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I. Resumen

Actualmente, el uso de nanoestructuras con aplicacion terapéutica para la
administracion y liberacion de farmacos (e. g. sistemas micelares) esta
ampliamente extendido debido a sus propiedades unicas que las hacen
indispensables en el ambito biomédico y en otros diversos campos.

En este trabajo se describe el estudio sistematico de una serie de moléculas
anfifilicas que forman micelas auto-replicantes, es decir, capaces de hacer copias
de si mismas. Nuestro sistema utiliza dos precursores reactivos que generan
anfifilos peptidicos in situ capaces de ensamblar micelas que catalizan su propia
sintesis, generando copias idénticas de si mismas.

El estudio consisti6 en analizar de forma combinatoria una coleccion de
precursores de distintos tamafos para, finalmente, identificar el anfifilo mas
pequefo necesario para la formacion de micelas auto-replicantes.

Estos resultados contribuyen hacia el disefio de nanoestructuras funcionales,
mas alla de su uso tradicional como simples vehiculos de farmacos, otorgandoles

propiedades -como la auto-replicacion- que puedan amplificar su efecto terapéutico.

Palabras clave: micela, péptido, auto-replicacion, auto-ensamblaje, auto-catalisis.



Il. Abstract

Currently, the use of nanostructures with therapeutic application for drug delivery
and release (e.g. micellar systems) is widespread due to their unique properties that
make them indispensable in biomedical and other fields.

In this work we describe the systematic study of a series of amphiphilic molecules
that form self-replicating micelles, i.e. capable of making copies of themselves. Our
system uses two reactive precursors that generate peptide amphiphiles in situ
capable of assembling micelles that catalyse their own synthesis, generating
identical copies of themselves.

The study consisted of combinatorially analysing a collection of precursors of
different sizes to finally identify the smallest amphiphile necessary for the formation
of self-replicating micelles.

These results contribute to the design of functional nanostructures, beyond their
traditional use as simple drug vehicles, by giving them properties - such as self-

replication - that can amplify their therapeutic effect.

Keywords: micelle, peptide, self-replication, self-assembly, autocatalysis.



Ill. Abreviaturas

2CTC Resina de cloruro de 2-clorotritilo
Boc: Terc-butiloxicarbonil

aaa: Acido (Boc-aminooxi)acético
DCM: Diclorometano

ACN: Acetonitrilo

Dh: Diametro hidrodinamico

CMC: Concentracion micelar critica
DIC: N, N-Diisopropilcarbodiimida
DIPEA: N, N-diisopropiletilamina

DLS: Dispersion dinamica de luz

DMF: N, N-dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

ESI: lonizacion por electrospray
Fmoc: Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo

Glu (E): Acido glutamico
HBTU: Hexafluorofosfato de O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’
tetrametiluronio

HPLC-MS: Cromatografia liquida de alto rendimiento - espectrometria de masas

TH-RMN: Resonancia magnética nuclear de protén
Phe (F): Fenilalanina

Rt: Tiempo de retencion

SPPS: Sintesis de péptidos en fase sdlida

TFA: Acido trifluoroacético

ThT: Tioflavina T

TIPS: Triisopropilsilano

nm: Nanometros

ppm: Partes por millon



1 Introduccion

1.1 Propiedades y usos terapéuticos de las micelas

Las micelas son dispersiones coloidales supramoleculares de tamano
nanomeétrico (generalmente de 10 a 100 nm) con un nucleo hidrofébico y una corona
hidrofilica en medio acuoso (Figura 1). Estas, estan formadas por moléculas
anfifilicas que, bajo ciertas condiciones de temperatura y concentracién, son
capaces de orientar su region hidrofébica lejos del disolvente polar (e.g. agua) y su
region hidrofilica en contacto con el medio que las rodea. La concentracion micelar
critica (CMC) es la concentracion minima necesaria para que moléculas se asocien
formando micelas, es decir, por debajo de la CMC, las moléculas anfifilicas se

encuentran disueltas individualmente en el medio (2).
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funciones, como la vectorizacién tumoral, penetracion celular y su habilidad de
promover un escape endosomal/lisosomal, proceso crucial para una liberacion
eficaz al citosol (4, 5).

