amarillas y cian, respectivamente. Los
péptidos FF y GG se representan como hilos grises y los grupos bencilo en FF como palitos
de naranja. Los enlaces H se muestran como lineas purpuras discontinuas.

Los clusters formados por mezclas de Fmoc-FF y Nap-GG en proporcion 1:1
mostraron nuevamente la formacion de agregados tipo ldmina  pero, en este caso,

las distancias entre los mondmeros fueron menores, revelando una estrecha red de
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apilamiento molecular (distancias promedio de grupos de: 56,19 A; 20,5 A; 35,71 A)
(Figura 1.29¢). El co-ensamblaje mostro la preferencia por una disposicion alternativa
de ambos mondmeros. Esta estrecha disposicion entre ambos monoémeros podria
justificar la preferencia a formarse agregados co-ensamblados, en los que el niimero
promedio de enlaces H intramoleculares (19) no se redujo significativamente en

comparacion con el grupo de Fmoc-FF (22).

4. CONCLUSIONS

In this chapter:
PART A

- Thanks to the use of advanced fluorescence techniques, we have been able
to monitor the growth mechanism of the fibrils and the self-healing of Fmoc-

FF in the presence of different salts.

- It has been observed that the nature of the metallic counterion has a strong
impact on the self-assembly mechanism and, as a result of this, the physical
properties of the resulting gels change completely. Ca? ions are able to
promote a liquid-liquid separation phase that promotes faster and more
efficient peptide self-assembly, giving rise to more stable hydrophobic fibrils
at lower peptide concentrations. On the other hand, Cs* ions modulate the
self-assembly process in a significantly different way since it tends to
stabilize the water-solute interface, weakening the hydrophobic interactions

and, therefore, favoring the formation of metastable intermediates.

- Ithasbeen shown that these peptides have a strong tendency to interact with
each other in solution, at high pH, in an intermediate initial phase,

responsible for the final composition of the fibrils.
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PART B

- It has been shown that the self-assembly of these peptides follows a
nucleation-elongation mechanism, in which, from an initial nucleation

phase, fibril formation is triggered by a change in initial conditions.

- Fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis between the
dipeptides Fmoc-FF and Nap-GG has shown that when the proportion of
both monomers is equimolar, the copolymerization process is faster,
pointing to the coassembly of both monomers in the alternated form,
according to the results obtained following the emission band of Nap
excimers. We have shown that the relationship between both monomers
determines the self-assembly kinetics and the arrangement of both

monomers within the copolymer

- The results showed that the co-polymerization of the hybrid intermediates
is thermodynamically favored, so the copolymer is the specie that

predominates in the final composition.

- Finally, the rheological analysis showed that the partial substitution of
Fmoc-FF by other dipeptides resulted in a strong improvement of the

storage modulus of the hydrogels.

5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1. Reactivos y materiales

Fmoc-FF se adquiri6 de Bachem Co., Suiza, y se usé sin una purificacion
adicional. El carbonato de calcio y el carbonato de cesio 299,9 % y el resto de sales
usadas para los ensayos se adquirieron de Alfa Aesar, Alemania. El hidroxido de
sodio (NaOH) y &-gluconolactona se adquirieron de Sigma Aldrich, EE. UU. El

fluoréforo AQui (9-(azetidin-1-il)-5-butil-4Hbenzo[de[2,6]naftiridina-4,6(5H)diona?!
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fue proporcionado por la Dra. Rosario Herranz y el Dr. Francisco Fueyo-Gonzalez del
Instituto de Quimica Médica-CSIC (IQM-CSIC). La sintesis de Nap-dipéptidos fue
llevada a cabo por el grupo de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia
(UGR) y se realizo siguiendo un protocolo descrito,?” donde también se describe la

caracterizacion de Nap-GG.2#

5.2. Preparacion de hidrogeles

Para la preparacion de hidrogeles con sales (Parte A), el péptido Fmoc-FF se pesé
en un vial y se afadié agua desionizada para obtener una concentracién final de
20 mM. A continuacidn, esta suspension se sonicé (en un bano de ultrasonidos HSt
Powersonic 603) durante 1 hora. Después, se afiadié gota a gota una solucion de
NaOH 0,5 M. Tras cada adicidn, la solucidn se sonicd hasta obtener una solucion clara
a un pH de aproximadamente 10,6. El pH se midié usando un medidor de pH HACH
sensiont PH 3. El medidor de pH se calibré utilizando soluciones tampoén de pH 4,
pH 7 y pH 10. Para preparar los hidrogeles con las sales esta solucion se diluyo
nuevamente con agua desionizada para obtener una concentracion final de Fmoc-FF
de 10 mM, 5 mM y 2,5 mM. La gelificacion fue inducida afiadiendo sales a 25 mM,
12,5 mM o0 6,25 mM.

Para la preparacion del gel mixto (Parte B) Fmoc-FF con otros dipéptidos se
mezclaron en proporcion de 1:1,1:3 y 3:1, se disolvieron en agua ajustando el pH a
10,35 utilizando también NaOH 0,5 M. Las mezclas de péptidos formaron soluciones
transparentes a una concentracion final de 10 mM. La gelificacion se desencadend
mediante un cambio de pH afadiendo GdL a una concentracién final de gel de 1
mg/ml. En todos los casos, se formaron geles de diferente consistencia después de 24

horas.

Para los estudios de FLIM, FLCS y fluorescencia, se prepard el péptido-hidrogel
afadiendo el fluoréforo AQui a una solucidon de péptido o mezcla de péptidos

transparente para una concentracion final de fluoréforo de 25 pM (en los hidrogeles



CAPITULO I

preparados con sales, Parte A) y de 12.5 uM (en los hidrogeles preparados con GdL,
Parte B).

5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Los hidrogeles utilizados en este trabajo fueron estudiados con un microscopio
electronico LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss. Los hidrogeles se agitaron y diluyeron 1/10
con agua ( en los hidrogeles preparados con sales, Parte A) y 1/5 (en los hidrogeles
preparados con GdL, Parte B). Se colocé una gota de una suspension acuosa del
hidrogel en una rejilla de cobre de malla 300. La muestra de TEM se tifid con 1% de
solucion acuosa de acetato de uranilo. La muestra se seco a temperatura ambiente

durante 30 min.

5.4. Dicroismo circular (CD)

Los espectros de CD se registraron utilizando un espectropolarimetro Jasco J-815
con una lampara de xenén de 150 W. Los hidrogeles se gelificaron en una celda de
cuarzo de 0,1 mm (Hellma 0,1 mm de cuarzo Suprasils) utilizando el protocolo
descrito anteriormente. Los espectros se obtuvieron de 200 a 350 nm con un paso de
1 nm y un tiempo de integracion de 0,5 s por paso a 20 °C y 100 acumulaciones. Los
CD se realizaron a una concentracion final de dipéptidos de 5 mM para evitar

artefactos derivados de las muestras.

5.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros FTIR se registraron utilizando un espectrémetro Bruker IFS-66
(Bruker, Ettlingen, Alemania) equipado con un detector MCT enfriado con nitrégeno
liquido y un accesorio de reflexion total atenuada (BioATR-II) termostatizado a 25 °C.
Los hidrogeles o las mezclas se depositaron en la celda ATR y los espectros se

escanearon cada 5 min en el rango entre 4000 y 900 cm! con una resolucion de 2 cm!
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y 128 acumulaciones. Los espectros de fondo previamente medidos se restaron a los
espectros de la muestra para eliminar la contribucién de las fuertes bandas de agua.
Las contribuciones espectrales del vapor de agua residual se redujeron utilizando el

filtro de compensacién atmosférica incorporado en el software Bruker OPUS.

5.6. Fluorescencia

Los espectros de emisién de fluorescencia y la cinética de gelificacion se
obtuvieron en un espectrofluorimetro Jasco FP-8300 (Jasco, Tokio, Japdn), a la
longitud de onda de excitacién Aex de 470 nm (en los experimentos de la Parte A) y a
Aex de 280 nm (en los experimentos de la Parte B).. Para el estudio de la cinética de
gelificacién, se formaron hidrogeles de sales peptidicas in situ en presencia del

fluoréforo AQui (Parte A) y se estudio la gelificacion durante 24 h.

1.5.7. Reologia

Las propiedades mecanicas se caracterizaron bajo esfuerzo de cizalla oscilatorio
a una temperatura de 25,0 + 0,1°C, utilizando un reémetro de esfuerzo controlado
Haake MARS III (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), provisto de un
sensor placa-placa de 35 mm de didmetro. Primero se obtuvieron los valores de los
modulos de almacenamiento (G’) y pérdidas (G”) en funcién de la amplitud de la
deformacioén de cizalla oscilatoria, Yo, a una frecuencia constante de 1 Hz (barridos de
amplitud), tanto para los hidrogeles de la Parte A, como para los hidrogeles de la
Parte B. Luego, las muestras se sometieron a pruebas de barrido de frecuencia, bajo
amplitud de deformacién de cizalla fija (yo = 0,0002) dentro de la region viscoelastica
lineal (LVR), y para frecuencias crecientes en el rango 0,1-15 Hz. De estos ensayos se
obtuvieron los valores de los moddulos viscoelasticos (tanto G’ como G”)
correspondientes a la LVR en funcién de la frecuencia. Se realizaron al menos tres

repeticiones para diferentes alicuotas.
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I.5.8. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los experimentos de DSC se realizaron en un microcalorimetro DASM-451
equipado con células capilares de platino. La celda de referencia se llen6 con el
volumen de una solucién salina en agua y la celda de muestra se llen6 con una mezcla
de hidrogel-precursor preparada inmediatamente antes de su introduccién en el
instrumento. Las muestras se escanearon hasta 100 °C, se enfriaron y se volvieron a
escanear para verificar la reversibilidad de los termogramas. La velocidad de
exploracién se varié entre 0,5 y 2 °C min’! para investigar especificamente la
dependencia con el tiempo de los efectos térmicos observados. Las lineas base
instrumentales se registraron con ambas celdas llenas de solucién salina en agua y se
restaron de los termogramas experimentales. Los termogramas corregidos se
normalizaron a la capacidad calorifica relativa del agua utilizando las concentraciones
molares de Fmoc-FF. Los experimentos DSC se han llevado a cabo en colaboracion
con el Dr. Francisco Conejero Lara del Departamento de Quimica Fisica de la Facultad

de Ciencias (UGR).

1.5.9. Microscopia FLIM y espectroscopia FLCS

Estos experimentos se llevaron a cabo en un instrumento MicroTime 200
(PicoQuant GmbH, Berlin, Alemania), descrito previamente en detalle.?! La fuente de
excitacion fue un laser de diodo pulsado de 470 nm (LDH-PC-470, PicoQuant),
operado a una tasa de repeticion de 20 MHz. El haz de excitaciéon se enfoco en la
muestra a través de un objetivo de inmersidn en aceite x100, 1.4NA. La emisién de
fluorescencia se recogio, se filtrd a través del espejo dicroico principal y se enfoco en
la apertura confocal de 75 um. La luz emitida se dividié en un canal naranja y un canal
rojo usando un espejo dicroico 600DCXR vy filtros de paso de banda apropiados para
definir Isso (filtro de paso de banda Thorlabs 550/40) e Isso (filtro de paso de banda
Chroma 630/60). Se utilizaron dos detectores de fotén unico de avalancha (Perkin

Elmer) para detectar fotones individuales y un moédulo de recuento de fotones
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TimeHarp 200 (PicoQuant) para el etiquetado de tiempo de fotones individuales. Las
imagenes FLIM se obtuvieron con una resolucion espacial de al menos 19,5 nm/pixel
y una resolucién temporal de 29 ps/canal en la escala de microtiempo. Las imagenes
se analizaron usando SymPhoTime 64 (PicoQuant) y scripts codificados en FIJI
(distribuciéon de Image J).2# Las imagenes FLIM se obtuvieron ajustando todos los
pixeles de la imagen a una funcién de decaimiento monoexponencial, usando una
funciéon de respuesta de instrumento reconstruida, después de aplicar un Binning
espacial de 5 pixeles y binning temporal de 8 canales. La segmentacién se realizo
restando el fondo definido por un filtro mediano® de 50 pixeles y aplicando la
herramienta robusta de seleccién automatica de umbral en FIJI. Para los experimentos
FLCS, el laser de excitacion se enfocd 10 um dentro de la soluciéon acuosa del
dipéptido Fmoc-FF (a 2,5, 5 o 10 mM) y el contraiéon estudiado, Ca* o Cs* (a
concentraciones de 6,25, 12,5 0 25 mM). Los rastros de fluctuacion de fluorescencia se
recolectaron durante 16 min, en pasos de 2 min. Se realizaron al menos tres
repeticiones con diferentes preparaciones de cada muestra. Las curvas FLCS se
obtuvieron aplicando un filtro ponderado en el tiempo para tener en cuenta los
fotones de fluorescencia durante la autocorrelacion de la sefial de fluctuacion. Estas
medidas se han llevado a cabo en colaboracién con el grupo de fisico-quimica dirigido

por el Prof. Angel Orte de la Facultad de Farmacia (UGR).

1.5.10. Calculos DFT

Los calculos tedricos se realizaron mediante métodos DFT utilizando el software
Gaussian 09 en el nivel de teoria wB97XD/def2SVP.?! Se utilizd el conjunto base y el
pseudopotencial LanL2DZ para Na*, Cs* y Ca? .22 Los calculos se realizaron con una
integracién ultrafina y en agua como solvente aplicando el modelo de continuo
polarizable con el formalismo de ecuacién integral disponible en Gaussian 09.2* Los
datos de termoquimica se obtuvieron a través de calculos de frecuencia, lo que
también confirmé que las estructuras optimizadas correspondian a un minimo de
energia. El error de superposicion del conjunto basico se corrigio para los complejos
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Fmoc-FF con Na*, Cs*y Ca?* utilizando el método del contrapeso.? Los calculos DFT
han sido llevados a cabo por el Dr. Victor Blanco del departamento de Quimica

Organica de la Facultad de Ciencias (UGR).

I1.5.11. Protocolo de dinamica molecular (DM)

Los conjuntos Fmoc-FF, Nap-GG y Fmoc-FF + Nap-GG en una proporcién de 1:1
se construyeron inicialmente usando Maestro.?> Se ensambld una configuracién
inicial de 60 moléculas confrontando los grupos Fmoc y Nap en un lado y la cadena
del dipéptido en el otro en forma de lamina (3. A continuacion, los conjuntos se
convirtieron en archivos pdb independientes y se usaron para la simulacién de
dindmica molecular atomistica (DM) con VDM?¢ y NADM 2.14.2%” Los dipéptidos
Fmoc y Nap se parametrizaron con el servidor LigParGen?5$-2¢ y la simulacion MD se
ejecuto con el campo de fuerza OPLS-AA/M.?6! Los conjuntos iniciales se sometieron
primero a una minimizaciéon de energia de 30 picosegundos (ps) a 300 K en
condiciones de contorno peridédicas para eliminar los contactos de alta energia,
seguido de NVT de 300 ps sucesivos y un equilibrio de NPT de 1 nanosegundo (ns)
antes de los 300 ns productivos (simulacion MD productiva). Durante la DM
productiva, los enlaces de agua se restringieron utilizando el algoritmo SHAKE 22 la
electrostatica de largo alcance se traté con el método*?® de Ewald de malla de
particulas con un espaciado de rejilla de 1; temperatura y presion constantes se
mantuvieron acoplando el sistema a un bafo externo a 300 K y 1 bar, utilizando
velocidad reescalado?* y Parrinello-Rahman,?> respectivamente. Se utilizd un
propagador RESPA con un paso de tiempo de integracion de 1 fs. Se aplico el
modelo¢ TIP3P para agua,?” y se utilizo UCSF Chimera 1.14 para realizar los analisis
de trayectoria y generar las imagenes finales.2® Los datos de las trayectorias se
sometieron a un grupo RMSD andlisis utilizando la herramienta de pelicula DM en
Chimera configurando el cuadro 1 como el inicial, y un tamafio de paso de 101. Las
estructuras representativas del grupo obtenidas se guardaron como un archivo pdb y

se analizaron. Los calculos del area de superficie accesible al solvente (SASA), enlaces
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H y rmsd se realizaron utilizando VMD con secuencias de comandos TLC internas.
La dindmica molecular ha sido llevada a cabo por el Dr. Francisco Franco-Montalban
del departamento de Quimica Farmacéutica y Organica de la Facultad de Farmacia

(UGR).
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Hidrogeles hibridos magnéticos basados en péptidos
aromdticos cortos para medicina regenerativa

RESUMEN

La inclusion de nanoparticulas magnéticas (NPM) en una matriz de hidrogel
para producir hidrogeles magnéticos ha permitido el desarrollo de nuevos materiales
en investigacion biomédica. Los NPM integradas ofrecen la posibilidad de modular
las propiedades fisicas del hidrogel de forma remota y bajo demanda mediante la
aplicacién de un campo magnético externo. Ademas, permiten cambios permanentes
en las propiedades mecanicas del hidrogel, asi como alteraciones en la micro y

macroporosidad de su estructura tridimensional (3D).

Nuestro trabajo se centra en utilizar nanoparticulas magnéticas para desarrollar
un material a base de péptidos de Fmoc-FF/Fmoc-RGD que presente ventajas en
aplicaciones biomédicas como es la capacidad de ser inyectado sin alteracion de fase.
Estos hidrogeles magnéticos inyectables se han evaluado en estudios in vivo en
ratones mostrando buena biocompatibilidad y ausencia de toxicidad, lo que junto con
su estabilidad mecanica mejorada y excelente inyectabilidad los convierten en
biomateriales ideales para aplicaciones biomédicas in vivo con cirugia minimamente
invasiva. Este trabajo pone de manifiesto el potencial de hidrogeles supramoleculares
basados en péptidos cortos para aplicaciones in vivo con una estrategia de

administracion minimamente invasiva.
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1. INTRODUCCION

1.1. Hidrogeles inyectables: requisitos para la ingenieria
de tejidos.

El paradigma clasico de la ingenieria de tejidos se basa en un andamio que se
puede utilizar como material de relleno de espacios y para la administracién de
células y agentes terapéuticos. Los materiales inyectables son prometedores para las
aplicaciones de ingenieria de tejidos, ya que eliminan la necesidad de intervenciones
quirtrgicas y el procedimiento minimamente invasivo de inyeccion reduce la
incomodidad y las complicaciones para el paciente. Ademas, los materiales
inyectables brindan la capacidad de adoptar la forma de la cavidad en la que se

colocan y, por lo tanto, pueden rellenar defectos irregulares?®(Figura IL.1).

Figura IL1. Dibujo esquemadtico que muestra un hidrogel inyectable para su
administracion dentro del tejido bioldgico. Imagen adaptada de la ref?® con permiso de
Elsevier.

Los requisitos clave para que un hidrogel inyectable sea adecuado en
aplicaciones biomédicas incluyen:?”'(i) el hidrogel debe fluir bajo una presion
moderada y fijarse rapidamente en el sitio de destino; (ii) las propiedades mecanicas

del hidrogel deben recuperarse rapidamente después de la inyeccién; (iii) el hidrogel
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debe mantener suficiente integridad y resistencia durante el tiempo que sea necesario;
(iv) el hidrogel y los precursores deben ser biocompatibles con una citotoxicidad
minima; (v) el hidrogel debe tener una biodegradabilidad controlada; y finalmente,
(vi) la estructura del hidrogel debe ser facilmente ajustable. En este sentido, los
hidrogeles fluidificantes (shear-thinning) ofrecen numerosas ventajas sobre otros

sistemas inyectables.

1.1.1. Hidrogeles fluidificantes supramoleculares peptidicos

Los hidrogeles fluidificantes (shear-thinning, capacidad de un material
viscoelastico de fluir mediante la aplicacion de un esfuerzo mecéanico) comprenden
un grupo relativamente grande de sistemas (como sistemas coloidales, hidrogeles
basados en ciclodextrinas, hidrogeles basados en MEC descelularizada, hidrogeles
basados en péptidos, etc).?’ Los hidrogeles fluidificantes basados en péptidos

constituyen el grupo mas importante dentro de esta categoria.