La funcionalizacion de los sistemas micelares con péptidos se puede realizar
mediante un proceso de conjugacion sobre micelas ya preformadas o bien,
mediante la sintesis de anfifilos peptidicos -también llamados lipopéptidos- para su

posterior auto-ensamblaje en micellas (5).

1.2 El mecanismo auto-ensamblante de los anfifilos peptidicos

Los anfifilos peptidicos son moléculas auto-ensamblantes formadas por una
cadena alifatica (i.e. lipidica) acoplada covalentemente a un péptido polar (Figura
3) (6). Estos compuestos son capaces de formar micelas -entre otras
nanoestructuras- en medio acuoso; un proceso dirigido por el empaquetamiento de
su region hidrofébica. Ademas, una serie de fuerzas intermoleculares entre los
fragmentos peptidicos, como los enlaces de hidrogeno e interacciones n—m,
participan en la estabilidad de estas organizaciones supramoleculares. Sin
embargo, en ausencia de una cadena alifatica, el fragmento peptidico no es
suficiente para formar estas nanoestructuras (7).
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1.3 Concepto de auto-catalisis y auto-replicacién

La auto-catalisis es la capacidad de una reaccion quimica de ser catalizada por
su propio producto, es decir, a medida que transcurre se acelera su cinética (Figura
4). Ya que el producto de la reaccién cataliza la formacién de mas producto, se
puede afirmar que esta molécula hace copias de si misma - esto es un proceso
auto-replicante. Es decir, una molécula auto-replicante es capaz de catalizar su
reaccion de sintesis (i.e. es auto-catalitica) (9, 10).

Las reacciones autocataliticas se caracterizan por un perfil cinético sigmoidal
(Figura 4), indicativo de una aceleracién isoterma de la reaccion por el producto
formado, normalmente precedida de una fase de induccién en la que aun no se ha
formado suficiente producto para desencadenar la auto-catalisis (11,12). Esta fase
de induccion se acorta progresivamente en presencia de cantidades incrementales

del producto de reaccién pre-formado (i.e. semilla o seed en inglés).

Autocatalytic reaction

- - - Non-autocatalytic
— Autocatalytic
- - - Autocatalytic (seeded)

. \ » Sigmoidal curve
v ! » Rate =« product
' ¢ Induction period

[Product]

Time
Figura 4. Comparativa de cinéticas de una reaccion auto-catalitica, con (seeded) y sin adiccién de
producto pre-formado, con una hipotética reaccién no auto-catalitica (12).

1.4 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es la sintesis, caracterizacion y el estudio
sistematico de la capacidad auto-replicante de una serie de anfifilos peptidicos
micelantes.

El disefio de este estudio consiste en el uso de dos precursores reactivos que
generan anfifilos peptidicos que catalizan su propia sintesis mediante acumulacién
de sus precursores en micelas. Es decir, las micelas que forman pueden actuar
como nanoreactores que aumentan la concentracién local de precursores y, por

tanto, de la velocidad de reaccion.



2 Materiales y métodos

2.1 Sintesis de péptidos en fase sélida

Todos los reactivos y disolventes utilizados se adquirieron a Sigma-Aldrich, BLD
Pharmatech, Abcr, Labkem, Fluorochem y Scharlau, y todos se usaron sin
necesidad de purificacion. El agua destilada milliQ se obtuvo de un sistema de
purificacion Millipore integrale 5.

Todos los péptidos fueron sintetizados manualmente usando la resina de cloruro
de 2-clorotritilo (0,2-0,4 mmol) con los respectivos aminoacidos protegidos con el
grupo Fmoc (1,5 equivalentes) y en presencia de HBTU (1,3 equivalentes) y DIPEA
(4 equivalentes) en DMF durante 30 minutos. La desproteccion del grupo Fmoc se
realizé con una mezcla de 20% (v/v) de piperidina en DMF durante 30 minutos. Tras
la desproteccion del ultimo grupo Fmoc, el acido (Boc-aminooxi)acético (8
equivalentes) se acopld al extremo N-terminal del péptido en presencia de DIC (8
equivalentes) en DMF durante 10 minutos. La rotura de la resina fue posteriormente
realizada con una mezcla de TFA:TIS:H20 (95:2,5:2,5% volumen) durante 2 horas
y la solucién obtenida se precipitd en éter etilico enfriado. Finalmente, tras
centrifugar y obtener un pellet del precipitado, este se dispersé en agua MQ filtrada
y se liofilizé para asi obtener los péptidos aislados como un polvo blanco y estos no
requirieron de un proceso posterior de purificacion. Finalmente, todos los péptidos

fueron caracterizados mediante HPLC-MS y "H-RMN.

2.2 Sintesis de los anfifilos peptidicos

La sintesis de los anfifilos peptidicos T12FE y T12F2E se llevé a cabo mediante
la reaccion de los correspondientes péptidos FE y F2E con 1,5 equivalentes de
dodecanal (T12) en 1 mL de DMSO a 60°C. Tras incubacién nocturna, las soluciones
se precipitaron en agua acida y se filtraron mediante gravedad. Todos los productos

se caracterizaron mediante HPLC-MS.



2.3 Caracterizacion de péptidos y anfifilos peptidicos

Los espectros de 'H-RMN fueron realizados en el Centro Singular de
Investigacion en Quimica Biolégica y materiales moleculares de la Universidad de
Santiago de Compostela (CiQUS). Estos se obtuvieron en un espectrémetro Varian
a 300 MHz, con unos desplazamientos quimicos (3) indicados en ppm relativos a
DMSO-ds (6 = 2,50 ppm). Las multiplicidades de las sefales de los espectros se
representan con las abreviaturas: s (singulete), d (doblete), t (triplete), m
(multiplete), seguido del numero de protones por los que integra esa sefal. Las
constantes de acoplamiento (J) estan medidas en Hertzios (Hz). Los espectros
fueron procesados usando el software Mnova de Mestrelab Research.

El HPLC-MS analitico en fase reversa se realizd6 en un equipo Agilent 1260
Infinity 1l el cual estaba equipado con una columna Agilent SB-C1s estabilizada a
una temperatura de 25°C y conectada a un detector de masas 6120 Quadrupole.
Todos los péptidos y anfifilos peptidicos sintetizados en este trabajo fueron
caracterizados utilizado el mismo método analitico para su comparacion. Se uso
como fase movil H20 destilada (disolvente A) y ACN (disolvente B) (ambos con
0,1% de TFA) a un caudal de 0,35 mL/min. El método consiste en un gradiente
creciente de porcentaje de disolvente B (ACN) hasta un 75% durante 15 minutos,
que fueron suficientes para separar y detectar todos los compuestos sintetizados.
La deteccion se realizé con un detector ultravioleta-visible a 222 nm y un detector

de masas de ionizacion por electrospray.

2.4 Estudio cinético de la formacién y micelizacion de los
anfifilos peptidicos

Para el estudio cinético de ensamblaje de los anfifilos peptidicos, se prepararon
soluciones a una concentracion 1 mM de los péptidos inactivos (FE, F2E, F2E2 y
F3E2) con 250 uM de ThT en una solucién tampén de HEPES a una concentracion
de 50 mM ajustado a un pH de 6,8. Posteriormente, se afadié 5 uL de una
disolucién de dodecanal (T12,10 equivalentes) a cada una de las soluciones para
iniciar la reaccion entre ambos precursores de los anfifilos. Todas estas mezclas

fueron preparadas por triplicado con un volumen final de 200 pL y la emisién de
10



fluorescencia (ex = 485 nm y em = 520 nm) se medié cada 30 segundos en un
lector de microplacas BMG LABTECH FLUOstar Omega a 40°C con una agitacion
orbital a 300 rpm. Para el procesamiento de los datos, todas las muestras de
ensamblaje (es decir, los perfiles sigmoidales) se normalizaron a su emision
maxima, mientras que los perfiles cinéticos planos a intensidad basal se
normalizaron a la emision maxima del anfifilo peptidico de ensamblaje intermedio
(T12F2E2). Los experimentos de dopaje se prepararon y se procesaron de la misma
forma, con diferentes cantidades del productor preformado T12F2E al inicio de la

reaccion (es decir, antes de la adicion del aldehido).

2.5 Analisis por HPLC-MS de la reactividad de los precursores

Las muestras se prepararon y se incubaron de la misma forma que para el
estudio cinético (ver 2.4), pero esta vez sin la presencia de la sonda de ThT. Las
muestras con unicamente con los péptidos FE y F2E no contienen el aldehido Tz,
mientras que los anfifilos T12FE y T12F2E se analizaron tras 180 minutos después

de la adicién de Ti2.