Como se ha comentado en la Introduccién General estos geles son biocompatibles
y se basan en reticulaciones fisicas reversibles que involucran interacciones no
covalentes. Estas interacciones son generalmente débiles individualmente pero
colectivamente pueden conducir a la formacién de estructuras de redes estables.
Debido a la naturaleza dinamica de estas asociaciones fisicas débiles, estos geles
pueden fluir bajo la aplicacion de un esfuerzo mecanico (shear-thinning), y
posteriormente volver a recuperar su estado inicial una vez que cesa el esfuerzo
(autocuracioén, autorreparacion, self-healing). Ademas, la facilidad de poder modificar
las secuencias de los péptidos a nivel molecular es una ventaja significativa, que
permite ajustar con precision las propiedades fisicas del hidrogel, como la densidad
de reticulacion, el tamafio de la malla, la hidrofobicidad/hidrofilicidad, la carga neta

(electrostatica) y la tasa de degradacion.!'s

La cinética de deformacion/autorreparacion son parametros importantes que
determinan la idoneidad del sistema para aplicaciones biomédicas (Figura IL.2). Por

ejemplo, durante la liberacién de medicamentos, la recuperacion lenta del material,
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puede provocar la sedimentacién o la fuga del farmaco encapsulado dentro de la
matriz del hidrogel. Cuando en vez de farmacos, se introducen células dentro del
hidrogel, ademas de la tasa de recuperacion, es muy importante la cantidad de cizalla
aplicada para la supervivencia celular. La velocidad de deformacion se concentra en
mayor medida cerca de la pared de la aguja donde es mucho mas alta que en el centro,
por tanto, es posible que el material cerca de la pared sufra deformacion por el
esfuerzo aplicado mientras que el material en el centro retenga una estructura de red

intacta.?”!

A‘N& Shear-thinning ~\_/-\\
\'—/-\

—_—————— N Self-healing /_N_‘./

Figura II.2. Ilustracion esquematica del ensamblaje (autorreparacion, naranja) y rotura de
la estructura del hidrogel. Imagen sacada de la ref* con permiso de Natureprotocols.

Este tipo de hidrogeles han sido estudiados en detalle por Pochan y
Schneider,?>?entre otros.?>276 Los péptidos disefiados por Pochan y Schneider
incluyen hidrogeles constituidos por péptidos que se autoensamblan en forma de
horquilla B, a los que llamaron péptidos MAX'. Este grupo de péptidos contienen dos
bloques de aminoacidos hidrofobos (Val) y basicos (Lys) alternos, unidos entre si por
un espaciador que pliega la secuencia ValP-Pro-Pro-Tyr. El péptido MAX1 (Figura
I1.3) ampliamente estudiado contiene una secuencia (Val-Lys)s-ValP-Pro-Pro-Tyr-
(Val-Lys)s. La capacidad de autoensamblarse en condiciones fisioldgicas hace que
estos hidrogeles basados en péptidos sean atractivos para la encapsulacion y

administracion de células, entre otras aplicaciones.
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Figura II.3. Mecanismo de autoensamblaje, comportamiento fluidificante y autocuracion
del hidrogel fibrilar constituido por el péptido MAXI. La adiciéon de DMEM (medio de
cultivo celular, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) a una solucion tamponada de péptido
desplegado, induce la formacién de una estructura de horquilla que se autoensambla de
forma lateral y facial y proporciona un hidrogel rigido con una estructura supramolecular
fibrilar. La aplicacién posterior de un esfuerzo de deformacion interrumpe la red
estabilizada de forma no covalente, lo que lleva a la conversion del hidrogel en un gel de
baja viscosidad. Al cesar el esfuerzo, la estructura de la red se recupera convirtiendo el
liquido nuevamente en un hidrogel rigido. Se puede observar la secuencia peptidica de
MAX1. Imagen adaptada de la ref*”! con permiso de Royal Society of Chemistry.

1.1.2. Hidrogeles fluidificantes supramoleculars peptidicos
incorporando nanoparticulas magnéticas

Los hidrogeles fluidificantes generalmente son menos robustos en condiciones
fisiologicas que los sistemas entrecruzados quimicamente lo cual puede ser un
inconveniente para aplicaciones in vivo. Una estrategia para mejorar las propiedades
mecanicas de algunos geles consiste en desarrollar hidrogeles compuestos o hibridos
elaborados con diferentes materiales organicos u organicos + inorgéanicos.'® Esta
estrategia se ha utilizado ampliamente en geles peptidicos con el objetivo de mejorar

sus propiedades mecanicas.

El gel de Fmoc-FF sufre una separacién de fases durante la inyeccién, por lo que
para intentar mejorar sus propiedades, Adler Abramovic y colaboradores,
combinaron Fmoc-FF y acido hialurénico que, en proporciones especificas, dio lugar
a geles que pueden inyectarse debido a su comportamiento fluidificante, y los

convierten en excelentes vehiculos para la administracion de farmacos.?”” De manera
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analoga, Li y colaboradores, desarrollaron un hidrogel inyectable para ingenieria de

tejidos basado en la combinacion de Nap-FF y fibroina de seda.!®

Otra estrategia para modificar las propiedades de los hidrogeles es la
incorporacién de NPM en el interior de la matriz del hidrogel para dar lugar a
hidrogeles magnéticos o ferrogeles (recordar apartado 6.1 Introduccion General) que
permiten modificar las propiedades mecéanicas mediante el uso de un campo
magnético externo. Los campos magnéticos tienen la ventaja de poder aplicarse de
forma remota (sin contacto con la muestra), no son destructivos y se pueden utilizar
de forma segura en presencia de polimeros e incluso células vivas.?”® Estos, ademas,
permiten modular la microestructura (porosidad) y disposicion interna de las fibras
logrando obtener hidrogeles anisétropos mediante la alineaciéon de las NPM
englobadas en el hidrogel. Lograr esta anisotropia es importante ya que la mayoria
de los tejidos del cuerpo humano se caracterizan por una estructura ordenada
jerarquicamente, altamente anisotropa, como es el caso de los tejidos musculares, 279280
la piel®1282 y el cartilago articular.2%28* Nuestro grupo de investigacion ha preparado
hidrogeles magnéticos anisotropos basados en la autoasociacion supramolecular de
pequenios péptidos en presencia de NPM.” Las imagenes Opticas revelaron la
formaciéon de agregados de NPM dispuestos en columnas paralelas al campo
magnético aplicado (Figura 11.4). Estos hidrogeles presentan una rigidez anisotropa
modulada por la orientaciéon de las NPM. Los resultados han demostrado que la
presencia de NPM funcionalizadas no compromete la biocompatibilidad ex vivo e in

UiUO.285’286
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Figura I1.4. Imagen macroscépica del hidrogel e imagen ptica de la vista lateral donde se
observan las cadenas de NPM alineadas. Imagen adaptada de la ref* con permiso de Royal
Society of Chemistry.

Ademas, numerosos estudios indican que cuando se utilizan andamios
magnéticos en ingenieria de tejidos, la presencia de NPM estimula la adhesién,
proliferacion y diferenciacion de células in vitro e incluso la formacion de hueso in
viv0.287-2% Recientemente, se ha patentado un método para promover la osteogénesis
utilizando NPM y campos electromagnéticos.??! También se han demostrado los
efectos combinatorios de un campo magnético estatico con el uso de andamios que
contienen NPM en la regeneracion ésea.?22 Los hidrogeles magnéticos también se
han utilizado como vehiculos de administracion de farmacos pulsatiles y en la
ingenieria de tejidos para la estimulacién magnetomecanica de diferentes lineas

celulares,®*2% entre otras aplicaciones.?%

Por lo tanto, combinando las ventajas de inyectabilidad y biocompatibilidad
inherentes que presentan los péptidos, junto con la capacidad de modulaciéon remota
de sus propiedades mecanicas mediante la aplicacion de un campo magnético
externo, se pueden obtener sistemas con interesantes propiedades para aplicaciones

biomédicas.
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Como hemos comentado anteriormente se han desarrollado sistemas
fluidificantes basados en péptidos que se autoensamblan para formar geles en
condiciones fisiologicas, que fluyen bajo presién moderada (durante la inyeccién) y
se autorreparan (después de la inyeccién). Estos sistemas son muy modulables y
permiten incorporar promotores de la adhesion celular. Aunque el uso de estos
sistemas como hidrogeles inyectables en biomedicina es muy reciente y se limita
principalmente a estudios in vitro, la mayoria de estos sistemas son potencialmente
adecuados para aplicaciones de ingenieria de tejidos y administracion de moléculas.
El gran desafio al que se enfrentan estos sistemas son las débiles propiedades
mecanicas, tanto a nivel macroscépico como microscopico, que tienden a limitar sus
aplicaciones. Ademas, dada la dificultad técnica para obtener este tipo de materiales,
especialmente mediante procedimientos que proporcionen biocompatibilidad y
escalabilidad, el nimero de estudios hasta la fecha es muy limitado. Por tanto, en este

capitulo se plantean los siguientes objetivos:

1. Sintetizar y caracterizar hidrogeles hibridos supramoleculares magnéticos
que combinen en un solo sistema las ventajas de inyectabilidad con la
capacidad de modulacion remota de sus propiedades mecanicas mediante la

aplicacién de un campo magnético externo.

2. Estudiar la biocompatibilidad de estos sistemas mediante experimentos in
vitro como andamios 3D para crecimiento de osteoblastos e in vivo como

vehiculos de suministro de fibroblastos mediante inyeccion.

3. Estudiar la biodegradabilidad, las propiedades mecanicas y la capacidad de

rotura y autocuracion de los nuevos sistemas formados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de hidrogeles

La seleccion de los péptidos cortos aromaticos Fmoc-FF + Fmoc-RGD (FF + RGD)
para la formacién de los hidrogeles biocompatibles inyectables se debe a varias
razones como se ha mencionado previamente tanto en la Introduccién General como en
este capitulo. Entre ellas, la presencia del motivo RGD como promotor de la adhesion
celular, las excelentes propiedades de los hidrogeles peptidicos (biocompatibilidad,
versatilidad, comportamiento fluidificante, autocuracion) y la incorporaciéon de NPV,

hacen de estos sistemas matrices ideales para el propdsito que se busca.

Se sintetizaron hidrogeles peptidicos de Fmoc-FF + Fmoc-RGD con y sin NPM
recubiertas de polietilenglico (PEG) (en proporcion 7:3 de FF:RGD, para mas
informacién sobre la formacion de los geles ver Seccién Experimental). Las morfologias
de las fibras en los hidrogeles peptidicos Fmoc-FF y los hidrogeles Fmoc-FF + Fmoc-
RGD fueron estudiadas por TEM para sistemas con y sin NPM. Como se puede
observar, laimagen TEM del péptido FF (Figura I1.5a) muestra fibras con una relacién
longitud-diametro similar a las mostradas por la mezcla de FF + RGD (Figura 11.5b).
Estos resultados son similares a los reportados por Ulijn y colaboradores en los que
demostraron que la morfologia de las fibras de la mezcla FF + RGD sigue siendo
similar a las de FF cuando la cantidad de RGD es igual o menor a 30%, que es el caso
en el presente trabajo.*® La incorporacion de NPM en ambas condiciones (Figura II.5¢,

d) tampoco modific6 apreciablemente la morfologia de las fibras.
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Figura IL.5. Imagenes representativas de TEM y espectros de CD y FTIR de los hidrogeles:
(a) Fmoc-FF, (b) Fmoc-FF + Fmoc-RGD, (c) Fmoc-FF + NPM, (d) Fmoc-FF + Fmoc-RGD +
NPMV, (e) CD de Fmoc-FF + NPM y Fmoc-FF + Fmoc-RGD + NPV, y (f) FTIR de Fmoc-FF
+ NPM y Fmoc-FF + Fmoc-RGD + NPM.

El analisis de la estructura secundaria del péptido autoensamblado mediante CD
y FTIR también confirmé la preservacion de la morfologia de las fibras y de la
estructura secundaria en presencia de NPM. Los espectros de CD de Fmoc-FF y Fmoc-
FF + Fmoc-RGD mostraron una banda ancha cerca de 280 nm correspondiente a las
transiciones de los grupos fluorenilo y un pico negativo intenso cerca de 220 nm que
sugiere una estructura secundaria en forma de lamina (3, como es conocido'® (Figura
II.5e). La similitud de los dos espectros confirmé que la disposicion dentro de la
mezcla de péptidos dio lugar a un empaquetamiento similar al de FF solo, consistente
con las imagenes TEM. Los espectros FTIR mostraron resultados similares: todas las
muestras con y sin NPM produjeron una banda intensa en la region de amida I a 1627

cm! atribuible a la formacién de estructuras de lamina 3 (Figura I1.5f).
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3.2. Evaluacion mecanica de hidrogeles

Para evaluar las propiedades mecanicas de los hidrogeles formados y el impacto
que posee la combinacion de FF con RGD y NPM, se midieron los moédulos
viscoeldsticos para diferentes muestras (Figura Il.6a). Los resultados mostraron que
las muestras de FF produjeron la respuesta mas débil (valores mas pequetios de G 'y
G"” dentro del LVR). La adicion de RGD mostrd una ligera mejora en la rigidez
mientras que la adicion de NPM mejord notablemente las propiedades mecanicas al
inducir un aumento en 7 veces de G’ y G". El fortalecimiento mecanico de hidrogeles
inducido por la inclusién de particulas solidas se ha estudiado en geles poliméricos y
se ha descubierto que es el resultado de cambios en la reticulaciéon o en la
microestructura de la red polimérica o simplemente el resultado directo de las

inclusiones solidas, 0 una combinacion de estos efectos.9328529
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Figura I1.6. a) Mddulos viscoeldsticos correspondiente a la LVR, para los hidrogeles
estudiados. b) Curvas del médulo de almacenamiento durante eltiempo de gelificacion de
los hidrogeles estudiados.

La aplicacion de un campo magnético durante la gelificacion (muestra FF + RGD
+ NPM + H) dio como resultado una gran disminucién en G’y G” en comparacion con
la muestra con NPM gelificada en ausencia de campo magnético (muestra FF + RGD

+ NPM). También se estudié el tiempo que tardan los hidrogeles en formarse
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mediante el seguimiento de la evolucion del modulo de almacenamiento (G') en
funcién del tiempo. Como se observo en la Figura I1.6b, G'aumentd abruptamente con
el tiempo desde el comienzo de la prueba y continué aumentando después de unos
minutos, lo que puede atribuirse a la formacién de gel rapida y profunda. En cuanto

a las diferencias entre muestras, todas mostraron cinéticas de gelificacion similares.

3.3. Evaluacion in vitro de los hidrogeles

Para analizar la biocompatibilidad in vitro de los hidrogeles, se prepararon
cultivos de células 3D de osteoblastos en diferentes grupos experimentales durante
dos periodos de cultivo diferentes: 12 dias y 38 dias (Figura IL.7). En primer lugar, las
muestras que no contenian NPM se degradaron completamente a los 38 dias de
cultivo celular (tanto la muestra de FF como la de FF + RGD) y, por lo tanto, no
pudieron evaluarse. La visualizacién de tinciéon con hematoxilina (HE) revel6 un gran
aumento, estadisticamente significativo (P <0,05), en el nimero de células entre el dia
12 y el dia 38 (graficos en la Figura II.7). En ambos periodos de tiempo, la adicion de
RGD y/o NPM pareci6 tener un efecto positivo sobre la supervivencia / proliferacion

celular.

Como se comento anteriormente, cuando las NPM son afiadidas a los andamios
poliméricos pueden estimular la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion de las
células in vitro e incluso la formacién de hueso in vivo. En el presente trabajo, las
diferencias entre la proliferacion celular en diferentes muestras se correlacionan bien
con las diferencias en las propiedades mecanicas mediadas por las NPM: hidrogeles
mas fuertes (G' mas alto) que contienen NPM dan lugar a un mayor namero de células
en un periodo de cultivo celular determinado. Este resultado no es inesperado, dado
que las células son sensibles a las propiedades mecanicas del medio circundante, y las
propiedades mecanicas apropiadas generalmente se consideran una caracteristica
esencial para la biocompatibilidad de los biomateriales. Por lo tanto, nuestros
resultados parecen indicar que la mejora de la proliferacion de osteoblastos se debio,

al menos parcialmente, a las propiedades mecanicas mejoradas de los hidrogeles.
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Figura II.7. Tincién con hematoxilina y eosina. Los puntos rosas brillantes representan
células (algunas de las cuales estan marcadas con flechas azules). NPM: hidrogeles que
contienen NPM; NPM + H: hidrogeles que contienen NPM y gelificados bajo un campo
magnético; NO NPM: hidrogeles que no contienen NPM. FF: matriz peptidica Fmoc-FF;
FF + RGD: matriz hibrida basada tanto en péptidos Fmoc-FF como Fmoc-RGD. Las
fotografias son imagenes representativas de cada condicion experimental. Los datos de los
graficos representan los valores medios + errores estandar del recuento de células de
cuatro secciones transversales diferentes de un solo andamio.

Para analizar mas a fondo la proliferacion celular en los hidrogeles, se utilizé
tincion inmunohistoquimica que permite investigar la expresion potencial del
antigeno Ki-67. El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear grande (sus dos isoformas
principales tienen pesos moleculares tedricos de 345 y 395 kDa) expresada
preferentemente durante todas las fases activas del ciclo celular pero ausente en las
células en reposo. Esta proteina es necesaria para mantener los cromosomas mitoticos
individuales dispersos en el citoplasma después de la duplicacién nuclear. Nuestros
resultados demuestran que, a los 38 dias de cultivo celular, el 15-20% de las células
estaban en fases activas del ciclo celular en hidrogeles que contenian NPM,
independientemente de si se aplico un campo magnético o si contenian RGD (Figura

I1.8). Los hidrogeles que no contenian NPM se degradaron completamente a los 38

148



Hidrogeles hibridos magnéticos basados en péptidos
aromdticos cortos para medicina regenerativa

dias, lo que impidio el analisis inmunohistoquimico. Estos resultados corroboran atin
mas la idea de que los hidrogeles con NPM son adecuados para promover el

crecimiento de células osteoblasticas.

D Ki-67 células positivas

Figura II.8. Tincién inmunohistoquimica para la expresion del antigeno Ki-67 después de
38 dias de cultivo celular en muestras que contienen NPM. La tincién nuclear marron se
observa en células en fases activas del ciclo celular (algunas células marcadas con flechas
rojas), mientras que la tincién nuclear azul identifica células en la fase de reposo del ciclo
celular. Debido a que las secciones tenian un grosor de 3 pm, algunas células aparecen sin
nucleo. NPM: Hidrogeles que contienen NPM; NPM + H: Hidrogeles que contienen NPM
y gelificados bajo un campo magnético; FF: matriz peptidica Fmoc-FF; FF + RGD: matriz
hibrida basada tanto en péptidos Fmoc-FF como Fmoc-RGD.. Las fotografias son imagenes
representativas de cada condicion experimental. Los datos en los graficos representan los
valores medios + errores estdndar de recuentos de células de tres secciones transversales
diferentes del mismo andamio.

3.4. Comportamiento de degradacion e hinchamiento

Como se sefialo en el apartado anterior, las muestras que no contenian NPM se
degradaron por completo después de 38 dias de cultivo celular. Para investigar mas
a fondo la estabilidad del hidrogel, se observaron los cambios a lo largo del tiempo
en el comportamiento de degradacion e hinchamiento de los hidrogeles acelulares.
Todas las muestras mostraron signos de degradacion, por ejemplo, pérdida de
integridad (Figura I1.9a) y disminucién de masa en los experimentos de hinchamiento
(Figura I1.9Db). Sin embargo, este resultado no fue incompatible con la alta estabilidad

de las muestras celulares observada en experimentos llevados a cabo para evaluacién
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in vitro, dado que en trabajos previos con hidrogeles magnéticos de fibrina-agarosa la
presencia de células estabilizaba los hidrogeles frente a la degradacion durante un
periodo de seguimiento (30 dias).?” En el presente estudio, la combinacién de células
y NPM pareci6é tener un efecto sinérgico en la prevencion de la degradaciéon en
hidrogeles magnéticos de péptidos. Por otro lado, no se observaron signos de
corrosion de NPM, lo que respalda la efectividad del recubrimiento de PEG para este

objetivo, en consonancia con trabajos anteriores?®.
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Figura IL.9. a) Estudio de degradacion: imagenes representativas de hidrogeles acelulares
en periodos seleccionados después de la preparacion. b) Comportamiento hinchamiento:
masa de hidrogeles (después de eliminar el agua sobrenadante) en funcion del tiempo.
Los datos representan valores medios + errores estandar para cuatro muestras diferentes
por condicidén experimental.