2.6 Determinacién de la concentraciéon micelar critica (CMC)

Para la determinacion de la CMC, se evaporaron 10 uL de solucién de rojo Nilo
50 uM en acetona durante la noche en cada tubo eppendorf protegido de la luz. A
continuacion, se afiadieron a estos eppendorf 500 uL de diluciones seriadas de
T12FE y T12F2E, entre 2 y 200 uM en solucién tampon de HEPES 50 mM a pH 6,8,
y las muestras se incubaron de nuevo durante toda la noche en la oscuridad. Cada
concentracion se preparo6 por triplicado. Al dia siguiente, las muestras se midieron
en un fluorimetro Horiba Fluoromax-3 (ex = 550 nm y em = 570-700 nm) a 20°C. La
CMC se calculé como la interseccién entre los dos regimenes lineales encontrados

para la emision de rojo Nilo.

11



2.7 Caracterizacion de nanoestructuras mediante microscopia
electrénica de barrido (STEM)

Para las imagenes de microscopia electrénica de barrido se usaron rejillas de
cobre de tipo B (malla de 300) recubiertas con una capa de carbono adquiridas a
Ted Pella. Las imagenes se obtuvieron en un equipo FESEM Ultra plus (Zeiss)
operando a 20 kV. Las imagenes de microscopia electronica de barrido se
obtuvieron mediante la preparacion de las rejillas de STEM con la adicion de 5 uL
de muestras de los anfifilos preparados con el mismo método que el descrito en el
estudio cinético y en ausencia de la sonda de ThT. Tras 10 minutos después de
afiadir las muestras, se retird el exceso y se tifieron con una solucién acuosa de
acido fosfotungstico a una concentracién de 1 mg/mL. Finalmente, se lavo con agua
destilada tras 2 minutos de tincion. Las muestras que se prepararon para el analisis
de tamano no se tifieron para evitar una potencial interferencia del agente de
tincion. Y estas se prepararon nuevamente mediante la deposicion de 5 mL de las
soluciones con anfifilos preformados en solucion tampén de HEPES a 50 mM y a
pH 6,8. El exceso de muestra se retir6 tras 1 minuto y se dejaron secar durante la

noche a alto vacio.

3 Resultados y discusion

3.1 Diseno del sistema

Para conseguir un comportamiento auto-replicante en anfifilos peptidicos (APs),
se requiere de una reaccion eficiente para conectar dos precursores en presencia
de su producto, que actua como catalizador. Una de las estrategias descritas para
generar APs en medio acuoso es la conexion de aldehidos hidréfobos con péptidos
que contienen el grupo hidroxilamina, formando asi los anfifilos conectados
mediante un enlace oxima (Figura 5) (8, 12, 13).

Basandonos en esta reactividad, decidimos estudiar la reduccion estructural de
un AP modelo, basado en fenilalanina (F) y acido glutamico (E), para identificar la

estructura minima necesaria para su auto-replicacion (Figura 5).

12
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Figura 5. Esquema de reaccién de péptidos precursores no ensamblantes con aldehidos alifaticos
(es decir, colas) para generar productos peptidicos anfifilicos (APs). Estos pueden autoensamblar
como micelas en el medio acuoso, que pueden catalizar la posterior conversién de precursores en
AP, aumentando la concentracion local de moléculas reactivas en la superficie anfifilica de las
micelas (recuadro inferior izquierdo) (elaboracién propia).

Los péptidos precursores estudiados incluyen el pentapéptido F3E2, tetrapéptido
F2E2, tripéptido F2E y el dipéptido FE. El grupo hidroxilamina (H2N-O-) en el extremo
N-terminal de estos péptidos condensaria con aldehidos reactivos de tamafo
incremental (Ts, T10 y T12), para dar lugar a un total de doce APs producto. Cada
producto se denomina con los codigos combinados de aldehido y péptido
precursores (e.g. T12F2E). Al formarse en un medio acuoso, estos APs son capaces
de autoensamblarse formando micelas, que pueden catalizar la posterior conexion
de precursores de péptidos y aldehidos mediante la acumulacion de estos reactivos

en su interfaz anfifilica (recuadro inferior izquierdo de la Figura 5).
3.2 Obtencidén y caracterizacion de precursores y productos

Todos los péptidos fueron sintetizados en fase sélida con métodos previamente
descritos (12, 13) y se caracterizaron mediante '"H-RMN y HPLC-MS. Se muestran
a continuaciéon los espectros de 'H-RMN de los péptidos y APs, con las
correspondientes masas y rendimientos obtenidos en su sintesis. También se
muestra el tiempo de retencion y masa correspondiente en el cromatograma del
HPLC-MS de cada producto.