3.5. Biocompatibilidad in vivo de particulas e hidrogeles

Para determinar la biocompatibilidad in vive de las particulas y los hidrogeles
utilizados, las muestras se inyectaron por via subcutanea en ratones de laboratorio
(Figura II.10a). Cabe sefalar que los hidrogeles magnéticos respondieron a un campo
magnético aplicado después de la inyeccién subcutdnea en los ratones. Los ratones
que recibieron implantes no mostraron signos detectables de alteraciones sistémicas
segun lo determinado por pruebas hematoldgicas (Tabla II.1). Especificamente,
encontramos que todos los parametros para glébulos rojos, glébulos blancos y

plaquetas eran similares en los tres grupos (controles, animales con inyeccion de
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particulas y con hidrogeles durante 1 semana y durante 30 dias) y ninguno de los
parametros difiri6 significativamente en comparacion con los animales de control (P>
0,05).

Tabla II.1. Valores medios de los principales parametros hematoldgicos en sangre de
animales del grupo control (CTR) (ratones nativos) y animales con inyeccion de los
diferentes materiales tras 1 semana (1S) y 30 dias (IM). Cada animal en los grupos

experimentales recibié un implante de cada uno de los cuatro materiales separados 1 cm
en diferentes partes del area dorsal.

__RBC | HGB|HCT|MCV|MCH|MCHC|RDW_SD|RDW_CV.

7915000 | 12.4 |40.05| 50.65 | 15.65 27.9 13.8
+845000 | +1.2 |+4.15| £0.15 | +0.15 iO.2 +1.1 +2

8740000 | 13.2 |44.37 | 50.77 | 15.05 | 29.68 28.13 14.32

+411290.65 | +1.69 | +2.21 | +0.88 | £1.33 | +2.72 +0.4 +0.61

. 8138333.33 | 12.53 | 40.7 | 50 154 30.8 27.42 12.65

+449329.13 | +0.83 | +2.4 | +0.55 | +0.3 | +0.89 +0.12 +0.16

| wBC | LyM: | MXD# | NEUT# | _PLT | PDW|MPV] P LCR.

3300 2750 200 350 44500 8.15 | 21.75
+1200 +1050 +0 +150 +9500 i0.3 +0.65 | +5.35

3816.67 | 3150 | 43333 | 23333 | 4283333 | 11.35 | 9.88 | 37.03

+1851.94 | £1650.15 | £258.2 | +81.65 |+20855.85| +5.46 | +2.31 | +19.9

3900 3250 350 300 44333.33 | 10.52 | 7.53 16.2
+616.44 | +484.77 |+137.84 | £126.49 | +23114.21 | +5.29 | +1.1 | +10.16

Abreviaturas: RBC: red blood cell (globulos rojos); HGB: hemoglobin (hemoglobina); HCT: hematocrit (hematocrito);
MCV: mean corpuscular volumen (volumen corpuscular medio); MCH: mean corpuscular hemoglobin (hemoglobina
corpuscular media); MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration (concentracién de hemoglobina corpuscular
media); RDW_SD: red blood cell distribution width and standard deviation (ancho de distribucién de glébulos rojos y
desviacion estandar); RDW_CV: red blood cell distribution width and coefficient of variation (ancho de distribucién de
globulos rojos y coeficiente de variacion); WBC: white blood cells (gltibulos blancos).

Ademas, se analizd el sitio del implante para buscar efectos locales de cada
hidrogel. Los resultados confirmaron la biocompatibilidad de las particulas y los
hidrogeles y que ninguno de los animales de los grupos experimenales mostré ningtin
signo histolégico de inflamacién, infeccion, necrosis, hemorragia o tumorogénesis

tras 1 semana y 1 mes después de la inyeccion de los materiales in vivo (Figura 11.10).

151



CAPITULO IT

p 2"

Figura II.10. a) Depdsito subcutdneo de hidrogel magnético (FF + RGD + MNP) 1 mes
después de la inyeccién. b) Analisis histoldgico (tincién con hematoxilina y eosina) del
sitio del implante en animales seguidos durante 1 semana y 1 mes después de la inyeccion
in vivo. En cada animal (excepto en el animal control) se inyectaron las diferentes
condiciones (suero, suero + NPM, FF + RGD y FF + RGD +NPM) en diferentes sitios en el
area dorsal en los grupos de 1 semana y 1 mes. Para cada condicién, se muestran dos
imagenes con diferentes aumentos. Barra de escala, 200 um. Las fotografias son imagenes
representativas de cada condicidn experimental.

Tampoco se observaron signos de corrosion de las NPM en ninguno de los
implantes. Los hallazgos en el sitio de inyecciéon con solucién salina fueron
compatibles con el tejido subcutaneo normal que consiste en tejido conectivo fibroso
y adipocitos, como se observa en los animales de control en ambos tiempos de
seguimiento. Las zonas del implante en las que que se inyectaron NPM suspendidas
en solucion salina mostraron una capa subcutanea delgada que consistia en NPM que
ocupaba un 4rea relativamente grande de tejido subcutaneo, aunque no se observaron
NPM en otras estructuras vecinas. Curiosamente, después de 1 mes de seguimiento,
las NPM estaban encapsuladas por tejido conectivo denso. En los implantes de
hidrogeles FF + RGD, encontramos que los materiales inyectados estaban en el lugar
del implante, donde formaban una estructura fibrilar homogénea restringida al lugar
de la inyeccion en el tejido subcutaneo después de 1 semana. Sin embargo, el hidrogel
sin NPM se reabsorbi6 por completo y fue indetectable en las muestras examinadas
después de 1 mes.
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Cuando se inyectaron hidrogeles FF + RGD + NPM por via subcutanea, se
encontrd que las muestras permanecian concentradas en el sitio de inyeccién después
de 1 semana de seguimiento y no se dispersaban a los tejidos vecinos. Los hallazgos
después de 1 mes fueron muy similares, aunque se descubri6 que las células huésped
podian encapsular el material implantado por via subcutanea y migrar dentro del
material. Nuestros resultados in vivo sugieren que los nuevos hidrogeles descritos en
el presente estudio son altamente biocompatibles, aunque se deben realizar futuras
pruebas de irritacion y corrosién para investigar mas a fondo la biocompatibilidad de

estos productos en la piel humana.

3.6. Evaluacion de la inyectabilidad de los hidrogeles

Tanto los hidrogeles magnéticos como los no magnéticos conservaron su
homogeneidad después de la inyeccion, sin signos apreciables de separacion de fases.
Uno de los experimentos que se llevd a cabo para estudiar el comportamiento
fluidificante y autocuracion (shear-thinning y self-healing) fue probar si los hidrogeles
podian recuperar sus propiedades mecanicas después de la inyeccion a través de una
jeringa. Para ello, las muestras se inyectaron directamente en el sensor de medicién
del redmetro y posteriormente se midio la evolucion de los moédulos viscoelasticos
con el tiempo. Todas las muestras mostraron un aumento constante de G’ en el paso
posterior a la inyeccion (Figura II.11a), aunque solo la muestra sometida a un campo
magnético durante este paso alcanzo valores de G’ del mismo orden de magnitud que
antes de la inyeccién (recordar Figura I1.6a), probablemente debido al efecto
combinado de atraccion magnética entre las particulas y la recuperacion de las

interacciones supramoleculares entre péptidos.

Tras ser inyectados, los ensayos con imanes mostraron, como se esperaba, que
los hidrogeles no magnéticos no podian ser impulsados por el iman. Por el contrario,
la fuerza magnética sin contacto permiti6 el desplazamiento controlado de los
hidrogeles magnéticos a través del laberinto sin separacién de fases, una propiedad

que es potencialmente 1til para lograr la cobertura completa, el relleno de lesiones
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internas o la liberacién y dispersiéon completa de la carga en un area interna particular
(Figura II.11b). Como se comentd anteriormente, el caracter fluidificante de los
hidrogeles peptidicos, junto con la probable localizacién del esfuerzo dentro de la
aguja en las paredes, protege a la mayor parte de las células, lo que hace posible
inyectarlas sin dafo celular sustancial. Este mismo efecto se corrobord en los sistemas
de hidrogeles magnéticos, en los que se observé un dafio celular minimo durante la
inyeccidn, junto con la caracteristica adicional de actuacién magnética por fuerzas
magnéticas sin contacto. Como se muestra en los ensayos de azul tripan (Figura
II.11c), la mayoria de las células permanecieron vivas después de que la mezcla de
hidrogel-células se sometiera a la extrusion con jeringa y posteriormente a un campo

magnético.

a)

10°
10

10’

i

10°

FF+RGD
— FF+RGD+NPM
FF+RGD+NPM+H

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo, t (min)
Gel iny Gel con NPM Gel con NPM iny  Gel con NPM iny +H

Figura II.11. Prueba de inyectabilidad: a) Curva representatlva de la evolucion del

Médulo de almacenamiento, G’ (Pa)

moédulo de almacenamiento durante la prueba de autocuracion (self-healing) tras la
inyeccion del hidrogel. b) Hidrogel magnético inyectado y conducido a través de un
laberinto con un iman. c¢) Andlisis con azul tripan de cinco condiciones: FF + RGD
hidrogel (Gel), FF + RGD hidrogel después de la extrusion con jeringa (Gel iny), FF +
RGD + NPM hidrogel (Gel con NPM), FF + RGD + NPM después de la extrusion con
jeringa (Gel con NPM iny), y FF + RGD + NPM tras extrusion con jeringa y aplicacion de
un campo magnético (Gel con NPM iny + H). Se muestran dos fotografias para cada
condicion. Las membranas celulares en células vivas permanecieron intactas (tincion
blanca), mientras que las membranas celulares se rompieron en células muertas (tincion
azul).
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4. CONCLUSIONS

In this chapter:

- Wehave prepared and studied new short peptide supramolecular magnetic
hydrogels showing improved physical properties. The inclusion of MNPs in
the hydrogel matrix significantly increased the robustness and stability of
the hydrogels and, at the same time, improved the injectability properties

through a self-healing/shear thinning process.

- We tested these hybrid hydrogels as scaffolds for 3D growth of osteoblasts,
and our results demonstrated that these hydrogels promoted cell growth

and did not degrade after 30 days of culture.

- The injectability of these biomaterials was evaluated in vivo by subcutaneous
injections in mice. We demonstrated that these hydrogels remained
localized in the injection site without degradation for 1 month after injection.
During this time, the hydrogels produced no toxicity, and promoted cell

growth and migration through the hydrogel matrix.

- We have shown that the magnetic hydrogels analyzed in this study have

mobility properties without observable phase separation.

5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1. Reactivos y materiales

El péptido Fmoc-FF se adquirié de Bachem Co. (Bubendorf BL, Suiza) y el acido
N-fluorenilmetoxicarbonil-arginil-glicil-aspartico ~ (Fmoc-RGD) de Synpeptide
(Shanghai, China) y se utilizaron sin purificaciéon adicional. Las nanoparticulas
magnéticas (NPM) de hierro (pureza del 99,7% o mas) con didmetros en el rango de
60-80 nm se adquirieron en SkySpring Nanomaterials, Inc. (Houston, TX, EE. UU.). El
polietilenglicol con una masa molecular de 400 g mol! (PEG-400), glutaraldehido
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(solucién al 25% en agua), aceite mineral y sesquioleato de sorbitan fueron todos
proporcionados por Sigma-Aldrich (Burlington, MA, EE. UU.). El n-hexano (pureza
minima del 99%) se compro a Scharlab SL (Barcelona, Espana). El medio de cultivo
celular (DMEM), la solucién de penicilina (10,000 U / mL) / estreptomicina (10,000 ug
/mL) y UltraGlutamine 1200 mM (U-Gln) se compraron en Lonza (Basilea, Suiza). La
modificacién alfa del medio esencial minimo (modificacién a con bicarbonato de
sodio, ribonucledsidos y desoxirribonucledsidos sin L-glutamina) se adquirié de
Sigma-Aldrich. El suero bovino fetal (SBF) caracterizado con HyClone se adquiri6 de

Cytiva (Marlborough, MA, EE. UU.).

5.2. Funcionalizacion de las nanoparticulas magnéticas

Para obtener una adecuada integracion de las NPM en los hidrogeles peptidicos,
se requirid una adecuada funcionalizacién, para lo cual se siguié un protocolo
previamente publicado.”® Comentandolo brevemente, primero se recubrieron las
NPM con PEG usando el método de microemulsién de Chatterjee y colaboradores.2%
Luego, 100 mg de NPM recubiertas con PEG fueron suspendidas en 1.5 mL de una
soluciéon acuosa basica (pH aprox. 10.5) de Fmoc-FF (0.5% p/v). La suspension
resultante se sonicé durante 10 min y luego se centrifugd durante 5 min a 10.000 rpm
(centrifuga Sigma 1-14) para obtener NPM con un revestimiento doble de PEG y
Fmoc-FF. Finalmente se elimin¢ el sobrenadante y las particulas recubiertas fueron
usadas para preparar los hidrogeles magnéticos. Una caracterizacion completa de las
propiedades fisicoquimicas de estas particulas ha sido publicada con anterioridad. En
particular, las NPM demostraron un comportamiento ferromagnético blando tipico
con una alta magnetizacion de saturacion de 1521 + 15 kA/m, una baja magnetizacién
remanente de 62,3 + 2,4 kA/m, y efectos insignificantes del recubrimiento de PEG

sobre las propiedades magnéticas.*
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5.3. Preparacion de hidrogeles no magnéticos

Para la preparacién de hidrogeles no magnéticos se prepard una cantidad
apropiada de péptido Fmoc-FF en un vial, al que se agreg6 agua desionizada hasta
una concentracion final de 20 mM. El vial se sumergié en un bafio de ultrasonidos
(HSt Powersonic 603) para lograr una dispersiéon homogénea de los péptidos
(aproximadamente 1 h). Luego, se agregaron pequenas cantidades de una solucién de
NaOH 0.5 M hasta obtener una solucién transparente a un pH de aproximadamente
10,5. El valor de pH fue medido con un pH-metro HACH sensION + pH 3
previamente calibrado con soluciones tampon de pH 4, 7 y 10. A continuacion, se
prepard la disoluciéon de Fmoc-RGD a una concentraciéon de 20 mM en agua
desionizada. Esta solucion se volvid transparente inmediatamente tras afiadir el agua
con un pH de aprox. 3,98. Para preparar soluciones hibridas de Fmoc-FF + Fmoc-RGD,
se mezclaron en una proporcion de 7:3 de Fmoc-FF:Fmoc-RGD ,mientras que para los
hidrogeles puros de Fmoc-FF (sin péptido Fmoc RGD), se mezcld la solucion de
péptido Fmoc-FF con agua en una proporcion de 7:3. Finalmente, la gelificacion fue
inducida en las soluciones hibridas de Fmoc FF + Fmoc-RGD o de péptidos Fmoc-FF
puros afiadiendo voliimenes iguales de una mezcla 50:50 de DMEM vy agua. El pH
final del hidrogel Fmoc-FF fue aproximadamente 7,4 y el pH final del hidrogel Fmoc-

FF + Fmoc-RGD fue aproximadamente 7,1.

5.4. Preparacion de hidrogeles magnéticos

El protocolo anterior fue ligeramente modificado agregando cantidades apropiadas
de NPM con doble recubrimiento (PEG + Fmoc-FF) a las soluciones de péptidos antes
de la adicién de DMEM. La concentracion final de NPM fue de 0,1% en volumen. En
algunos casos, se indujo la formacion de estructuras alargadas anisotropas de NPM
en la microestructura del hidrogel aplicando un campo magnético vertical (H=15 kA
m ') durante la primera hora de gelificacion después de la adicion de DMEM. Se

utilizd un solenoide conectado a una fuente de alimentacion de corriente continua
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para aplicar el campo magnético en los estudios reoldgicos, mientras que en los
experimentos in vitro se utilizaron dos imanes de neodimio de dimensiones 30 x 30

x15 mm (Figura I1.12).

Iman
Figura I1.12. a) Placa “well-plate”de 48 pocillos con los hidrogeles formados en el interior
para el cultivo in vitro de osteoblastos. Algunas muestras de hidrogeles magnéticos fueron
sometidas a campo magnético mediante imanes. b) Jeringas con los hidrogeles para llevar
a cabo los experimentos i1 vivo en ratones.

Todos los hidrogeles se prepararon de acuerdo con el procedimiento detallado
anteriormente. En todos los casos, las propiedades del hidrogel se caracterizaron 24 h
después de que se anadié DMEM para permitir la gelificacion completa. Un resumen

de los diferentes hidrogeles estudiados en este trabajo se muestra en la Tabla I1.2.

Tabla II.2. Resumen de las principales caracteristicas de los hidrogeles preparados para el
presente trabajo.

Muestra Péptidos utiliz‘ados parala Adicién de Aplicaciénrd'e
matriz NPM campo magnetico

FF Fmoc-FF No No
FF + NPM Fmoc-FF Si No
FF+NPM +H Fmoc-FF Si Si
FF + RGD Fmoc-FF + Fmoc-RGD* No No
FF + RGD + NPM Fmoc-FF + Fmoc-RGD* Si No
FF+RGD +NPM + H Fmoc-FF + Fmoc-RGD¢ Si Si

“La concentracion de péptido fue de 20 mM en todos los casos. "La concentracion de NPM fue del 0,1% en volumen. Las
NPM se recubrieron previamente con PEG + Fmoc-FF. <La intensidad del campo magnético fue H=15kA m'y se mantuvo
durante la primera hora de gelificacion. La relacion Fmoc-FF/ Fmoc-RGD fue de 7:3.
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5.5. Caracterizacion fisicoquimica de los hidrogeles

5.5.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR fueron registrados con un espectrometro PerkinElmer Two
FTIR ATR. Los hidrogeles magnéticos y no magnéticos se comprimieron sobre el

cristal de diamante y los espectros se escanearon en un rango de 4000 a 450 cm™.

5.5.2. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Los hidrogeles se examinaron con un aparato LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss. Los
hidrogeles se agitaron con voértex y se diluyeron con agua 1:10. Las muestras de
hidrogel se colocaron en una rejilla de cobre de malla 300 tefiidas con una solucién
acuosa de acetato de uranilo al 1% y se secaron a temperatura ambiente durante 30
min. Al menos seis areas diferentes de hidrogel para cada condicién experimental

fueron analizadas.

5.5.3. Dicroismo circular

Los espectros de CD se registraron con un espectropolarimetro Jasco J-815 y una
lampara de xenén de 150 W. Los hidrogeles se gelificaron en una celda de cuarzo de
0,1 mm (Hellma Suprasil de cuarzo de 0,1 mm) de acuerdo con el protocolo descrito
anteriormente. Los espectros se obtuvieron de 200 a 320 nm con un paso de 1 nm y

un tiempo de integracion de 0,5 s por paso a 20 °C.

5.6. Evaluacion mecanica de los hidrogeles

5.6.1. Caracterizacion de las propiedades mecanicas de los
hidrogeles

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles se caracterizaron bajo esfuerzos de
cizalla oscilatoria utilizando un reémetro de esfuerzo controlado Haake MARS III

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un sensor de doble
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placa de 35 mm de diametro y superficies rugosas para evitar el deslizamiento de la
pared (sensor P35 Ti LS dentado, Thermo Fisher Scientific). La caracterizacion se llevo
a cabo a una temperatura constante de 37,0 + 0,1 °C. Los hidrogeles se sometieron a
barridos de amplitud, a frecuencia constante de 1 Hz y amplitud de la deformaciéon
oscilatoria, Yo, creciente en el rango de 0,0001 - 2 a lo largo de una rampa logaritmica.
Estas mediciones proporcionaron los valores de los mddulos de almacenamiento (G')
y de pérdidas (G") en funcion de yo. Se obtuvieron medidas para al menos tres
muestras diferentes para cada condiciéon experimental de las que se reportan los

valores medios correspondientes y los errores estandar de las mediciones.

5.6.2. Cinética de gelificacion

La cinética de gelificacion de los hidrogeles se llevo a cabo con el mismo
reémetro, pero equipado con un sensor de placa cénica doble de 60 mm de diametro
con un angulo de 2 ° ( sensor DC60 /2 ° Ti L). Para estos ensayos, se siguidel protocolo
para la preparacion de hidrogeles magnéticos y no magnéticos descrito
anteriormente. Se afiadieron todos los componentes en el sistema de medicion del
redmetro a excepcion del DMEM, que se afiadié en ultimo lugar para inducir la
gelificacion. Inmediatamente después, la muestra fue sometida a una deformacion
por cizallamiento oscilatorio de frecuencia fija (1 Hz) y amplitud (yo = 0.001) y se
siguio la evolucién de los médulos viscoelasticos en funcién del tiempo. Para las
muestras FF + RGD + MNP + H, se aplic6 un campo magnético de 15 kA / m durante
la gelificacién mediante el uso de una bobina conectada a una fuente de alimentacion
colocada coaxialmente al eje del reémetro. La caracterizacion se llevo a cabo a una
temperatura constante de 37,0 + 0,1 ° C. Se obtuvieron medidas para al menos tres

muestras frescas de cada condicién experimental.
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5.6.3. Comportamiento autocurativo de los hidrogeles

Para el estudio del comportamiento de autocuracion de los hidrogeles se utilizo
el mismo redmetro equipado con un sensor de doble cono-placa (sensor DC60 /2 ° Ti
L). El hidrogel se produjo en un vial de acuerdo con el protocolo de preparacién de
gel indicado anteriormente y se mantuvo durante 24 h. Luego, se rompidé con un
vortex, se introdujo en una jeringa con una aguja de calibre 20G y se inyectd en el
sistema de medicion del redmetro. La combinacion de la mezcla con vértex y del
esfuerzo producido durante la inyeccion condujo a la rotura completa de la muestra.
A continuacion, las muestras se sometieron inmediatamente a una deformacion de
cizalla oscilatoria de frecuencia fija (1 Hz) y amplitud (yo = 0,001) mientras se
controlaban los moédulos viscoelasticos resultantes en funcion del tiempo. Para las
muestras FF + RGD + MNP + H, aplicamos un campo magnético de 15 kA / m durante
la gelificaciéon con una bobina conectada a una fuente de alimentacién colocada
coaxialmente al eje del redmetro. Se obtuvieron medidas para al menos tres muestras

diferentes para cada condicion experimental.

5.7. Biocompatibilidad in vitro de los hidrogeles

El protocolo de preparacion de gel descrito anteriormente se modifico
ligeramente para la incorporacion de células. Primero, se esterilizaron todos los
reactivos y la preparacion del gel se realizd en condiciones estériles dentro de una
placa de pocillos estéril. Luego, se siguieron los pasos anteriores para la preparacion
del gel, excepto el dltimo paso: en lugar de DMEM, se agregaaron osteoblastos
humanos normales (hOB# 35, pase 8) dispersos en aMEM . Se eligi6é una densidad de
1 millén de células por pocillo de cultivo (osteoblastos primarios humanos, Lonza,
Basilea, Suiza). Se agregé aMEM suplementado con Hyclone SBF al 10%, U-GIn (2
mM) y penicilina / estreptomicina (100 U / mL y 100 pg / mL, respectivamente) y las
muestras se cultivaron en condiciones de cultivo estandar para dos periodos de
tiempo diferentes de 12 y 38 dias. Al final de cada periodo, se examinaron las muestras

después de la tincién con hematoxilina y eosina (HE) (las muestras se fijaron durante
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72 h en formaldehido a temperatura ambiente y luego se embebieron en parafina; se
realizaron cortes de 4 um de espesor, desparafinados en xileno, hidratados, y tehiidos
con HE). Se investigo la proliferacion celular para muestras seleccionadas después de
la inmunotincion con un anticuerpo anti-antigeno Ki-67 humano (antigeno
monoclonal de ratén anti-Ki-67 humano, clon MIB-1, de Agilent, Santa Clara, CA, EE.
UU.). Estos experimentos se llevaron a cabo en el grupo del Dr. David Momier del
Instituto de Biologia Valrose, de la Université Cote d’Azur (Niza) durante mi estanca

predoctoral.

5.8.Comportamiento de degradacion e hinchamiento

Para los estudios de degradacion, los hidrogeles se depositaron (tres muestras
por condicion experimental) en placas de pocillos, que luego se sumergieron en
DMEM y se mantuvieron a 37°C en una incubadora de laboratorio. Cada 24 h se
cambi6 el medio DMEM y se monitoreé la integridad fisica de los hidrogeles
mediante observacion directa y fotografia sin aumento artificial durante un periodo

total de 12 dias.

Para estudiar el comportamiento de hinchamiento, los hidrogeles se prepararon
en tubos Eppendorf (cuatro muestras de 500 pL por cada condicion experimental), y
se agregaron 500 uL de agua en cada uno de ellos. Se almacenaron a temperatura
ambiente. Cada 24 h, el sobrenadante fue retirado y la masa de los hidrogeles se
calculé restando la masa del tubo vacio a la masa del tubo + hidrogel hidratado. Las
medidas de masa se obtuvieron con una microbalanza. Tras cada medida, se volvia a
agregar 500 uL de agua y se almacenaban los hidrogeles a temperatura ambiente

hasta la siguiente medicion.
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5.9. Biocompatibilidad in vivo de particulas e hidrogeles

La biocompatibilidad de las NPM e hidrogeles se evalué en 12 ratones de
laboratorio BALB/c. Los animales fueron anestesiados con ketamina y acepromazina,
y se realiz6 una inyeccién subcutanea en cada ratén consistente en 300 uL de (i) NPM
diluidas en solucién salina (0.1% v/v de NPM recubiertas con PEG-Fmoc-FF), (ii)
hidrogel que consiste en FF + RGD en una proporcion de 7:3, (iii) hidrogel que consiste
en FF + RGD + NPM (0.1% v/v de NPM recubiertas con PEG-Fmoc-FF en un hidrogel
con FF + RGD en una proporcién de 7:3), o (iv) solo solucion salina (usada como
control). Cada animal recibié una inyeccién de cada uno de los cuatro materiales en
diferentes partes de la zona dorsal, con una separaciéon de 1 cm entre los sitios de
implante. Se sacrificaron seis animales mediante inyeccién intraperitoneal de una
solucion de eutanasia (Eutanax 200, Fatro Ibérica, Barcelona, Espafia) tras 7 o 30 dias
de seguimiento. Las cuatro dreas de inyeccion se extirparon y analizaron
histolégicamente. Como control, se utilizé un raton BALB / ¢ sin implantes para cada
uno de los dos periodos de seguimiento. Estos experimentos se llevaron a cabo en
colaboracion con el grupo del Dr. Miguel Alaminos, de la Facultad de Medicina

(UGR).

5.10. Evaluacion de los hidrogeles magnéticos como
plataformas para el suministro de células por inyeccion.

Primero, se investigd la inyectabilidad de los hidrogeles y la posibilidad de
manipularlos por fuerzas magnéticas. El hidrogel se prepar6 en un tubo Eppendorf
y, después de la gelificacion completa, se rompi6é con un vortex. Inmediatamente
después, el hidrogel se introdujo en una jeringa con un calibre de 0,3 mm y se inyectd
en una placa de Petri a la que previamente se habia pegado un laberinto prefabricado.
A continuacion, con la ayuda de un imdn permanente, se intenté mover el hidrogel

inyectado por el laberinto.
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En un experimento separado, se procedié como se describe, pero antes de que el
hidrogel roto se extrajera en la jeringa, se mezcld con fibroblastos humanos (200.000
células por ml de hidrogel). En algunos grupos experimentales, la mezcla de células /
hidrogel fue sometida a un campo magnético en una placa de Petri como se describi6
anteriormente. En otros grupos, la mezcla de células / hidrogel se inyect6 en pocillos
de cultivo y, después de 10 min, la viabilidad celular fue analizada mediante tincién
con azul tripan para observar si el hidrogel protegia a las células del dafio mecanico
causado por las fuerzas de extrusion y el desplazamiento inducido por el campo
magnético. Como control, se analizaron muestras de células/hidrogel que no fueron
sometidas al uso de jeringas ni a un campo magnético. Estos experimentos se
realizaron para tres hidrogeles diferentes en cada condicién experimental. Para los
estudios de viabilidad celular, se usaron al menos tres muestras para cada condicion
experimental. Estos experimentos se llevaron a cabo en colaboracién con el grupo del

Dr. Miguel Alaminos, de la Facultad de Medicina (UGR).
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RESUMEN

El tejido éseo esta formado por una matriz organica compuesta de fibras de
colageno alineadas que contienen cristales de nanoapatita orientados a lo largo de la
direccién de las fibras. Durante la mineralizacion dsea, las fibras de colageno son
capaces de controlar la nucleacién de fosfato de calcio y el posterior crecimiento de
cristales de apatita en un rango muy limitado de densidad de colageno y
concentracion idnica, siendo ambos procesos, el autoensamblaje de las fibrillas de
colageno y la mineralizacion simultaneos. Los péptidos y proteinas autoensamblados
han resultado ser excelentes plantillas para el crecimiento de minerales inorganicos
que intentan emular los procesos naturales de biomineralizaciéon. De especial interés

es el desarrollo de andamios capaces de guiar la regeneracion osea.

En este estudio se ha desarrollado un protocolo en el que se produce el
autoensamblaje de un péptido artificial Fluorenilmetoxicarbonil-difenilalanina
(Fmoc-FF) y la formacion de hidroxiapatita, de manera simultanea mediante la
adicion de iones Ca?. Este protocolo reproduce de forma mas fiable la biogénesis 6sea
natural en la que se produce a la vez el autoensamblaje de las fibrillas de coldgeno y
la mineralizacion. Ademas, se ha investigado el papel de las concentraciones i6énicas
y peptidicas proporcionando hidrogeles hibridos organicos/inorganicos con
diferentes grados de homogeneidad y mineralizacion. El sistema resultante se ha
estudiado macroscopicamente, estudiando las propiedades mecanicas de los
hidrogeles, y micro- y nanoscopicamente, estudiando el grado de integracion de los
diferentes componentes que dan lugar al material compuesto hibrido. Ademas, Fmoc-
AA (Fmoc-dialanina), un péptido capaz de formar hidrogeles débiles, también se ha
utilizado para obtener mas informacién sobre la influencia del autoensamblaje del

péptido en el proceso de biomineralizacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Composicion del hueso

El hueso es un material muy complejo tanto desde un punto de vista estructural
y composicional, asi como por su comportamiento ya que se trata de un tejido
dindmico y metabodlicamente activo. El hueso se encuentra en continuo proceso de
remodelado, lo que confiere al esqueleto su capacidad regenerativa y la posibilidad
de auto-reparacion.? La matriz extracelular del hueso estad compuesta por una parte
organica (17-20% peso), constituida mayoritariamente por fibras de colageno tipo Iy
otras proteinas minoritarias las cuales cumplen distintas funciones en la matriz como
proliferacion del crecimiento celular, control del proceso de biomineralizacion, etc. El
colageno se ensambla para alcanzar la estructura tridimensional fibrilar caracteristica
de la matriz extracelular como se puede apreciar en la Figura III.1a). Este proceso se
denomina fibrogénesis y de sus caracteristicas dependen las propiedades mecanicas

del tejido.3%0
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Figura II1.1: a) Esquema de la distribuciéon de los componentes del hueso. b) Imagen TEM
de cristales de apatito. Figura adaptada de la ref*"' con permiso de Nature Materials.

La parte mineral que se forma en las fibrillas de colageno ocupa
aproximadamente el 70-80% peso, y esta constituida en su mayoria por nanocristales

de un mineral de fosfato de calcio, el apatito. Este mineral (Figura III.1b), conforma
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un grupo de minerales con una composiciéon quimica similar, pudiendo encontrar
dentro de este grupo, la hidroxiapatita, fluoroapatita y cloroapatita. En concreto, la
hidroxiapatita (HA) es caracteristica de los huesos cuya férmula quimica no
estequiométrica es (Ca1o(PO4)s(OH)2).22 Este mineral alberga el 99% del calcio y el 80%
del fosforo corporal y en el organismo se encuentra parcialmente sustituida con varios
iones presentes en el medio fisioldgico como magnesio o carbonatos con una

morfologia y tamafio particulares.3

1.2. Hidrogeles supramoleculares peptidicos como
sustitutos del hueso.

Cuando se producen fracturas traumaticas o en ciertas patologias oseas (p.ej.,
osteonecrosis), el tejido 6seo no es capaz de regenerarse por si mismo y por tanto se
requiere un injerto 6seo o un sustitutivo sintético para promover la reparacién osea.
A la hora de intentar simular una matriz extracelular sintética 6sea idonea para la
realizacion de un trasplante, es importante conocer tanto la composicidn de ésta como

la evolucién de la misma dentro del cuerpo hasta finalizar la formacion del tejido.

En las tltimas décadas, el disefio de biomateriales como implantes para el hueso
se ha centrado en la mineralizaciéon biomimética de polimeros naturales (por ej.,
colageno, celulosa o quitosano) ya que ésta les otorga propiedades osteoinductivas
asociadas a la presencia de la fase mineral y propiedades osteoconductivas asociadas
a las propiedades superficiales (p.ej, nano-rugosidad) derivadas de la
mineralizacion.?* Sin embargo, los biomateriales basados en polimeros naturales
presentan serios inconvenientes que dificultan su comercializacién como son baja
reproducibilidad de su composiciéon y pureza, posibilidad de reacciones
inmunoldgicas en pacientes susceptibles, debido a su composicion proteica no
humana o incluso la posible contaminacion con sustancias patdgenas. Para evitar esto,
se han desarrollado polimeros o péptidos sintéticos que puedan formar estructuras
3D, que presenten determinados grupos funcionales y que sean biocompatibles y

biodegradables. En este escenario, los geles supramoleculares basados en péptidos
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son un excelente material para obtener hidrogeles hibridos como plantillas para la
biomineralizacion de hidroxiapatito. Como se ha comentado en la Introduccién
General, la incorporacion de aditivos en la matriz del hidrogel peptidico y el momento
en que estos se introducen (antes o después de la gelificacion), son factores
importantes que pueden modificar el proceso de autoensamblaje y es crucial si se

pretenden obtener hidrogeles hibridos o compuestos.203305

En trabajos previos sobre mineralizacion de péptidos supramoleculares
autoensamblados se estudi6 el crecimiento del mineral a partir de una red polimérica
supramolecular preexistente, %310 de forma similar a trabajos realizados en
hidrogeles poliméricos.?''312 Stupp y colaboradores demostraron el potencial de las
fibras peptidicas anfifilicas para controlar la orientaciéon de los nanocristales de
apatita, mostrando que las morfologias de las nanofibras juegan un papel relevante
en la cristalizacion de apatita de manera similar a la encontrada en los huesos07310

(Figura IIL.2).
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Figura II1.2: Péptido anfifilico y modelo de autoensamblaje disefiado por Stupp y
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colaboradores para la mineralizacion de HA. El péptido posee una cadena alifatica larga
(1), cuatro restos de cisteina (2) capaces de formar enlaces disulfuro si se oxidan, tres
residuos de glicina (3), un resto de serina fosforilado (4) para interaccionar con iones calcio
y dar lugar a la mineralizaciéon de HA y, por ultimo, un ligando de adhesion celular (5).
Figura adaptada desde®” con permiso de Science.
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La mineralizacién del hidrogel Fmoc-FF se ha llevado a cabo obteniendo un
hidrogel hibrido con una mayor estabilidad térmica, rigidez y resistencia a la rotura
bajo tensidn.?® Resultados similares se han obtenido al incorporar nanoparticulas de

apatita en hidrogeles coensamblados de Fmoc-FF y Fmoc-R.3%

Por otro lado, la mineralizacién 6sea ha sido ampliamente investigada para
comprender sus fascinantes propiedades biomecanicas y la relacién entre su
estructura y su funcién, y como fuente de inspiracion en el desarrollo de materiales
sofisticados con funciones altamente controlables y especializadas.?1313-315 Durante la
mineralizacidn dsea, las fibras de colageno sirven como una plantilla estructural que
controla tanto la nucleaciéon de fosfato de calcio como el subsiguiente crecimiento de
cristales de apatita, desempefiando un papel predominante en la determinacion del
tamarfio y la distribucién 3D del mineral. Este control preciso ocurre bajo un rango
muy limitado de densidad de colageno y concentracion idnica (calcio, fosfato y
carbonato) con ambos procesos, es decir, el autoensamblaje de las fibrillas de colageno
y la mineralizaciéon ocurriendo simultaneamente.?'¢ El ajuste de manera correcta del
péptido y la concentracion idnica permite reproducir de manera mas precisa las

condiciones de biomineralizacién.

2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Como se comentd en la Introduccion General, el desarrollo de hidrogeles
multicomponente abre numerosas posibilidades en el disefio y la construccién de
nuevos materiales que combinan en uno solo diferentes propiedades. Considerando
la importancia de encontrar materiales que mimeticen el tejido 6seo para fabricar
reemplazos funcionales de tejidos que permitan suplir total o parcialmente a los
organos o tejidos naturales, y conociendo las ventajas que presentan los hidrogeles
basados en péptidos, en este trabajo se propone el disefio y la sintesis de un nuevo

hidrogel hibrido organico/inorganico.
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Ademas, en este capitulo se han expuesto ejemplos de hidrogeles
supramoleculares que han servido como plantilla para el crecimiento mineral, aunque
el proceso de formacion no se asemeje completamente al mecanismo que tiene lugar
en la naturaleza. Por tanto, en esta Tesis Doctoral se plantea obtener hidrogeles
hibridos combinando simultaneamente el autoensamblaje de un péptido corto
aromatico, Fmoc-FF y la mineralizaciéon de hidroxiapatita nanocristalina, ya que
ambos procesos dependen de la concentracion de iones Ca?* para que puedan ocurrir.
Esta estrategia seria una alternativa de gran utilidad para favorecer la formacién de
hidrogeles hibridos mas homogéneos y reproducir de manera mas eficiente el proceso

de mineralizacién que ocurre en el organismo.
Por ello, los objetivos que se plantean en este capitulo son los siguientes:

1. Sintetizar geles supramoleculares hibridos funcionales y capaces de
mimetizar la matriz 6sea disefiando un protocolo con la relacion éptima de

matriz organica/matriz inorgdanica.

2. Estudiar el impacto que los iones Ca? tienen en la formacion final del

material hibrido.

3. Estudiar la micro y macroestructura de los hidrogeles hibridos sintetizados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis y estudio de los hidrogeles hibridos

En primer lugar, tal y como se ha planteado en el primer objetivo se evalu6 la
relacién entre la composicion peptidica y su capacidad para formar hidrogeles
mineralizados con hidroxiapatita. Los estudios se llevaron a cabo utilizando dos
péptidos cortos aromaticos Fmoc-FF y Fmoc-AA cuyas estructuras se muestran en la

Figura II1.3.
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Fmoc-FF Fmoc-AA

Figura III.3. Estructuras peptidicas estudiadas en este trabajo.