13



FE (35,1 mg, rendimiento = 47%)

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 3 (ppm) 1,72-1,92 (m, 1H), 1,93-2,10 (m, 1H), 2,29
(t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,71-2,90 (m, 1H), 2,98-3,10 (M, 1H), 4,11 (s, 2H), 4,17-4,33 (m,
1H), 4,55-4,70 (m, 1H), 7,13-7,33 (m, 5H), 8,10 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 8,40 (d, J = 7,4
Hz, 1H).

''82 78 74 70 66 62 58 54 50 4.6 42 38 34 3.0 2.6 22 18
ppm
Figura 6. Espectro de "H-RMN del péptido FE (elaboracion propia)

HPLC-MS: R = 7,2 min, m/z = 368,0 ([M+H]").

1000+ 100+
[M+H]*
3 S
s 1
E g
S 500+ § 50+
a J o 4
< <
o=t e T T 1 0 J — T I-'

L] L) L] v 1
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (min) m/z

Figura 8. Cromatograma del HPLC y espectro de masas del péptido FE (elaboracion propia).
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F2E (43,6 mg, rendimiento = 42%)
1H-RMN DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm) 1,71-1,91 (m, 1H), 1,92-2,14 (m, 1H), 2,29
(t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,69-2,86 (m, 2H), 2,94-3,11 (m, 2H), 4,12 (s, 2H), 4,20-4,30 (m,
1H), 4,51-4,64 (m, 2H), 7,13-7,30 (m, 10H), 8,07 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,30 (d, J = 7,8
Hz, 2H).

g5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25

2.0 1
ppm
Figura 9 Espectro de 'H-RMN del péptido F2E (elaboracién propia).
HPLC-MS: Rt = 10,0 min, m/z = 515,2 ([M+H]*).
1000 = 100 = [M+H]+
: s
E 500+ § 50+
o T
o~ c
2 5
) '_T‘J// g 1
0+ T T 1 0 T T Y T T 1 T T T 1
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (min) miz

Figura 10. Cromatograma del HPLC y espectro de masas del péptido F2E (elaboracion propia).
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F2E2 (97,6 mg, rendimiento = 76%)

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & (ppm) 1,65-2,06 (m, 4H), 2,28 (t, J = 7,4 Hz, 4H),
2,68-2,88 (m, 2H), 2,89-3,09 (m, 2H), 4,08-4,39 (m, 4H), 4,51-4,65 (m, 2H), 7,14-
7,30 (m, 10H), 8,06-8,37 (m, 4H).

|

0 o Ol

HO

0

H H
HzN’O\)]\EO E\’)tﬁ' E\?)j\OH
0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5
ppm

Figura 11. Espectro de "H-RMN del péptido F2E>. (elaboracion propia).

HPLC-MS: R: = 9,9 min, m/z = 644,30 ([M+H]").

1000 - 100 = [M+H]+
3 ]
E [
: 500+ S 50+
S g
2 2
0+ T T 1 0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000

Tiempo (min) miz

Figura 12. Cromatograma del HPLC y espectro de masas del péptido FzE2 (elaboracién propia).
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F3E2 (61,2 mg, rendimiento = 39%)

1H-RMN (DMSO-d6, 300 MHz): 5 (ppm) 1,71-2,03 (m, 4H), 2,27 (t, J = 7,9 Hz,
4H), 2,69-3,03 (m, 6H), 4,06-4,38 (m, 4H), 4,47-4,65 (m, 3H), 7,06-7,34 (m, 15H),
7,87-8,43 (m, 5H).

]
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M' | |1 ; i
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[ ] | 1
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.\_M-*'l |U lk._ ....,)l lL._.._ ..JI ll'\Jl U'E-"I b R l'l\_f'l I'\.r-'l I"-H,-"Rm“ll llle
; g @ SN
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Figura 13. Espectro de "H-RMN del péptido F3E> (elaboracion propia).

HPLC-MS: R: = 11,5 min, m/z = 791,3 ((M+H]*), 396,3 ([M+2H]?*).