El ensamblaje y la mineralizacién se llevé a cabo simultaneamente a través de
un protocolo inspirado en la biomineralizacion 6sea.’1738 Se partié de una solucion
peptidica madre en medio basico a la concentracion de 20 mM, y se mezcld con vortex
en las diferentes proporciones péptido/mineral con una solucién que contenia fosfato,
carbonato y citrato, siendo estos dos ultimos componentes esenciales de la
nanoapatita dsea.?'%-32! Luego, se agrego una solucion que contenia calcio a la tltima
mezcla, lo que desencadeno el autoensamblaje y la mineralizacién simultanea de las
fibrillas peptidicas. Las concentraciones de cada reactivo se detallan en la Tabla III.2
de la Seccion Experimental. Después de 24 horas, la muestra que contenia Fmoc-FF (FF-
HA) mostré la formacion de un hidrogel transltcido débil que no pudo sostenerse
por si mismo tras la inversion del vial (recuadro Figura Ill.4a). La muestra que
contenia Fmoc-AA (AA-HA) mostré la formacion de agregados blancos individuales,
pero no un hidrogel (recuadro de la Figura III.4b). La imagen TEM de FF-HA mostré
la presencia de una malla densa de fibras largas formadas por el autoensamblaje de
Fmoc-FF en presencia de Ca?. La mayoria de estas fibras estaban exhaustivamente
decoradas con nanocristales de HA que aparecian distribuidos homogéneamente por
toda el area visualizada, al igual que las fibras peptidicas (Figuralll.4a). Por el
contrario, la imagen TEM de AA-HA (Figura IIl.4b) mostré la presencia de mayores
cantidades de nanocristales de HA dispuestos en agregados densos, similar a la

mineralizacion de HA en ausencia de fibras peptidicas (Figura IIL5a).
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Figura II1.4. Imégenes TEM de muestras sin tefir de FF-HA (a) y AA-HA (b). Barra de
escala =500 nm. Los recuadros muestran imagenes de viales invertidos de cada condicion.

Como se ha estudiado en el Capitulo I de la Tesis Doctoral, el Fmoc-FF en
presencia de Ca? tiene una mayor tendencia y una cinética mas rapida para
autoensamblarse en fibras largas que Fmoc-AA, dando lugar a hidrogeles mas
rigidos. Teniendo esto en cuenta, y conociendo la diferente hidrofobicidad que
presentan ambos péptidos, podemos inferir, basandonos en las imagenes obtenidas
por TEM, que el entrecruzamiento de la estructura supramolecular por iones de calcio
no solo mejora la estabilidad de los hidrogeles, sino que también acttia como sitios
reactivos para la nucleacion y el crecimiento del fosfato de calcio. Por ello, los
resultados con el péptido de Fmoc-FF mostraron que, en estas condiciones, se estaba
produciendo una competencia entre los péptidos y los iones fosfato por el ion Ca%,
mientras que con el Fmoc-AA, la ausencia de fibras peptidicas sugiere que los iones
Ca? se han utilizado principalmente para promover el crecimiento de HA. El
comportamiento diferente en esta muestra solo podria explicarse por la capacidad

mas débil y/o mas lenta de Fmoc-AA para autoensamblarse.

Para indagar mas profundamente en el proceso de biomineralizacién en estos
péptidos, se realizaron experimentos de control en ausencia de fosfato para evitar la
mineralizacién de los péptidos demostrando que el Fmoc-AA no formaba hidrogel y
mostraba una morfologia globular en las imagenes TEM (Figura II1.5b). Si bien Fmoc-

AA no pudo autoensamblarse en fibras, por el contrario, Fmoc-FF formo hidrogeles a
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través del autoensamblaje de fibras peptidicas similares a las encontradas

previamente en hidrogeles hibridos FF-HA (Figura III.5c).

Figura IIL5. Imagenes TEM de muestras HA (a), Fmoc-AA (b) y Fmoc FF (c). Barra de
escala =200 nm.

3.1.1. Estudio de la ratio mineral/péptido

Teniendo esto en cuenta, se seleccioné Fmoc-FF para estudiar las propiedades
de los hidrogeles hibridos resultantes. Primero, se estudié el impacto de las relaciones
de peso inorganico/organico (HA/FF) durante el proceso de mineralizacion al
aumentar las concentraciones de Fmoc-FF: 0.8 mM (HA/FF:80/20), 2.1 mM
(HA/FF:60/40), 4.7 mM (HA/FF:40/60) y 12.5 mM (HA/FF:20/80) (ver Tabla IIL.3 en
Seccion Experimental con la concentracion de todos los componentesutilizados para la
formacion de los hidrogeles hibridos). La muestra 80/20 (la que posee menor
concentracion de péptido) no formd un gel, sino agregados blancos similares a la
muestra HA-AA (Figura III.6 arriba). La imagen TEM de esta muestra mostrd
nanocristales de HA mientras que no se observaron fibras peptidicas (Figura IIl.6a).
Las muestras 60/40 y 40/60 formaron hidrogeles homogéneos transltcidos, siendo el
hidrogel 60/40 aparentemente mas opaco (Figura II.6 arriba). En ambos casos, los
hidrogeles mostraron una clara sinéresis (perdida de agua) debido a la rigidez y
contraccién de la parte sdlida del hidrogel inducida por el proceso de

biomineralizacion.
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% 1 um

Figura II1.6. En la parte superior: imagenes de viales invertidos de hidrogeles hibridos en
varias proporciones nominales de peso HA/FF (es decir, 80/20, 60/40, 40/60 y 20/80),
hidrogel Fmoc-FF y suspension de HA. En la parte inferior: imagenes de TEM de
hidrogeles hibridos sintetizados en una proporcion de peso HA/péptido nominal: (a)
80/20, (b) 60/40, (c) 40/60 y (d) 20/80, barra de escala = 200 nm (e-f) Imagenes crio-SEM de
hidrogeles hibridos sintetizados en una relacién de peso nominal de 40/60 HA/péptido.
Los recuadros muestran imagenes de gran aumento con una barra de escala de 1 pum (e) y
250 nm (f). Las flechas indican la presencia de nanoparticulas de apatito.

Se observaron fibras peptidicas ampliamente decoradas con nanocristales de HA
en imagenes TEM de ambas muestras (Figura II1.6b-c). Como diferencia importante,

la muestra 60/40 exhibié areas locales con mayor acumulacion de nanocristales de
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HA, lo que sugiere que la mineralizacién también ocurrié en solucién. Por el
contrario, la reduccién de la fraccion mineral (40/60) resulté en la mineralizacién
homogénea de las fibras. De hecho, las fibras peptidicas se identificaron mas
claramente y los nanocristales de HA (las sefiales de Ca y P se identificaron mediante
XEDS, Figura II1.7) se integraron en la matriz organica, dando un hidrogel hibrido
mas homogéneo. Un andlisis posterior de este hidrogel por crio-SEM (Figura III.6e-f)
reveld superficies rugosas debido a la integracién de la fase mineral en la matriz
organica, como se ha observado previamente en imagenes SEM del péptido
mineralizado.?>3% Ademas, la presencia de particulas globulares a lo largo de las
fibras peptidicas (zoom de la figura III.6f) parece indicar una distribucién homogénea
de los nanocristales de apatita en la matriz organica. Finalmente, la muestra 20/80
formo un hidrogel rigido compuesto por una malla densa de fibras peptidicas con

escasas cantidades de nanocristales de HA unidos a la red peptidica (Figura III.6d).
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Figura IIL7. Imagen HAADEF-STEM vy espectro de rayos X de dispersion de energia
(XEDS) del area seleccionada de hidrogeles hibridos 40/60 nominales.

3.2. Caracterizacion de los hidrogeles hibridos

Para analizarlas con mas detalle, las muestras sintetizadas, se lavaron con agua
ultrapura, se secaron por congelacion y se caracterizaron por XRD, FTIR y TGA. El
patron XRD de la muestra de control Fmoc-FF (Figura IIL.8a) reveld la presencia de
calcita debido a que esta muestra se prepar6o a través del mismo protocolo de

mineralizacidn, pero sin agregar fosfato, lo que provoco la precipitacién de carbonato
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de calcio, una sal poco soluble dificil de eliminar mediante el procedimiento de
lavado. Los patrones de XRD de muestras de HA, FF-HA y AA-HA mostraron dos
picos anchos alrededor de 26° y 32° (20) atribuidos a hidroxiapatita poco cristalina.
La curva TGA de esta muestra (Figura II1.8b) presenta tres pérdidas de peso:
alrededor de 200 °C, 324 °C y 710 °C. Las dos primeras pérdidas de peso corresponden
a la degradacion del péptido Fmoc-FF que desaparece por completo a los 440 °C.32* La
pérdida de peso a los 710 °C se debe a la descarbonatacién de la calcita (CaCO3->CO2
+ Ca0),?® quedando un residuo del 17% en peso después de calentar a 900 °C Por otro
lado, los patrones XRD de muestras de HA, FF-HA y AA-HA (Figura II1.8a) muestran

dos picos anchos alrededor de 26° y 32° (20) atribuidos a apatito poco cristalino.
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FiguraIIL8. (a) Patrones XRD de muestras FF, FF-HA, AA-HA y HA. (b) Curva TGA (linea
negra) y curva DTG (termogravimetria derivativa, mide la derivada de la masa con
respecto al tiempo) (linea azul) del xerogel FF control.

De hecho, los espectros FTIR de HA, AA-HA y FF-HA (Figura III.9a) muestran
bandas vibracionales de fosfato tipicas de apatita poco cristalina (v4POs a 561 y 602
cm™ y vsPOs a 1032, 1046 y 1087 cm™), que contienen citrato (vasCOO- a 1599 cm™1) y
carbonato (vsCOs a 1431 y 1491 cm™).32! Este hallazgo revela que la mineralizacion
biomimética de péptidos aromaticos cortos permite obtener nanoparticulas de apatita
que imitan la poca cristalinidad y la composicién de la apatita dsea, teniendo en
cuenta que el carbonato representa del 4 al 6 % en peso de la composicion de apatita

6sea y el citrato representa el 5,5 % en peso de la materia organica del hueso. Por lo
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tanto, los péptidos sintéticos mineralizados se proponen como candidatos potenciales

para la regeneracion Osea debido a sus propiedades osteoconductivas vy

osteoinductivas.322323

100
a) 1\ vsPO, b) N
[ - 90}
Amidaqr Amidal \
v, PO A _—
';i' 4; (3 \ é;g a0k
S| W MY 2
-E - [ . 2 70 .
o \ \
E \_ FF-HA % 60 \
g A
= v,,0C0 s ol AN
S v,C0; < S0 -
2 o ——— FF-HA —
< ARHA| - 40 AA-HA T 3a3%
—— HA i
30}
201

500 600 700 800 900

T(°C)

1600 1800 100 200 300 400

_1)

600 800 1000 1200 1400

Numero de onda (cm

Figura IIL.9. Espectros FTIR (a) y curvas TGA (b) de muestras FF-HA y AA-HA
liofilizadas. Los datos de HA (control) también se muestran para comparar.

El espectro FTIR de FF-HA (Figura IV.9a) también muestra bandas vibratorias
de Fmoc-FF como la banda de estiramiento C=O (amida I) a 1651 cm™ y la banda de
flexion NH (amida II) a 1534 cm1.% La curva TGA de FF-HA (Figura II1.9b) confirmé
la formacion de hidrogel hibrido que contenia 66% en peso de péptido y 34% en peso

de fase mineral (es decir, apatita).

Por otro lado, el espectro FTIR de AA-HA (Figura II1.9a) revel6 la presencia nula
del péptido AA, lo que fue confirmado por TGA. La degradacion térmica de AA-HA
(Figura IIL.9b) mostrd la misma pérdida de peso que la muestra de control (HA), lo
que confirma la ausencia de péptido. Estos resultados, ademas de revelar las débiles
fuerzas intermoleculares entre las moléculas de Fmoc-AA y, por tanto, la limitada
estabilidad del hidrogel en agua, confirman la escasa interacciéon quimica entre el
péptido y la fase mineral. Sobre esta base, esta claro que los hidrogeles FF-HA
mantuvieron una estructura supramolecular hibrida estable incluso después de
varios ciclos de lavado. Este efecto podria estar asociado al doble papel de los iones

de calcio en la formacién del hidrogel hibrido: i) actuando como agente de
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entrecruzamiento de fibras peptidicas y ii) actuando como sitios para la nucleacién y

crecimiento de fosfato de calcio.

3.2.1. Caracterizacion de los hidrogeles con diferente ratio
mineral/péptido

Las muestras estudiadas con diferente ratio fase mineral/fase organica se
analizaron por FTIR y mostraron bandas vibratorias de fosfato atribuidas a la apatita
biomimética y las bandas caracteristicas de Fmoc-FF. Mientras que las bandas
asociadas con la fase organica tienden a desaparecer al aumentar la relacion ponderal
nominal HA/FF, las bandas vibratorias de fosfato se hicieron mas prominentes
(Figura II.10a). De hecho, el grafico de barras de la intensidad relativa de vsPOs a 565
cm! aumentd de forma concomitante con el aumento de la relacion ponderal HA/FF
inicial, lo que revela que se pueden sintetizar materiales hibridos con mayor
contenido mineral variando la relacion HA/FF. No obstante, un mayor contenido de
minerales resultd en hidrogeles heterogéneos que contenian grandes agregados de
minerales fuera de las fibrillas (mineralizacion extrafibrilar, ver Figura III.6). Por
tanto, se debe lograr un compromiso entre el contenido mineral y la matriz organica
para obtener hidrogeles hibridos con una distribucién uniforme de nanoparticulas de
fosfato de calcio. Ademas, los patrones XRD de los materiales hibridos muestran dos
bandas anchas a 26° y 32° (20), lo que confirma la formacién tinicamente de apatito

poco cristalino (Figura II1.10c).

181



CAPITULO III

3
a) b)
565
702 a5l —
80/20 |
3
5 M il
] o —
= so/a0] B |
g =
< 2 L
£ F1s
& 40/60
=
-
20/80 L
osk
FF I
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 % 0/s0  40/60  60/40 8020
Niimero de onda (cm™)
c) I * Nacl

& Fmoc-FF

20/8

3
=
o
o
=
w =]
a
a
E 60/4
(=]
80/20
H

T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
208 (u)

Figura IIL10. (a) Espectros FTIR de Fmoc-FF y xerogeles hibridos sintetizados con una
relacion de peso HA/FF nominal creciente: 20/80, 40/60, 60/40 y 80/20. (b) Histograma de
la relacion de la intensidad maxima de IR de Fmoc-FF con respecto a HA (Ises/I702).(c)
Patrones XRD de HA y xerogeles hibridos sintetizados en proporciones nominales de peso
HA/FF: 20/80, 40/60, 60/40 y 80/20. Amplios picos 26° y 32° (20) se atribuyen a
hidroxiapatita pobremente cristalina (HA, ficha ASTM n® 09-432).

Para evaluar el impacto que tenian las correspondientes relaciones en peso
HA/FF sobre las propiedades mecanicas de los hidrogeles resultantes, se estudiaron
muestras con una relacién en peso HA/FF de 60/40, 40/60 y 20/80 mediante reologia
de cizalla. En estas muestras, las concentraciones idnicas se mantuvieron constantes
pero la cantidad de péptido Fmoc-FF vari6 significativamente de 2,08 mM (relacién
60/40) a 4,68 mM (relacién 40/60) y 12,47 mM (relacién 20/80) (Tabla IIL.3 Seccidn
Experimental). En primer lugar, hay que tener en cuenta que todas las muestras

demostraron un comportamiento similar al de un gel, caracterizado por valores del
182



Hidrogeles hibridos de péptidos aromdticos cortos
para mineralizacion de hidroxiapatito

moédulo de almacenamiento (G') mayores en aproximadamente un orden de
magnitud que los del médulo de pérdidas (G") dentro de la LVR, asi como tendencias
de estos mdédulos aproximadamente independientes de la frecuencia de oscilacién en
las pruebas de barrido de frecuencia (Figura III.11). Ademas, los resultados reolégicos
demuestran que los geles se volvieron mas robustos (valores de G'y G" mas grandes)
a medida que aumentaba la concentracion de péptido. Este resultado es consistente

con el trabajo presentado en el Capitulo I de la Tesis Doctoral.
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Figura IIL.11. Caracterizacién mecanica de hidrogeles hibridos Fmoc-FF en las diferentes
relaciones HA/péptido (20/80, 40/60 y 60/40) bajo cizalla oscilatorio. a) Barridos de
amplitud: mddulos viscoelasticos en funcién de la amplitud de deformacion de cizalla
para experimentos bajo deformaciones oscilatorias impuestas de 1 Hz de frecuencia fija.
b) Barridos de frecuencia: moédulos viscoelasticos en funcion de la frecuencia de la
deformacion de cizalla para experimentos bajo deformaciones oscilatorias impuestas de
amplitud fija, yo = 102. ¢) Valores medios y desviaciones estandar de los valores del
moédulo de almacenamiento correspondientes a la region viscoelastica lineal, obtenidos a
partir de experimentos de barridos de amplitud.
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Sin embargo, curiosamente, los valores medios de G' correspondientes a LVR
(FiguraIIl.11a) difieren en magnitud de los valores que se han reportado en el Capitulo
I de la Tesis Doctoral (ver Figura 11.15) para geles Fmoc-FF (que no contienen HA)
para una cantidad similar de péptido (Tabla IIL.1): 4986 Pa para 12.47 mM de Fmoc-
FF en el presente trabajo (muestra 20/80) vs 4031 Pa para 10 mM de Fmoc-FF en el
trabajo anterior; 1146 Pa para 4,68 mM en el presente trabajo frente a 400 Pa para 5
mM en el trabajo anterior; aprox. 291 Pa para 2,08 mM en el presente trabajo frente a

106 Pa para 2,5 mM en el trabajo realizado en el Capitulo 1.

Tabla III.1. Comparacion de los valores de G’ correspondientes a la LVR del presente
trabajo con los obtenidos en el trabajo del Capitulo I para geles Fmoc FF que no contienen
HA.

Concentracion de Concentracion de Relacion de Relacion G’

Fmoc-FF (trabajo Fmoc-FF (trabajo concentracion de correspondiente a

actual) anterior) Fmoc-FF (trabajo LVR (trabajo actual /

actual / trabajo

trabajo anterior)

anterior)
2.08 mM 2.5 mM 0.83 2.74+0.05
4.68 mM 5 mM 0.94 2.88+0.05
12.47 mM 10 mM 1.25 1.25+0.05

La naturaleza comparativamente mas fuerte de los geles del presente trabajo a
las dos concentraciones mas bajas de Fmoc-FF con respecto al trabajo anterior, debe
estar relacionada con un papel no despreciable del HA en las propiedades mecanicas
de los geles. Sin embargo, a la concentracion mas alta de Fmoc-FF, esto no se mantiene
(hay que tener en cuenta que en este caso las proporciones de los valores del trabajo
actual frente al trabajo anterior son 12,47/10 = 1,25 para la concentraciéon de péptidos
y G’ de 4985,828/4030,504 =1,237). Por tanto, parece que a la concentracién mas alta

objeto de estudio en el presente trabajo, los efectos combinados de HA y Fmoc-FF no
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dieron como resultado un aumento del valor de G’ con respecto al gel Fmoc-FF. La
razon probable es la competencia del ion fosfato y Fmoc-FF por los iones de calcio en

las muestras de Fmoc-FF-HA, lo que limitaria el ensamblaje de péptidos.

Para sustentar esta hipotesis, caracterizamos las propiedades mecanicas de dos
muestras mas, tomando como base la muestra Fmoc-FF/HA en una proporcion 40/60,
con la tnica diferencia de no afadir fosfato en un caso, y duplicar el contenido de
iones de calcio en el otro, ambos respecto a la muestra de referencia. Como se observa
en la Figura IIl.11c ambas modificaciones resultaron en un incremento de mas del
doble en el valor de G’ con respecto a la muestra de referencia, apoyando la hipotesis

de la competencia entre los péptidos y los iones fosfato por el ion Ca?".