1000 = 100 =
[M+H]*
= )
E =]
& 500+ § 50~
] =
2 2
< < 2+
I[IVI+2H]
0~ . T . 0 S B S R E— fe——
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (min) m/z

Figura 14. Cromatograma del HPLC y espectro de masas del péptido FsE: (elaboracion propia).
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T12FE (1,8 mg, rendimiento = 11%)
HPLC-MS: Rt = 17,9 min, m/z = 534,3 ([M+H]").

1000 100-

[M+H]*
= ®
E ©
S 500+ § 50+
] =
3 2
0 | ) | 1 0 ¥ ] ¥ | v ] ¥ T ¥ 1
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (min) miz

Figura 15.Cromatograma del HPLC y espectro de masas del anfifilo peptidico T12FE (elaboracion
propia).

T12F2E (8,8 mg, rendimiento = 75%)
HPLC-MS: Rt = 19,0 min, m/z = 681,4 ((M+H]").

1000 = 100 =

[M+H]*

500+

Abs 222 nm (a.u.)
Abundancia (%)
o
o
L

0 T T 1 0 * T Y T T T ! T T 1
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (min) miz

Figura 16. Cromatograma del HPLC y espectro de masas del anfifilo peptidico T12F2E
(elaboracion propia).
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3.3 Estudio cinético de la auto-catalisis

Los péptidos sintetizados se mezclaron combinatoriamente con aldehidos
comerciales para evaluar su auto-replicacion (i.e. cinética auto-catalitica), utilizando
octanal (Ts), decanal (T10) y dodecanal (T12) para evaluar la influencia de colas
alifaticas mas largas, y por tanto, mas hidrofébicas. Las mezclas de péptido y
aldehido se incubaron en presencia de la sonda fluorescente tioflavina-T (ThT), que
aumenta en emision en presencia de micelas anionicas (15) y nano-estructuras de
APs (7, 12). Perfiles sigmoidales de emisién fluorescente serian indicativos de
cinéticas auto-cataliticas, es decir, de APs auto-replicantes. Es importante indicar
que la emisién de fluorescencia en estos experimentos confirma dos procesos
secuenciales: la unidn covalente de péptido y aldehido para formar un AP, y la
posterior asociacion de moléculas AP en micelas. Sin la formacion de ensamblados

supramoleculares (e.g. micelas), la sonda ThT no aumenta en emision.

m— T2
. = T10
H 1.04 o T8 1.0-
T — Control
E H
2
: !
o 0.51 0.54 .
= -
s :
(2] -
: © FE
[ 2=2
0.0 0.04

0 60 120 180 "o 60 120 180
o
T 1.0 ﬁ 1.0
N
T
£ &
g |
2 ;
o 0.59 s 0.5+
o @
c .
(=]
@ v
g F,E FE
LJ
0.0 R ]
0 60 120 180 0 60 120 180
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 17. Cinética de emision de ThT de mezclas de péptidos latentes (FsEz, F2E2, F2E y FE) con
colas aldehidicas (T12, T10 y Ts). Las muestras control se realizaron en ausencia de cola aldehidica.

Media + SD, n=3 (elaboracion propia).
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Como muestra la Figura 17, se observaron perfiles sigmoidales indicativos de
auto-replicacion en algunas de las combinaciones de precursores. El péptido mas
largo ensayado, F3E2, mostrd dos perfiles de emision sigmoidales, tanto con T12 'y
T10, mientras que los analogos mas cortos de Fz2E2 y F2E sélo lo hicieron con el
aldehido mas largo, T12. Los dos precursores mas cortos, FE y Ts, no mostraron
ningun indicio de micelizacion (es decir, emisién ThT) en ninguna de las
combinaciones ensayadas. Estas observaciones son coherentes con el hecho de
que los APs mas grandes e hidréfobos favorecen el auto-ensamblaje en agua, a
diferencia de los APs mas cortos y polares, incapaces de un empaquetamiento
hidrofébico suficiente. Curiosamente, cuanto mas corto es el péptido, mas corta es
la fase de induccion [F2E (aprox. 10 min) < F2E2 (aprox. 45 min) < F3E2 (aprox. 80
min) con T12], lo que podria deberse a la mayor solubilidad y, por tanto, reactividad
de los péptidos mas cortos. Se pudo concluir que T12F2E fue la estructura AP mas
pequefa probada que mostraba un perfil cinético sigmoidal indicativo de una
posible auto-replicacion.