3.3. Evaluacion de la influencia del calcio en la formacion
del hidrogel

También se evalué la influencia de la concentracion de calcio en el
autoensamblaje y la mineralizacién del péptido. Las imagenes TEM de la muestra que
tenia la cantidad mads baja de Ca?" (2 mM) mostraron la presencia de la malla tipica de
fibras peptidicas en la que algunas de las fibras aparecian completamente

mineralizadas (Figura I11.12).

Figura II1.12. Imagenes TEM de hidrogeles Fmoc-FF mineralizados con las
concentraciones de calcio mas bajas (2 mM).
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Un profundo analisis de la composicién de las fibras se llevo a cabo mediante
EDS-STEM (Figura III.13). La imagen HAADF-STEM mostré una fibra peptidica
menos brillante y la presencia de elementos relativamente pesados en la fibra
peptidica. Los mapas elementales individuales revelan la posicién relativa de Ca y P
demostrando claramente la formacidon de nanoparticulas de fosfato de calcio dentro
de la fibra. Ademas, el patron SAED de la misma fibra mineralizada muestra un
patrén de difraccién con puntos a 002 y 004 en forma de arco que indican que el eje c
de los nanocristales de apatita esta alineado con el eje longitudinal de la fibra
peptidica (Figura II.13). Esta disposicion ordenada de los nanocristales de apatita
dentro de la fibra es similar a la que se encuentra en las fibrillas de coldgeno
mineralizado bioldgico.’' Estas observaciones sugieren que la mineralizacion ocurre
dentro de las fibras a una concentracién mas baja de Ca?, probablemente debido a la

interaccion especifica de todo el Ca?* disponible con las fibras peptidicas.

Intensidad (cuentas)

5 6

Figura II1.13. Micrografia HAADF-STEM, espectro EDS y patrén SAED de una fibrilla
mineralizada. También se muestran mapas EDS que muestran la distribucién espacial de
Ca y P. El eje ¢ (puntos de difraccién a 002 y 004) de los nanocristales estd orientado
especificamente dentro de la fibrilla.
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A medida que aumenta la concentracion de Ca? en el medio, los nanocristales
de HA pueden crecer fuera de las fibras, como se observa en las muestras que tienen

una mayor cantidad de iones Ca?" (Figura I11.14).

Figura II1.14. Imagenes TEM de hidrogeles Fmoc-FF mineralizados a concentraciones
crecientes de calcio (mM): 8.3 (a-b), 11.1 (c-d) y 33.3 (e-f).

Para evaluar el impacto que poseen las cantidades crecientes de iones Ca? en las
propiedades mecanicas de los hidrogeles, se midieron muestras con una
concentracion de Fmoc-FF de 4,7 mM y una concentracion creciente de Ca? de 2 mM,
8,3mM, 11,11 mM, 16,67 mM y 33,3 mM mediante reologia (Figura IIL.15 a y b). Como
se observa, las curvas de los barridos de amplitud y frecuencia demostraron
tendencias similares en todos los casos, tipicas de las muestras tipo gel (ver la
discusion anterior de la Figura III.11), siendo el tnico efecto relevante de la adicién
de Ca?* la mejora aproximadamente lineal de G'y G" con la concentracion de este ion
(Figura I11.15¢), siendo los iones Ca?* los responsables del proceso de autoensamblaje

y, por tanto, de la formacién del hidrogel.
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Figura IIL.15. Propiedades mecanicas de hidrogeles hibridos con diferentes
concentraciones de Ca* (2 mM, 8,3 mM, 11,11 mM, 16,67 mM y 33,3 mM). a) Modulos
viscoelasticos en funcién de la amplitud de la deformacién de cizalla para experimentos
bajo deformaciones oscilatorias de 1 Hz de frecuencia fija. b) Moédulos viscoeldsticos en
funcion de la frecuencia de deformacion de cizalla para experimentos bajo deformaciones
oscilatorias de amplitud fija, yo=107; c) Ajuste lineal de la concentracién de Ca? frente al
modulo de almacenamiento.

4. CONCLUSIONS

In this chapter:

- We have developed a simple synthetic protocol in which the formation of

the organic matrix and nanoapatite occur simultaneously.
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- We have shown that the amount of Ca? present in the media is essential to
obtain a fully composite material in which, nanoapatite crystals are
embedded, perfectly oriented, in the organic matrix, as occurring during

collagen mineralization in bone.

- By studying the microstuctural and mechanical properties of the resulting
hybrid hydrogels we have demonstrated that peptide self-assembly and
mineral growth compete for the Ca? ions present in the media. This effect
has implication in the micro and macroscopic properties of the hybrid

hydrogels and in the final fiber composition.

- Competition for Ca? ions in the organic matrix modulates crystal growth in
a more precise way, emulating the natural process. This protocol
demonstrates some of the properties that self-assembled systems can have
in the development of complex materials and shed light about how nature

uses them to exert a more precise control in biomineralization processes.

5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1. Reactivos y materiales

Cloruro de calcio dihidrato (CaCl2-2H-0, reactivo ACS, 299%), fosfato de sodio
dibasico (Na2HPOs, BioXtra, 299%), citrato de sodio dihidrato (Nas(CeHs07) -2H20,
299%) y carbonato de sodio (Na2COs, BioXtra, 299 %) se adquirieron de Sigma
Aldrich. Todas las soluciones se prepararon con agua ultrapura (0,22 uS, 25 °C, Milli-
Q, Millipore). Fmoc-FF y Fmoc-AA se adquirieron de Bachem Co., Suiza y se usaron

sin purificacion adicional.

5.2. Mineralizacion de péptidos aromaticos cortos
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Todos los experimentos se llevaron a cabo en un vial de 10 mL. Se pesaron 1,27
g de solucion de péptido (20 mM, pH = 10,2, ajustado con NaOH) en un vial de 10 ml.
Luego, se agrego6 420 uL de solucion de Na:HPOs (120 mM), 420 uL de solucién de
NasCit (100 mM) y 420 pL de solucién de Na:COs (100 mM) y se mezcld
vigorosamente con vortex. El pH de la solucion fue de 10,4. Finalmente, se agregaron
420 pL de solucion de CaClz (200 mM) para desencadenar el autoensamblaje y la
mineralizacidon simultanea del péptido. La precipitacion de fosfato de calcio provocod
una ligera disminucion del pH (pH = 9). Las concentraciones molares finales del
péptido y de las soluciones mineralizantes se resumen en la Tabla IV.2. La relacion
molar Ca/P fue de 1,67, correspondiente al valor estequiométrico de la hidroxiapatita.
Luego, la mezcla se mantuvo a 37 °C sin perturbaciones, lo que condujo a la formaciéon
de hidrogeles hibridos. Después de 24 horas, los hidrogeles mineralizados se lavaron
repetidamente con agua ultrapura por centrifugaciéon (7500 rpm, 3 min) y se
liofilizaron durante la noche a vacio (liofilizador Telstar Cryodos). La cristalizacién
de HA también se llevo a cabo en ausencia de péptidos como control. Los geles Fmoc-
FF y Fmoc-AA no mineralizados se prepararon mediante el mismo procedimiento sin

la adicion de solucion de fosfato para evitar la cristalizacion de HA.

Tabla III.2. Concentraciones molares finales de reactivos (mM) para cada experimento.
Fmoc-FF y Fmoc-AA se denominan FF y AA, respectivamente.

Muestra Péptido Na:HPOu Na:CO:s NasCit
AA-HA 47 10 8.33 8.33 16.67
FF-HA 47 10 8.33 8.33 16.67
HA - 10 8.33 8.33 16.67
AA 47 - 8.33 8.33 16.67
FF 4.7 - 8.33 8.33 16.67

Los hidrogeles Fmoc-FF fueron seleccionados para estudios adicionales. Los
materiales hibridos se prepararon aumentando la relacién de peso mineral/organico
nominal manteniendo constante la concentracion de soluciones mineralizantes y
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variando la concentracion de péptido. También se prepararon hidrogeles hibridos

Fmoc-FF en presencia de concentraciones crecientes de iones de calcio (Tabla IV.3).

Tabla III.3. Concentraciones molares finales de reactivos (mM) para la preparacion de
hidrogeles hibridos Fmoc-FF.

Muestra Fmoc-FF Na:HPOs« Na:COs NasCit

80/20 0.8 10 8.33 8.33 16.67
60/40 2.1 10 8.33 8.33 16.67
40/60 4.7 10 8.33 8.33 16.67
20/80 12.5 10 8.33 8.33 16.67
Cal 4.7 10 8.33 8.33 2
Ca2 47 10 8.33 8.33 8.3
Ca3 4.7 10 8.33 8.33 11.11
Ca4 47 10 8.33 8.33 16.67
Ca5 4.7 10 8.33 8.33 33.3

*40/60 y Ca4 son los mismos experimentos, correspondientes a la relacion molar Ca/P de 1,67, valor estequiométrico

de hidroxiapatita (Caw(PO4)s(OH)z).

5.3. Caracterizacion de los materiales hibridos

La formacién del gel se evalu6é visualmente mediante el método del vial

invertido, ademas de utilizar diferentes técnicas que se describen a continuacién.

5.3.1. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las imdagenes se realizaron con un instrumento LIBRA 120 PLUS, operando a
120 kV. Se deposité una pequena porcion de hidrogel sintetizado en rejillas de cobre

convencionales y se incubd durante varios minutos. Luego, las rejillas se lavaron con
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agua ultrapura seis veces (gotas de 30 uL) y se dejaron secar al aire en condiciones
ambientales. Las muestras de TEM no se tifieron (ni con osmio ni con acetato de
uranilo) ya que los nanocristales de apatita y los precipitados de tincién a veces son

indistinguibles entre si.

5.3.2. Microscopia electronica de transmision de barrido de campo
oscuro anular de alto angulo (HAADF-STEM).

Se adquirieron imagenes de espectros de rayos X de dispersion de energia
(XEDS) y difraccién de electrones de area seleccionada (SAED) de diferentes areas de

la muestra FF-HA con STEM FEI Microscopio TALOS F200X equipado con 4 Super-X
SDD (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA).

5.3.3. Microscopia electronica de barrido criogénico (crio-SEM)

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio ESEM Quanta 650 FEG
(Thermofiser-FEI) equipado con un sistema criogénico (Quorum Technologies,
modelo PP3010T). El hidrogel se sublim¢ a -90 °C durante 7 min, luego la muestra se
insert6 en un recipiente enfriado con nitrégeno (-210 °C) y finalmente se transfiri6 en

vacio a un recipiente enfriado (-140 °C).

5.3.4. Difraccion de rayos X en polvo (P-XRD)

Los datos se recopilaron en un difractometro Bruker D8 Discover usando
radiaciéon Cu Ka (A = 1.5406 A) y detector PILATUS3R 100K-A. Los datos se
recolectaron de 5° a 50° (20) con una velocidad de escaneo de 3 s paso, tamafio de
paso de 0.02° y un grupo electrégeno HV a 50 kV y 1 mA. Estas medidas han sido
realizadas en colaboracién con el Dr. Jose M. Delgado-Lépez y Gloria B. Ramirez
Rodriguez del departamento de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencias

(UGR).
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5.3.5.Espectros de infrarrojos por transformada de fourier (FTIR) de
xerogeles

Los espectros se registraron en un espectrémetro Tensor 27 (Bruker, Karlsruhe,
Alemania). Se mezclaron 2 mg de muestra con 200 mg de bromuro de potasio anhidro
(KBr) y se prensaron a 5 toneladas en un disco de 12 mm de didmetro usando una
prensa hidraulica (Specac). Se us6 un disco de KBr puro como blanco. Los espectros
infrarrojos se registraron por acumulacion de 25 escaneos que abarcan desde

400 cm! hasta 4000 cm-! a una resolucion de 3 cm-..

5.3.6. Termogravimetria (TGA) de los xerogeles

El analisis se realiz6 en una balanza térmica Mettler-Toledo TGA/DSC1 (Mettler-
Toledo International Inc., Suiza) con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min

hasta 900 °C bajo corriente de nitrogeno.

5.3.7. Reologia

Las mediciones se realizaron utilizando un reémetro de esfuerzo controlado
Haake MARS I (Thermo Fisher Scientificc Waltham, MA, EE. UU.) a una
temperatura constante de 37 + 0,1 °C y con una geometria placa-placa de 35 mm de
didmetro (sensor P35 Ti L S dentado). Después de completar el periodo de gelificacién
de 24 h, se realizaron rampas de deformaciones oscilatorias de amplitud creciente y
frecuencia constante (1 Hz), de las que se obtuvieron los valores de los médulos de
almacenamiento (G') y pérdidas (G") en funcién de la amplitud de deformacion, yo.
A partir de estas curvas de G’ y G” en funcién de yo (barridos de amplitud) se delimito
la extensionde la LVR. Luego, sometimos las muestras a rampas de amplitud de
deformacion de cizalla fija (yo=0,0002), dentro de la LVR, y aumentando la frecuencia

en el rango de 0,1 a 15 Hz (barridos de frecuencia).Para cada conjunto de condiciones
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experimentales, se midieron al menos 3 muestras diferentes. En este trabajo se

proporcionan los valores medios y las desviaciones estandar de cada magnitud
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RESUMEN

Como se comentO en la Introduccion General, los materiales basados en carbono
encuentran una multitud de aplicaciones en campos como la electrénica,
optoelectronica y termoeléctronica. La funcionalizaciéon molecular de los CNT es un
procedimiento de rutina en el campo de la nanotecnologia. Sin embargo, se desconoce
en gran medida si estas moléculas afectana la polarizacion de espin de los portadores

de carga en los CNT.

En este capitulo se ha utilizado un hidrogel hibrido de Fmoc-dipéptidos con
nanotubos de carbono para demostrar que la polarizacién de espin puede inducirse
en redes de nanotubos de carbono bidimensionales (2D) por péptidos aromaticos y
que la sefial de espin sobrevive rutinariamente a escalas de longitud que superan
significativamente 1 pm. Este resultado conecta efectivamente el area de la
espintrénica molecular con la de nanoelectrénica 2D basada en carbono. Ademads,
gracias a la versatilidad de la quimica de los péptidos, se ha demostrado que la
polarizacion de espin depende de caracteristicas estructurales moleculares como la

quiralidad y las interacciones entre moléculas y nanotubos.
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1. INTRODUCCION

1.1.Espintronica molecular

El area de la espintrénica molecular explora el transporte de espin en sistemas
moleculares organicos que podrian ser utiles para el procesamiento de informacion
cuantica y otras aplicaciones.3* Los desarrollos recientes en este campo han
desentranado una conexion intrigante entre la quiralidad molecular organica y la
polarizacién del espin portador, denominada "selectividad de espin inducida por

quiralidad" o CISS (Chiral-Induced Spin Selectivity Effect).

1.1.1. Efecto CISS y su estudio

El efecto CISS se refiere a la capacidad de las moléculas organicas quirales para
transferir electrones con una orientacion de espin preferencial sobre la otra, por lo que
la quiralidad es un requisito indispensable para que una molécula actiie como un

filtro de espin basado en el efecto CISS (Figura IV.1).

a) b)

o
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OO/

&
L

Figura IV.1. Descripcion esquematica de a) la transmision de electrones a través de un
potencial quiral y b) de la polarizacion de carga y espin en moléculas quirales, cuando las
moléculas estan expuestas a un campo eléctrico que acttia a lo largo de sus ejes (flechas
negras). Imagen adaptada de la ref*”” con permiso de Nature Reviews Chemistry.
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Cuando un electron se mueve a través del compuesto quiral en una direccién, dicho
movimiento de carga genera un campo magnético cuyo sentido depende de la
quiralidad de la molécula en cuestién. Ese campo inducido es capaz de interaccionar
con el propio espin del electrén implicado en el transporte, de forma que si su espin
tiene el mismo sentido que el campo magnético inducido, su transporte se ve
favorecido, mientras que si tiene sentido opuesto, la interaccion con el campo dificulta

su movimiento.327-329

Asi, en un campo eléctrico, el espin de los electrones se orienta arbitrariamente
sin que su orientacion influya en la corriente eléctrica generando una “corriente
electrénica no polarizada” (NPEC, Non-Polarized Electronic Current), pero cuando en
el sistema se produce una magnetizacion, un espin sera preferente respecto al otro en
funcién de su interaccién con el campo magnético inducido, produciendo asi el
filtrado de espin. El campo eléctrico estara constituido por una "corriente de
electrones polarizada por espin”" (SPEC, Spin-Polarized Electron Current).?” (Figura

IV.2).3%

N
N o
Y Y 4

Corriente electronica no polarizada (NPEC) AI Corriente de electrones polarizada por espin (SPEC)

Figura IV.2. Ilustracion esquematica de la generacion de una corriente electronica
polarizada por espin. Imagen adaptada de la ref*! con permiso de ACS Publications.

—_—
——
—_—

Material filtrante de spin

Por tanto, el estudio del efecto CISS en moléculas orgénicas quirales, tiene como
objetivo observar un cambio en la medida del transporte de electrones a través de la
molécula en funcién de la quiralidad de las mismas. Para ello, una posibilidad es

utilizar la magnetorresistencia (MR) en nanodispositivos electrénicos de dos
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terminales, donde la capa quiral entra en contacto entre un electrodo magnético
(como Ni) y uno no magnético (como Au) (Figura IV.3).3% El electrodo magnético
sirve como fuente o sumidero de electrones polarizados de spin. De esta forma, en
estos sistemas el efecto CISS se puede medir como un cambio en la resistencia eléctrica
tras la inversion de la magnetizacion.33 La resistencia del dispositivo (R) se mide para
dos magnetizaciones opuestas (+ m") de Ni, y si se produce el efecto CISS, se observan
valores de resistencis diferentes. El resultadose representa como [R (-m") - R (+ ni')] /
min [R (x m()] = A, donde la inversién de m cambia la magnetizacién local, lo que da
como resultado diferentes conductancias para + mi. Fisicamente, la propagacion de los
portadores de carga en los sistemas quirales genera una polarizacién de espin
dependiente de la quiralidad, que se transmite segtin la direccién de m|, lo que da

lugar a un A distinto de cero.

En este contexto, Naaman y colaboradores desarrollaron un trabajo pionero, en
el que demostraron que las uniones a nanoescala formadas al atrapar pocas moléculas
de ADN entre una nanoparticula de Au y una superficie ferromagnética de Ni
presentaban asimetrias de corriente en funcion de la direccién de la polarizacion
magnética de Ni.333 Desde entonces, se han estudiado otros ejemplos, principalmente
basados en secuencias de ADN,® oligopéptidos,®* helicenos,?> polimeros,33

estructuras organometalicas,?! cristales,?” nanofibras supramoleculares,?* etc.

Figura IV.3. Esquema representativo del dispositivo usado para medir efecto CISS (el
contacto de Au esta representado en gris oscuro, y el de Ni ferromagnético delgado esta
representado en rojo. Imagen adaptada de la ref’* con permiso de Journal of Physics:
Condensed Matter.
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1.1.2. Material quiral con efecto CISS: nanotubos de carbono
funcionalizados con péptidos aromaticos cortos

Aunque las moléculas organicas ofrecen la posibilidad de modificar su
estructura quimica de forma practicamente ilimitada, se comportan como aislantes en
términos de sus propiedades electrénicas de largo alcance, lo que dificulta su
integracién directa con la electréonica convencional o la nanoelectrénica bidimensional
(2D) emergente.3434! Esto puede remediarse potencialmente utilizando nanotubos de
carbono (CNT), que son mas conductivos que las moleculas organicas, y podrian

proporcionar una plataforma ttil para dispositivos practicos de espintroénica.

El transporte de espin en CNT se ha explorado debido a su posible aplicacion en
la tecnologia de la informacién.3*>3% Ademas, la funcionalizacion organica de CNT es
una técnica comun para diversas aplicaciones en nanotecnologia.!31%634-34% [Una
amplia gama de moléculas organicas puede formar una unién no covalente eficiente
con CNT en agua a través de interacciones hidrofobas.3#347.34% Un ejemplo de ellos,
seria la medida del efecto CISS en CNT aislados funcionalizados con ADN helicoidal
monocatenario,?*-35 pero se desconoce si este efecto persiste en una red de nanotubos

2D funcionalizada con moléculas quirales.