Para demostrar la naturaleza auto-catalitica de la sintesis de Ti2F2E, se
realizaron experimentos de siembra (seeding) dopando una mezcla de precursores

T12 y F2E con producto T12F2E pre-formado a distintas concentraciones (Figura 18).
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Figura 18. Cinética de emision de tioflavina-T (ThT) de las mezclas de reaccion de F2E y T12 en
presencia de diferentes cantidades de su producto AP, T12F2E (semilla). Media + SD, n = 3
(elaboracioén propia).

La presencia del producto T12F2E (es decir, la semilla) acelerd la produccion de
AP y su micelizacion, acortando progresivamente el tiempo de induccién con el
aumento del dopaje de T12F2E, desde aproximadamente 10 min sin sembrar hasta
casi eliminar cualquier fase de induccién con 10 mol% de semilla (Figura 18).

Una vez identificado T12F2E como el AP auto-replicante minimo dentro de la
biblioteca estudiada, nos dispusimos a investigar el analogo mas pequefio T12FE
para comprender si su falta de sefial de emision (Figura 17) se debia a una falta de
reactividad covalente o de micelizacion supramolecular; siendo estos los dos
procesos secuenciales necesarios para que la sonda ThT emita fluorescencia.

Dado que la ThT informa sobre el auto-ensamblaje de anfifilos peptidicos
generados in situ, nos propusimos a desacoplar el analisis de estos dos procesos
para comprenderlos paso a paso. En primer lugar, el analisis HPLC-MS de las
mezclas de reaccidon confirmé la conversidon cuantitativa de los precursores Fz2E y

FE en sus correspondientes productos T12 (Figura 19).
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Figura 19. (A) Anélisis por HPLC en fase reversa de los precursores peptidicos antes (FzE, FE) y

180 min después (T12F2E, T12FE) de la adicion del aldehido reactivo T12. (B) Concentracién micelar
critica (CMC) de los AP calculada mediante la emisién de rojo Nilo. Media £+ DE, n = 3 (elaboracién
propia).

En segundo lugar, se estudid espectroscopicamente la concentracion micelar
critica (CMC) de ambos productos PA, utilizando rojo Nilo como indicador sensible
al entorno para la formacion de micelas (16,17). Se utiliza el desplazamiento azul
de la emision de rojo Nilo cuando esta sonda se internaliza en entornos hidréfobos
(por ejemplo, nucleos de micelas) para establecer los valores de CMC (19),
controlando los maximos de emisién a 655 y 633 nm como estados en solucion e

internalizada en la micela, respectivamente (Figura 20).

633 655
EENE P
T f\ % Il 2 .M T,,F,E (por debajo de la CMC)
N
T iy Bl 200 uM T,,F,E (por encima de la CMC)
JH VAT
€ 0.5 i
c °%
3 “\\
£ T 1))
L

0.0 .ﬁ

A (nm)

Figura 20. Emision de fluorescencia del rojo Nilo (ex = 550 nm) en presencia de diferentes
concentraciones de AP autoensamblante (elaboracion propia).
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Mientras que el T12F2E auto-replicante mostré una CMC de 59 uM, consistente
con el bajo rango uM encontrado para otras CMCs de APs (7), el T12FE no mostro
ninguna transicion de CMC en el rango de concentraciones ensayadas (Figura
19B). Teniendo todo esto en cuenta, estos resultados implican que mientras que
FE puede reaccionar eficientemente para formar T12FE, este anfifilo peptidico no
puede formar micelas en solucion, estableciendo un limite inferior en la
miniaturizacién estructural de los APs con auto-replicantes.

Cabe destacar que la CMC hallada para T12F2E (59 pM) se ajusta perfectamente
a los resultados de los experimentos de siembra (Figura 18), en los que valores de
semilla por debajo de la CMC (por ejemplo, 5 mol% = 50 uM) siguen necesitando
un tiempo de induccion para generar micelas cataliticas, mientras que las
concentraciones de semilla por encima de la CMC (10 mol% = 100 uM), carecen
de tiempo de induccidn, habiendo pre-formado micelas auto-cataliticas desde el
inicio del experimento.

Estos resultados muestran que la naturaleza auto-catalitica de los APs surge de
su estado micelar ensamblado, que puede funcionar como un nanoreactor que
aumenta la concentracion local de precursores y, por tanto, la velocidad de reaccién

(Figura 5).

3.4 Caracterizacion de los ensamblados supramoleculares

Por ultimo, decidimos estudiar las posibles nano-estructuras formadas por todos
los productos de T12, siendo este aldehido el mas hidréfobo de los ensayados y, por
tanto, el que mas probabilidades tenia de inducir el auto-ensamblaje. Los APs
pueden generar diferentes nano-ensamblajes en funcion de su estructura molecular
y de las condiciones de ensamblaje (e.g. concentracién, pH, etc.), formando
principalmente micelas y nanofibras (5). Normalmente, cuanto mas larga es la
unidad peptidica del anfifilo peptidico, mas se favorece su propagacion lineal en
nanofibras debido al mayor numero de enlaces de H entre los esqueletos
peptidicos. A diferencia de los enlaces de H direccionales, el empaquetamiento
hidréfobo no direccional suele inducir la micelizacion de los APs con unidades
peptidicas cortas.

Imitando las condiciones de los estudios cinéticos (Figura 17), las mezclas de
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reaccion de los cuatro péptidos con T12 se visualizaron mediante microscopia

electronica (Figura 21).

FsE2 + T12 F2E2 + T12

Figura 21. Imagenes representativas de microscopia electrénica de barrido-transmision (STEM)
de todas las mezclas de reaccién T12. Las muestras se tifieron con &cido fosfotingstico. Todas las
barras de escala = 400 nm (elaboracién propia).

Las imagenes mostraron que, mientras los dos péptidos mas grandes, F3Ez2 y
F2E2, formaban nanofibras con T12 -el primero en mucha mayor cantidad-, Fz2E sélo

mostraba estructuras circulares parecidas a micelas (¢ = 65£16 nm, Figura 22).
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Figura 22. Micrografia electrénica sin tincion de T12F2E (izquierda) y distribucion del tamario de las
particulas encontradas en esta imagen; n = 50 (derecha) (elaboracion propia).

Al ser analogas en su estructura anfifilica, tanto las micelas como las nanofibras
de APs (también conocidas como micelas cilindricas) (21) pueden funcionar como
catalizadores para la auto-replicacidon de los AP que las constituyen. No es
sorprendente que el péptido mas pequeio, FE, no mostrara ninguna nano-
estructura por microscopia electrénica, o que confirma su incapacidad para auto-

ensamblarse, como sugerian todos los experimentos anteriores.
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La dispersién dinamica de la luz (DLS) confirmé el tamafio de las micelas de
T12F2E (Dn = 61+£11 nm, Figura 23), y todas las demas muestras produjeron
estructuras mas grandes, consistentes con nanofibras de T12F3Ez2 y T12Fz2E2 y

agregados amorfos de T12FE.
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Figura 23. Correlogramas de dispersion dinamica de la luz (izquierda) y distribuciones de tamafio
(derecha) de mezclas de reaccion entre cada péptido latente con Ti2 (elaboracion propia).

4 Conclusiones

Hemos identificado T12F2E como el mas pequefio anfifilo peptidico auto-
replicante descrito hasta ahora, capaz de acelerar su propia sintesis a partir de dos
precursores reactivos, F2E y T12, mediante micelizacién. Los experimentos de
siembra demostraron la naturaleza auto-catalitica de este proceso, con niveles de
dopaje por encima de la CMC eliminando toda fase de induccion (Figura 18, 10
mol%). La incapacidad del analogo mas pequefio estudiado, T12FE, para formar
micelas cataliticas se ha demostrado con dos sensores de auto-ensamblaje, ThT
(Figura 17) y rojo Nilo (Figura 19B), y microscopia electrénica (Figura 21).

Nuestros resultados muestran un limite inferior en la simplificacion estructural
de anfifilos peptidicos auto-replicantes. Esperamos que estos resultados guien
futuros desarrollos en biomateriales funcionales, que puedan implementar estos
disefios capaces de amplificar sus propiedades por replicacion molecular.

Finalmente, destacar que este trabajo ya ha superado un proceso de peer-

review, publicado como: |. Turcan, |. Insua ChemSystemsChem 2025, e202400094.
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