Los geles supramoleculares peptidicos son buenos candidatos para dispersar
CNT y formar un hidrogel hibrido. En particular, los péptidos que poseen grupos
Fmoc (estructura aromatica, plana y aquiral), permiten unirse de manera eficiente con
los CNT.3243483% Esto ocurre principalmente a través de interacciones de apilamiento
1t entre los grupos aromaticos de los aminoacidos formando una red tridimensional.
Las interacciones hidréfobas adicionales provienen de las cadenas principales de
aminoacidos. Ademas, se ha comprobado que el didmetro medio de los nanotubos es
de ~0,84 nm, y poseen una circunferencia nominal de ~2,64 nm, mientras que las
moléculas de dipéptido de Fmoc tienen aproximadamente ~2 nm de longitud.?! Asi,
la pared de los nanotubos puede acomodar tanto al Fmoc como a su cadena lateral.
Por todo lo comentado anteriormente, se han elegido los dipéptidos Fmoc como

entidades de funcionalizacién adecuadas para este estudio.
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2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Combinando las ventajas de los péptidos con las ventajas que ofrecen los CNT,
podemos obtener nuevos materiales hibridos con excelentes propiedades dentro del
campo de la espintrénica. Ademas, la capacidad de inducir polarizacion de espin en
una red 2D de CNT aportara interesantes funcionalidades a innumerables
dispositivos en espintrénica. Por ese motivo, se pretende estudiar y comprobar si una
red en 2D constituida por un xerogel hibrido que contiene CNT y Fmoc-dipeptidos
dispersos de manera aleatoria es capaz de actuar como un filtro de espin dependiente

de la quiralidad.
Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar de manera eficiente hidrogeles hibridos de nanotubos de carbono
de pared simple (SWCNTs) con diferentes Fmoc-dipéptidos de quiralidad

opuesta y aquirales.

2. Estudiar el efecto CISS en xerogeles hibridos (CNT + Fmoc-dipéptidos)
obtenidos a partir del secado de los correspondiente hidrogeles y comprobar

que este valor es reproducible y verosimil.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Formacion de los hidrogeles hibridos

Para la formacién de los hidrogeles hibridos de SWCNTs se ha utilizado Fmoc-
FF (L y D), Fmoc-AA (L y D) y Fmoc-GG. Se eligieron aminoacidos con cadenas
laterales y quiralidad idénticas (es decir, R1 = R2, LL o DD) para facilitar la
comparacion entre diferentes conjuntos de datos. Fmoc-GG (R1 = R2 = H) es aquiral,
mientras que Fmoc-AA (R1 = R2 = -CHs) o Fmoc-FF (R1 = R2 = -CHzPh) es quiral y,

por lo tanto, el efecto de filtrado de espin se puede estudiar en ambos enantiémeros
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usando L- y D-aminoacidos (Figura IV.4a). La formacion de los hidrogeles hibridos
se describe en detalle en la Seccion Experimental utilizando un protocolo modificado
previamente descrito por nuestro grupo.?* Brevemente, se prepar6 una suspension
de SWCNT en una solucién basica acuosa de Fmoc-dipéptido, seguido de sonicacion
y centrifugacion. En este caso, la gelificacion se llevo a cabo usando Na2COs (Figura
IV.4b) en lugar de usar d-gluconolactona para evitar moléculas quirales adicionales

en el medio.?0232237

a) Fmoc -dipéptidos

(0] N i
il 1 SR E
O R1 (o]
a)Gly (G) b)Ala (A) c) Phe (F)
-H -CH;

Figura IV.4. a) Estructura molecular de los dipéptidos Fmoc y los grupos laterales
elegidos. b) Imagenes de los hidrogeles formados en un Eppendorf en presencia de
carbonato de sodio i) con Fmoc-FF (L) + SWCNT (0,7 mg/mL); ii) con Fmoc-AA (L) +
SWCNT (0,7 mg/mL) (después de la gelificacion se observéd una reduccion en el tamafio
del hidrogel). Con los aminoacidos D, el resultado es el mismo; iii) y con Fmoc-GG +
SWCNT (0,7 mg/mL) (con Fmoc-GG se formo un gel inconsistente).

3.2. Analisis Raman

Con el objetivo de estudiar la capacidad que poseen las moléculas de Fmoc-
dipéptidos para interactuar con los CNT, se caracterizaron los xerogeles de los
hidrogeles hibridos mediante espectroscopia Raman (Figura IV.5). Se observé que la
intensidad del pico G- (~1540 cm™, que surge debido a la vibracién transversal de los
atomos de carbono), se suprimi6 como resultado de la funcionalizacién (Figura IV.5a).
Las moléculas de FF (tanto L como D) fueron mas efectivas suprimiendo este pico,
mientras que el efecto fue mas débil para GG y AA (GG <AA <FF). Esta tendencia se

resume en la Figura IV.5b, que muestra la relaciéon de intensidad G-/G* para cada
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funcionalizacién. Dado que los picos G* y G representan vibraciones longitudinales
y transversales de la red de grafito hexagonal de CNT respectivamente, se espera que
la funcionalizacién suprima la vibracién transversal y, por lo tanto, suprima el pico
G, lo que da como resultado una G-/G* mas baja. A parte de la relaciéon de intensidad,
otros picos caracteristicos como RBM (Radial Breathing Mode, ~250-300 cm ™), y G*
(~1590 cm™), se desplazaron como resultado de la funcionalizacion (Figura IV.5a), lo
que indica una transferencia de carga entre las moléculas y los nanotubos343% (Figura

IV.5cy d).

Estos datos permiten concluir que Fmoc-FF esta interactuando mas fuertemente
con los CNT que Fmoc-AA y Fmoc-GG. Entre las interacciones hidrofébicas que unen
los Fmoc-dipéptidos y los CNT, las interacciones de apilamiento 7 entre los grupos
aromaticos de los aminoacidos y los CNT muestran valores mas altos de energia de
interaccién.®® Las interacciones hidrofobas adicionales provienen de la cadena
principal de aminoacidos, y la cadena principal de Fmoc-AA, mas hidréfoba que la
de Fmoc-GG, muestra interacciones mas fuertes. Se puede observar ademas, la
aparicion de un pequefio pico D a ~1320 cm™ después de la funcionalizacién, y se

debe a los extremos rotos de los tubos dispersos (defectos).
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a) ‘—swc,\'T” I o A
c) 2 P P d 1592 Fmoc-dipéptidos +SWCNT
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Figura IV.5. a y b) Caracterizacion Raman de los nanotubos funcionalizados. ¢ y d)
Posiciones del pico RBM y del pico G* en funciéon de la funcionalizacion molecular. Se ha
observado un cambio significativo en comparacion con los SWCNT desnudos, como
resultado de la funcionalizacién.

3.3. Estudio de I-V de los CNT funcionalizados con Fmoc-
dipéptidos.

En primer lugar, se estudid las caracteristicas de corriente-voltaje (I-V) de las
muestras de CNT funcionalizados con los diferentes Fmoc-dipéptidos en funcién de
la temperatura y a campo magnético cero (Figura IV.7) utilizando un dispositivo de
dos terminales (ver Seccion Experimental para mas informaciéon sobre el dispositivo
utilizado). Se observa un comportamiento semiconductor tipico a bajas temperaturas
que en algunos casos cambia a un comportamiento metdlico débil a altas
temperaturas. Es un efecto comin en redes 2D de SWCNT y ha sido reportado por
varios grupos en el pasado.'®-133435237 Esto es debido a que el transporte de

electrones en los CNT se considera metalico, interrumpido por “hopping” o
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“tunneling” a través de pequenas barreras eléctricas que surgen de la

funcionalizacién molecular, regiones enredadas, uniones entre tubos o defectos de los

CNT.13
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Figura IV.7. Caracteristicas de corriente-voltaje (I-V) (a campo magnético cero) de (a)
Fmoc-FF (L), (b) Fmoc-FF (D), (c) Fmoc-AA (L), (d) Fmoc-AA (D) y (e) Fmoc-GG
funcionalizados con SWCNT con contactos Ni-Au.

Analizando los datos obtenidos de las graficas de I-V anteriores, se represento la
relacion entre las resitencias a baja y alta temperaturas R (9 K)/R (300 K) para las
diferentes funcionalizaciones (Figura IV.8). Asi, con Fmoc-FF se obtuvo una relacion
de ~10, para Fmoc-GG la relacién fue mas pequefia de ~2, mientras que para las
muestras de Fmoc AA el valor fue medio. Esto es consistente con la tendencia de GG
< AA <FF observada anteriormente en los datos Raman. Debido a la fuerte interaccién

con los CNT, las muestras funcionalizadas con Fmoc-FF parecen suprimir la
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conduccién metalica en los tubos y contribuir con barreras potenciales adicionales, 1o

que hace que la conduccion esté fuertemente activada térmicamente.

Ni-
° 0.‘5“\‘"
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=3 A A
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~ B FF(L) v
) *
& . FF (D)
a A AA(L)
L 4
E v AA (D)
1 ® GG
2 v
Fmoc-dipéptidos
+SWCNT *
1 1 1 1 1

Figura IV.8. Distribucién de valores R(9K) / R(300K) medidos a campo magnético cero
para diferentes funcionalizaciones.

3.4. Estudios de magnetorresistencia de los hidrogeles
hibridos

Las mediciones de la magnetorresistencia (MR) con campo magnético (+12kG) y
a distintas temperaturas (9, 12, 13, 15 K) se llevaron a cabo en las muestras de Fmoc-
FF (L y D) y los datos obtenidos se recogen en la Figura IV.9a-d. Se emplearon
magnetizaciones opuestas (+ m' ), que cambiaron la magnetizacién local (m'’) lo que
dio como resultado diferentes conductancias para + mi. Al aplicar un campo
magnético, se observé una MR negativa de base, que es un efecto comuin en redes de
CNT134195349354357 vy se origina por la dependencia del campo magnético a
conductividades “hopping” en estas muestras.!3413535435835% Se observo un A (= R (=12
kG) - R (+12 kG) / min [R (= 12 kG)]) distinto de cero para cada funcionalizaciéon. Por
tanto, la existencia de A en ambos enantidémeros se debe a la quiralidad de la muestra,
pero no implica necesariamente que se esta produciendo el efecto CISS. Sin embargo,
si es importante destacar el comportamiento opuesto de las medidas de
magnetorresistencia entre ambos enantiomeros: para las muestras de Fmoc-FF (L), A
es negativo, mientras que para las muestras Fmoc-FF (D), A es positivo. Esto si

demuestra inequivocamente que se observa efecto CISS en redes 2D CNT gracias a su

208



Xerogeles hibridos de péptidos aromdticos cortos
como filtros de spin inducidos por la quiralidad

funcionalizacién con Fmoc-FF. Conforme aumenta la temperatura, se puede apreciar
una disminucion de esa diferencia entre ambos enantidmeros, hasta la obtencion de
curvas de magnetorresistencia iguales a 30K. Esto puede explicarse debido al
aumento de movimiento, y por tanto choques, entre los electrones implicados. De esta
forma al impactar mas unos con otros, los electrones pierden la polarizacion de espin
inducida y por ellos no se observa A, ni diferencia alguna entre ambos enantiomeros.
Esto es debido a que A depende tanto de la magnetizaciéon del Ni (nmi') como de la

quiralidad, lo que es consistente con un modelo tedrico reciente.®

Por ultimo, se observo que este efecto es de "largo alcance", es decir, sobrevive a
la longitud del canal de ~2 pm, incluso en presencia de un desorden de nanotubos
significativo. Ademas, la sefial de MR es del mismo rango que las obtenidas a partir

de moléculas quirales ordenadas en condiciones comparables.3?
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Figura IV.9. (a-d) MR asimétrica de SWCNT aquirales funcionalizados con Fmoc-FF (L o

D) a varias temperaturas. La polarizacién aplicada en todas las muestras es 0,5 V en todos
los casos.
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En la Figura IV.10a, se muestra las respuestas de MR frente a la temperatura de
ambos enantiomerod de Fmoc-FF, y se puede observar que la sefial disminuye con la
temperatura. Ademas, en la Figura IV.10b también se muestra los valores de A frente
a la temperatura y se observa que son practicamente opuestos hasta una temperatura
aproximada de 30 K a partir de la cual A es pacticamente 0. Tal y como se ha
comentado anteriormente, esto se debe presumiblemente a una mayor dispersion del

espin a temperaturas mas altas en los CNT, lo cual es conocido.3#2
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Figura IV.10. (a) Dependencia de la temperatura de la MR de base (en O = 90°)para
SWCNT funcionalizados con Fmoc-FF (L o D), (b) Asimetria MR A (%) en funcién de la
temperatura. Se muestran las respuestas de dos muestras diferentes para cada
funcionalizacién. La polarizacion aplicada es de 0,5 V en todos los casos.

Para explorar la existencia del efecto CISS con otros tipos de funcionalizacién
molecular quiral, se eligié Fmoc-AA. Aunque Fmoc-AA es quiral, a diferencia de
Fmoc-FF, su cadena lateral no es aromatica y, por lo tanto, se esperaba que tuviera
una interacciéon mas débil con los CNT, tal y como fue confirmado con los datos
Raman presentados anteriormente. La Figura IV.11 muestra las respuestas de MR de
CNT funcionalizados con Fmoc-AA. Al igual que en el caso de Fmoc-FF, existe cierta
MR de base. Ademads dicha MR es asimétrica, es decir, A es distinto de cero, lo cual
indica una transmisién dependiente del espin a traves del detector de espin de Ni. Sin
embargo, a diferencia de Fmoc-FF, el signo de A es independiente de la quiralidad

molecular y es positivo tanto para las muestras L como para las D.
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Figura IV.11. MR asimétrica de SWCNT funcionalizados con Fmoc-AA (L o D) usando
contactos Ni-Au a varias temperaturas. La polarizacion aplicada es de 0,5 V en todos los
casos. Los simbolos solidos (abiertos) indican la exploracién del campo magnético de
campos negativos (positivos) a campos positivos (negativos). La asimetria de MR es
independiente de la quiralidad molecular

Aligual que con Fmoc-FF, las medidas de MR de Fmoc-AA (L y D) dependientes
de la temperatura se recogen en la Figura V.12 y se observa tanto una dependencia no
lineal de la temperatura con la MR (Figura IV.12a), como una disminucién gradual de
A con la temperatura. Como he comentado anteriormente, s diferencia de Fmoc-FF,
en el caso de Fmoc-AA, A tiene el mismo signo (positivo) para las funcionalizaciones
L y D (Figura IV.12b). Por lo tanto, con esta funcionalizacion, observamos que la
polarizacién de espin inducida no depende de la quiralidad molecular, como se ha
demostrado para la muestra de Fmoc-FF, y por lo tanto no entra en la categoria de
selectividad de espin "inducida por quiralidad" (CISS).31362 Una posible explicacion
seria la interaccion mas débil de las cadena lateral quiral con los CNT, que impediria
la adecuada y necesaria induccion quital a los CNT para poder observar dicho

fendmeno.
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Figura IV.12. (a) Dependencia de la temperatura de la MR de base (0 = 90°) para SWCNT
funcionalizados con Fmoc-AA (L o D). (b) A (%) en diferentes orientaciones de
magnetizacion de Ni. Se muestran las respuestas de dos muestras diferentes para cada
funcionalizacién. La polarizacion aplicada es de 0,5 V en todos los casos.

Dado que la interaccién de la cadena lateral con los CNT parece tener una
influencia en A, para corroborar este resultado, por tltimo se eligié, Fmoc-GG como
agente de funcionalizacién. Fmoc GG es aquiral y tiene la interaccién mas débil con
los SWCNT en comparacion con Fmoc-AA y Fmoc-FF, como se discuti6
anteriormente. La Figura IV.13 muestra las respuestas de MR de los SWCNT
funcionalizados con Fmoc-GG. La MR negativa de base esta presente, pero la
asimetria de MR A no se pudo detectar, y dio valor de A=0 para cualquier
temperatura. Combinado con los datos de Fmoc-FF y Fmoc-AA presentados
anteriormente, esto muestra que la interaccion de la cadena lateral con SWCNT juega
un papel central en la determinacién de A, que esta relacionado con la polarizacion

de espin de los portadores.
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Figura IV.13. (a, b) MR simétrica de SWCNT funcionalizados con Fmoc-GG usando
contactos Ni-Au a varias temperaturas .

Por lo tanto, hay dos fuentes principales de interaccion entre los Fmoc-
dipéptidos y los CNT: (a) la interaccion de los anillos aromaticos que pertenecen al
grupo Fmoc con los CNT y (b) la interaccidon de las cadenas laterales del dipéptido
con los CNT. El primero es comun para todas las moléculas discutidas anteriormente,
y el ultimo es variable con una tendencia GG < AA < FF. En el caso de Fmoc-GG, la
interaccién de la cadena lateral es insignificante y, por lo tanto, la ausencia de A en
este caso indica que la interaccion de los anillos aromaticos del grupo Fmoc con CNT

no da como resultado ninguna polarizaciéon de espin de los portadores de carga.

4. CONCLUSIONS

In this chapter:

- We show that the CISS effect can be induced in 2D conductive SWCNT networks
using appropriate chiral functionalizations. This effect is immune to nanotube

disorder and does not require helical functionalization of individual nanotubes.

- The spin signal is “long-range” and routinely survives length scales significantly
exceeding 1 um. This observation effectively bridges the gap between molecular

spintronics and carbon-based 2D nanoelectronics.

- The presence of an aromatic ring in the chiral side chain is necessary to observe the

CISS effect, presumably due to their more efficient binding with CNTs.

-. Surprisingly, a non-zero spin signal has been observed in the case of a non-aromatic
chiral group side chain. This effect is independent of molecular chirality and hence cannot

be ascribed to a “chirality induced” spin-selective effect.

5. SECCION EXPERIMENTAL
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5.1. Reactivos y materiales

Fmoc-FF (L), Fmoc-AA (L) y Fmoc-diglicina (Fmoc-GG) se adquirieron de
Bachem Co., Suiza, y se usaron sin previa purificacion. Fmoc-FF (D) y Fmoc AA (D)
se adquirieron de LifeTein, EE. UU., y se usaron sin purificacién adicional. El
carbonato de sodio, 299,9 %, se adquirié de Alfa Aesar, Alemania. Se adquirid
hidroxido de sodio (para andlisis) de Merck, Alemania. SWCNT (aquirales) se
adquirieron de Sigma-Aldrich, EE. UU. (nanotubos de carbono, 95 % de carbono de
pared simple, n.? de producto 775533, n.® de registro CAS 308068-56-6,como SWCNT).

5.2. Preparacion de los hidrogel hibridos

Los péptidos Fmoc-FF (L y D), Fmoc-AA (L y D) y Fmoc-GG se pesaron por
separado en viales y se afiadi6 agua desionizada para obtener una concentracion final
de 10 mM. La suspension se sonicd (en un bano de ultrasonidos HSt Powersonic 603)
durante 1 h. Luego, se afladi6 gota a gota una solucién de NaOH (0,5 M) hasta obtener
una solucién transparente (pH 10,5). EI pH se midié usando un medidor de pH
HACH Sension PH 3. El medidor de pH se calibré utilizando soluciones tampoén de
pH4, pH7y pH 10. A continuacion, se pesé 0,7 mg de SWCNT en un vial (los SWCNT
utilizados en este trabajo son aquirales). Los CNT se suspendieron en 1 ml de una
solucion bésica acuosa de Fmoc-FF (L o D), Fmoc-AA (L o D) o Fmoc-GG al 0,5 % p/v
(preparado anteriormente). La suspension se sonicé durante 2 h en un bafio
ultrasonico frio y luego se centrifugd durante 5 min a 10 000 rpm (centrifuga Sigma
1-14). Finalmente, el sobrenadante se recogié cuidadosamente.’?* Finalmente, se
indujo la gelificacion agregando carbonato de sodio a una concentracién final de 25
mM y se mezcld usando un voértex siguiendo el protocolo descrito en el apartado

(I.5.2 del Capitulo I de la Tesis Doctoral).

5.3. Estudios Raman
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Los espectros Raman de xerogeles se recolectaron en un microscopio Raman
(Thermo Nicolet Almega XR Raman) con excitacion laser de 532 nm (2,33 eV).. La
resolucion espectral fue de 2,0 cm™ (utilizando una rejilla con 600 ranuras mm™) y
cada espectro result6 de la media de 3 adquisiciones, con 100 s de acumulacion cada
una. Las muestras fueron sometidas a un proceso de “annealing” (tratamiento a vacio
a 200 °C durante 30 min) y se depositaron en portaobjetos de vidrio antes de la
recoleccién de datos. (Estas medidas se han llevado a cabo en colaboracién con el

grupo Dr. Sandipan Pramanik de la Universidad de Alberta (Canada).

5.4. Sintesis del dispositivo hibrido de Fmoc-dipéptidos-
SWCNT

Para llevar a cabo las medidas de I-V se coloco el gel entre un par de electrodos
de Ni-Au (~100 nm de espesor, espacio nominal entre electrodos ~1-2 um). Los
electrodos se modelaron fotolitograficamente sobre SiOz2/ Si, se secaron a temperatura
ambiente y la red de nanotubos 2D, funcionalizada con dipéptidos Fmoc, se
encontraba conectada entre los contactos. Posteriormente, los dispositivos se secaron
con nitrégeno y luego se sometieron a un proceso de “annealing” a vacio (tratamiento
a vacio a 200 °C durante 30 min) para mejorar los contactos entre los electrodos y
Fmoc-dipéptidos-CNT. El recocido al vacio mejora los contactos eléctricos entre los
electrodos y los Fmoc.dipéptidos-CNT y mejora la reproducibilidad de las
mediciones de transporte de carga. Una imagen microscopica de iones de helio de la
estructura final del dispositivo para las medidas del efecto CISS se muestra en la
Figura IV.6. La red de nanotubos 2D, funcionalizada con dipéptidos Fmoc, esta
conectada entre los contactos Ni-Au. Para los estudios de magnetorresistencia, un
electroiman aplica un campo magnético, y las mediciones se realizan utilizando un
medidor de fuente Keithley de doble canal y un multimetro picotest. Estas medidas
se han llevado a cabo en colaboracién con el grupo del Dr. Sandipan Pramanik de la

Universidad de Alberta (Canada).
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Fmoc-dipeptides +
SWCN1

Figura IV.6. Imagen del microscopio de iones de helio (HiM) de un dispositivo tipico. Las
redes de nanotubos de carbono funcionalizados en 2D estan conectadas entre electrodos
de Au y Ni. Longitud del canal: ~2 um.

5. Medidas de transporte

Para estudiar las propiedades de transporte de estos geles hibridos, variamos el
sesgo de voltaje entre los electrodos de metal en un rango de + 0,5V (medidor de
fuente de sistema de doble canal Keithley Modelo 2636A). El campo magnético se
vario en el rango de + 12 kG (fuente de alimentacién de electroiman Lakeshore Model
642). Las direccion del campo magnético esta realizada a un angulo de 6 = 90 °
respecto al plano de la pelicula del electrodo de Ni. La temperatura de la muestra

varia en un rango de 12 a 295 K mediante el controlador Cryotronics 332 (Lakeshore).
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V.A. CRISTALES DE INSULINA CRECIDOS EN
HIDROGELES SUPRAMOLECULARES DE PEPTIDOS
CORTOS CON UNA MAYOR ESTABILIDAD TERMICA
Y UN PERFIL DE LIBERACION MAS LENTO

Ademas de las numerosas aplicaciones de los hidrogeles supramoleculares
comentadas durante el desarrollo de esta memoria, se ha evidenciado que este tipo
de hidrogeles, en concreto los basados en péptidos cortos, son medios excelentes para
la cristalizacion de proteinas, dando lugar a cristales que al crecer ocluyen en su
interior el material organico componente del gel. Por tanto, sus caracteristicas se ven
influenciadas tanto por la proteina como por la composicién y estereoquimica del
hidrogel.3%3364 Se ha demostrado que al utilizar hidrogeles de Fmoc-AA como soporte
para el crecimiento de cristales de lisozima, estos hacen que aumente su tiempo de
disolucion.’* Por ello, se plantea una estrategia en la que se utilicen hidrogeles
basados en Fmoc-AA como medio para cristalizar insulina (una proteina
ampliamente usada en medicina destinada al tratamiento terapéutico de la diabetes)

e intentar aumentar su estabilidad y modular su perfil de liberacion.

Los cristales se han obtenido cristalizando insulina tanto en hidrogeles de
agarosa (comunmente empleada en la crsitalizacion de proteinas) como de Fmoc-AA

por el método de “batch” (Figura V.A.1).
J
Formacion del gel y
& cristalizacion

Figura V.A.1. [lustracién esquematica del método de cristalizacion en “batch” en el que se
afnade a la solucién que contiene Fmoc-AA o agarosa en estado sol ,las sales y la proteina.
Pasadas 24 h se obtienen cristales de insulina.
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Mediante este método se produce la mezcla directa de todos los componentes
(gel en estado sol, precipitante y proteina) lo que facilita la manipulacion y reduce el
tiempo de espera para la formacion de cristales. Una vez obtenidos pequerios cristales
compuestos de insulina se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas para estudiar la

influencia de la naturaleza del hidrogel.

Se midi¢ la velocidad de disolucién de ambos cristales compuestos de insulina
y se compard con la del cristal control (crecido sin el) en condiciones fisioldgicas, es
decir, 38 °Cy pH 7,0. Como se puede observar en la Figura V.A.2, las velocidades de
disoluciéon en tiempos mas cortos, es decir, por debajo de 10 min, fueron similares
para todos los tipos de geles; sin embargo, después de esa fase inicial, el
comportamiento de la disolucién siguié caminos diferentes. Por lo tanto, los cristales
control y de agarosa mostraron una mayor velocidad de disolucidn, estabilizandose
a los 30 min, en cambio, los cristales de Fmoc-AA presentaron una velocidad de
disolucion mas lenta, estabilizandose a los 120 min. En este caso, la pendiente de la
curva fue menos pronunciada, mostrando un aumento mas lineal de la concentracién
de insulina frente al tiempo. Estos resultados mostraron que la naturaleza del
hidrogel dentro de los cristales de proteina modula la velocidad de disolucién. Los
cristales compuestos de insulina obtenidos en hidrogeles Fmoc-AA dieron lugar a
cristales que tenian una velocidad de disolucion mas lenta. Esto podria explicarse por
la formacion de interacciones no covalentes mas fuertes entre las fibras peptidicas y

la proteina dentro del cristal.
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Figura V.A.2. Velocidad de disolucién de los cristales de insulina

A continuacién, las muestras de cristales se evaluaron mediante estudios de
estabilidad acelerada incubando las suspensiones de los cristales en los hidrogeles a
50 °C durante 7 dias. Esta establecido que la incubacion de cristales a 50 °C durante 4
dias equivale a una estabilidad a temperatura ambiente de 2 afios.? La insulina en
solucion se degrada en menos de 24 h en estas condiciones. Asi que se tomaron
imagenes SEM para confirmar la calidad de los cristales (Figura V.A.2). Los cristales
de Fmoc-AA y agarosa mantenidos a 50 °C durante 7 dias (Figura V.A.2d y g) atin
mostraban una buena transparencia y caras planas andlogas a las conservadas a
temperatura ambiente (Figura V.A.2a). Como puede verse en las imdagenes, la
morfologia, la calidad y el tamafio de los cristales fueron similares a las muestras

mantenidas a temperatura ambiente.
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Figura V.A.2. Imagenes SEM de cristales de insulina: a) Cristales control a temperatura
ambiente; b) Cristales control mantenidos a 50°C durante 7 dias; c) Cristales de Fmoc-AA
mantenidos a temperatura ambiente; d) Cristales de Fmoc-AA mantenidos a 50 °C durante
7 dias; e) Cristales de Fmoc-AA mantenidos a 60 °C durante 24 horas; f) Cristales de
agarosa mantenidos a temperatura ambiente; g) Cristales de agarosa mantenidos a 50 °C
durante 7 dias.

A continuacidn, se probd la estabilidad de las suspensiones de cristales a 60 °C.
En este caso, después de 24 h, la agarosa y los cristales control se disolvieron a simple
vista y no se observé nada mediante SEM, por el contrario, los cristales de Fmoc-AA
se mantuvieron estables hasta 24 h sin degradacion, segin lo observado por
microscopia Optica. Las imagenes SEM de los cristales de Fmoc-AA mantenidos
durante 24 h a 60 °C mostraron cristales de calidad similar a los mantenidos a

temperatura ambiente (Figura V.A.2e).

También se utilizé DSC para evaluar la resistencia frente a la disolucion
térmicamente inducida de los cristales a 1 mg/mL mantenidos a 50 °C durante 7 dias.
Sorprendentemente, las transiciones previas correspondientes a la disolucion del

cristal se desplazaron a una temperatura mas alta para ambos hidrogeles, mientras
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que sus areas de pico se hicieron mas grandes (Figura V.A.3), lo que indica una
estabilizacion considerable de la estructura cristalina frente al tratamiento térmico.
Una vez mas, los cristales de Fmoc-AA eran mas estables que los cristales de agarosa
pero ambos se estabilizaron por el tratamiento térmico en un grado similar. Este
aumento en la estabilidad sugiere que las interacciones entre las proteinas y las fibras
de gel de proteina dentro del cristal aumentaron o se hicieron mas fuertes después

del tratamiento térmico.

8 4 = Cristales de Fmoc-AA o
=~ Cristales de agarosa 69.5°C
4 —— Cristales control 74.5°C

52.8°C

Exceso de capacidad calorifica (k] K'mol)

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura V.A.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de cristales de insulina
mantenidos a 50 °C durante 7 dias. Las temperaturas de transiciéon se muestran en los
picos.

El efecto farmacoldgico de los nuevos cristales compuestos de insulina fue
analizado in vivo en ratones, incluyendo muestras mantenidas a 50 y 60 °C. Se utilizé
como referencia la insulina nativa en forma soluble. La insulina humana muestra
bioactividad en roedores y, como en los humanos, la actividad hipoglucemiante esta
relacionada con la concentracion de mondmeros de insulina en sangre. Dado que la
molécula de insulina era la misma en todas las preparaciones, la respuesta
hipoglucémica estd directamente relacionada con la tasa de liberaciéon de insulina
desde el lugar de la inyeccion. En este sentido, el ensayo es de naturaleza

farmacocinética.
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Figura V.A.4. (a) Perfil de glucemia de cristales de agarosa a 20 y 50 °C. (b) Perfil de
glucemia de cristales de Fmoc-AA a 20 y 50 °C. (c) Perfil de glucemia de cristales de Fmoc-
AA disueltos mantenidos a 50 °Cy cristales de Fmoc-AA mantenidos a 60 °C. Insulina de
referencia (negro), cristales de agarosa (azul) y cristales de Fmoc-AA (rojo).

La disminucion de la glucosa comenzo 20-30 minutos después de la
administracion en todos los casos y durd poco mas de una hora. Los grupos
inyectados exhibieron una tendencia hacia un aumento inmediatamente después de
la administracion, lo que probablemente refleja una respuesta fisiologica a la
inyeccién, como se esperaba en animales conscientes, y se atentia en los grupos
tratados con insulina. Como se muestra en la Figura V.A 4a, se logré una respuesta
hipoglucémica similar cuando se administr6 la misma dosis de insulina en forma de
cristales de agarosa, sin diferencias perceptibles en el tiempo de inicio o la duraciéon
total. El control de insulina mostré el mismo perfil de liberacién que los cristales de
agarosa. Por el contrario, no se observé respuesta en el caso de los cristales de Fmoc-
AA (no mostrados). Como esta falta de efecto bioldgico sugeria una tasa de liberacion
al torrente sanguineo notablemente mas lenta, se probaron dosis mayores, similares
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a las que se utilizan para la insulina glargina de liberacién lenta.3%¢ Para obtener un
efecto comparable al de la insulina de referencia, la dosis tuvo que aumentarse 5
veces, como se muestra en la Figura V.A.4b. El efecto tard6 un poco mas en
establecerse; por lo tanto, se cambi6 el patréon de recolecciéon de muestras para
adaptarse a las diferentes respuestas y también para evaluar la posibilidad de una

mayor duracién de ese efecto.

De este trabajo se derivan las siguientes conclusiones: 1) Se han obtenido con
éxito cristales de insulina cultivados en agarosa y en hidrogeles de Fmoc-AA. 2) La
evaluacion fisicoquimica ha demostrado que estos cristales son mucho mas estables
que la insulina en solucién siendo farmacologicamente activos tras mantenerlos 50 °C
durante 7 dias. 3) Los cristales de insulina crecidos en Fmoc-A A mostraron una mayor
estabilidad térmica, siendo estables hasta 60 °C durante 24 h. 4) Este aumento de la
estabilidad también modifica el perfil de liberacién de la insulina nativa,
convirtiéndola en una de liberacion lenta, sin alterar la estructura quimica de la
proteina. Estos resultados muestran que la naturaleza del hidrogel tiene un gran
impacto en las propiedades fisicoquimicas de los cristales resultantes. En este trabajo
se han presentado dos nuevas formulaciones de insulina térmicamente estables que

tienen diferentes perfiles de liberacion usando la misma insulina nativa.

The following conclusions are derived from this work: 1) Insulin crystals grown
in agarose and in Fmoc-AA hydrogels have been successfully obtained. 2)
Physicochemical evaluation has shown that these crystals are much more stable than
insulin in solution, being pharmacologically active after keeping them at 50 °C for 7
days. 3) Insulin crystals grown in Fmoc-AA showed greater thermal stability, being
stable up to 60 °C for 24 h. 4) This increased stability also modifies the release profile
of native insulin, turning it into a slow-release insulin, without altering the chemical
structure of the protein. These results show that the nature of the hydrogel has a great
impact on the physicochemical properties of the resulting crystals. In this work, two
new thermally stable insulin formulations have been presented that have different

release profiles using the same native insulin.
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Este proyecto se ha realizado en colaboracion con los grupos del Dr. Fermin
Sanchez de Medina (Dpto. Farmacologia, Facultad de Farmacia, UGR), Dra. Olga
Martinez-Agustin (Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular II, Facultad de
Farmacia, UGR) y Dr. José A. Gavira (Laboratorio de Esudios Cristalograficos,
Instituto Andaluz de Ciencias de la Tierra, Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas-Universidad de Granada). El articulo esta publicado.
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V.B.GRANDES NANOLAMINAS
SUPRAMOLECULARES ENSAMBLADAS A PARTIR DE
NANOGRAFENOS QUE CONTIENEN HEPTAGONOS
ANFIFILICOS

Se realiz6 un estudio del autoensamblaje de un nuevo conjunto de tres
nanografenos anfifilicos en forma de silla de montar (compuestos 1-3, Figura V.B.1).
Considerando la alta solubilidad de los nanografenos distorsionados en la mayoria
de disolventes organicos, la introduccion de cadenas flexibles de etilenglicol en el
ntcleo permitié incrementar el caracter anfifilico de las moléculas y promover el
autoensamblaje en disolventes organicos y/o en mezclas de disolventes organicos y

agua para obtener polimeros supramoleculares mediante un proceso de

autoensamblaje.
o
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Figura V.B.1. Estructuras de los nanografenos anfifilicos 1-3 en forma de silla de montar
que contienen heptagonos estudiados en este trabajo

Una vez sintetizados y caracterizados los compuestos 1-3, se evalu6 su efecto de
agregacion aumentando el porcentaje de agua, un no solvente de estos compuestos,
en soluciones de THF. Un aumento de la proporcién de agua comenzoé a producir
suspensiones turbias que eran estables en el tiempo y en las que no se formaba
precipitado. Se evalué suspensiones de 1 en mezclas de THF/H20 en proporcién 3:7,

2:8 y 1:9 mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). Las imagenes TEM
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de las muestras secadas al aire después de 24 h mostraron la presencia de diferentes
agregados en los que se identificaron claramente las nanoesferas con diametros entre
50 y 300 nm (Figura V.B.2 a, b, j). Curiosamente, la mezcla THF/H20 en una
proporcion de 2:8 también mostro la aparicion de nanolaminas cercanas a los
agregados de nanoesferas (Figura V.B.2f). La presencia de estas laminas cerca de las
nanoesferas sugiere que éstas pueden evolucionar a nanolaminas mas estables, como

se ha descrito previamente.!743¢7

THF/H,0 3:7

THF/H,0 2:8

THF/H,0 1:9

Figura V.B.2. Fotografias TEM tomadas después de 24 h del compuesto 1 obtenidas en
diferentes proporciones de THF/H20O como se indica en la imagen.

Tras estos resultados, se incub6 la suspension durante un periodo mas largo
(una semana) y luego se analiz6 por TEM. En este caso, la proporcién de nanolaminas
vs nanoesferas fue mayor y en algunas de las areas exploradas solo se observaron
nanoldminas (Figura V.B.3). Curiosamente, algunas de estas ldminas eran
extremadamente grandes, mas de 15 um, y comprendian un area superior a 150 pm?
(Figura V.B.3 a). Los compuestos 2 y 3 también pudieron formar grandes nanolaminas
(Figura V.B.3 d-i). En el caso de 3, las imagenes TEM mostraron que algunas de las

nanoldminas obtenidas se apilaban en mas de una capa.
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Figura V.B.3. Imagenes TEM de nanolaminas formadas por 1 (a-c), 2 (d-f) y 3 (g-i) en
mezclas de THF/H-O (2:8). Las imdgenes se tomaron después de una semana de
incubacion.

También se realizaron mediciones de microscopia de fuerza atémica (AFM) de
las nanolaminas obtenidas. Sin embargo, la observacion de nanolaminas solo fue
posible para el compuesto 3 (Figura V.B.4). Estas nanolaminas mostraron un espesor
constante de 4 + 0,2 nm correspondiente a una monocapa, como se analiza a

continuacion.
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Figura V.B.4. Imdgenes AFM de nanoldminas 2D representativas formadas a partir de 3
en THF/H:O (2:8) (arriba). Espesor de los ensamblajes obtenidos (abajo).

De los resultados obtenidos en este trabajo se derivan las siguientes
conclusiones: 1) Este es el primer ejemplo claro de autoensamblaje de nanografeno en
laminas en lugar de en fibras que se encuentran cominmente. 2) La interaccion
intermolecular que impulsa el proceso de autoensamblaje se atribuyd a las
interacciones entre los nticleos curvos de nanografeno. Sorprendentemente, el nticleo
en forma de silla de montar promovio la formacion de nanoldminas 2D para todos los
nanografenos, después de la incubacién en una mezcla de THF/agua. 3) En las
mezclas de THF/H20, los nanografenos curvos se autoensamblan en laminas
notablemente grandes de hasta 150 pm? formando polimeros 2D. Ademas, las

nanolaminas obtenidas son persistentes y muestran una gran robustez.

From the results obtained in this work, the following conclusions are derived: 1)
This is the first clear example of self-assembly of nanographene in sheets instead of in
fibers that are commonly found. 2) The intermolecular interaction that drives the self-
assembly process was attributed to the interactions between the curved
nanographene cores. Surprisingly, the saddle-shaped core promoted the formation of

2D nanosheets for all nanographenes, after incubation in a THF/water mixture. 3) In
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THF/H20 mixtures, curved nanographenes self-assemble into remarkably large
sheets of up to 150 pm2, forming 2D polymers. In addition, the nanosheets obtained

are persistent and show great robustness.

Este trabajo se ha realizado en colaboracion con los grupos de la Dra. Araceli
Gonzalez Campana y del Dr. Victor Blanco del departamento de Quimica Organica
de la Facultad de Ciencias (UGR) y del Dr. Juan José Giner Casares del departamento
de Quimica Fisica y T. Aplicada de la Universidad de Coérdoba. El articulo esta en fase

de aceptacion.
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