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RESUMEN

La fabricacion de células artificiales proporciona una poderosa estrategia para
reconstruir numerosos procesos bioldgicos, organizar reacciones (bio)quimicas en
compartimentos Uinicos y vislumbrar como la vida surgié en la Tierra. Uno de los mayores
desafios para la fabricacion de células sintéticas es el requerimiento de métodos sencillos
que imiten a la perfeccion como las células naturales son generadas. Por lo tanto, cobra
un enorme interés el desarrollo de estrategias quimicas innovadoras que permitan la
formacion de células artificiales funcionales. En el presente Trabajo de Fin de Master se
ha desarrollado una ambiciosa metodologia para la fabricacion de nuevos modelos de
células sintéticas basada en la preparacion mediante aminolisis directa de conjugados
anfifilicos aminoacido-lipido, los cuales se autoensamblan espontdneamente en vesiculas
biomiméticas de la membrana celular. Dicha metodologia resulta especialmente poderosa
como herramienta para el establecimiento de compartimentos unicos que faciliten el
transporte de farmacos, la reconstitucion de proteinas y la expresion de biomoléculas.
Estos estudios ofrecen nuevos conocimientos sobre la naturaleza de los sistemas vivos y

el origen de la vida celular.

Palabras clave: célula artificial, membrana, biomimético, aminélisis, autoensamblaje.



RESUMO

A fabricacion de células artificiais proporciona unha poderosa estratexia para
reconstruir numerosos procesos bioloxicos, organizar reaccions (bio)quimicas en
compartimentos unicos e vislumbrar como a vida surxiu na Terra. Un dos maiores
desafios para a fabricacion de células sintéticas ¢ o requerimento de métodos sinxelos_que
imiten & perfeccion como as células naturais son xeradas. Polo tanto, cobra un enorme
interés o desenvolvemento de estratexias quimicas innovadoras que permitan a formacion
de células artificiais funcionais. No presente Traballo de Fin de Master desenvolveuse
unha ambiciosa metodoloxia para a fabricacion de novos modelos de células sintéticas
basada na preparacion mediante amindlisis directa de conxugados anfifilicos aminoacido-
lipido, os cales autoensamblanse espontdneamente en vesiculas biomiméticas da
membrana celular. Dita metodoloxia resulta especialmente poderosa como ferramenta
para o establecemento de compartimentos unicos que faciliten o transporte de farmacos,
a reconstitucion de proteinas e a expresion de biomoléculas. Estos estudios ofrecen novos

coflecementos sobre a naturaleza dos sistemas vivos € o orixe da vida celular.

Palabras chave: célula artificial, membrana, biomimético, aminoélisis, autoensamblaxe.



ABSTRACT

The fabrication of artificial cells provides a powerful strategy to reconstruct
numerous biological processes, organize (bio)chemical reactions into unique
compartments, and shed light on how life emerge on Earth. One of the biggest challenges
for making synthetic cells is the requirement for simple methods that perfectly mimic
how natural cells are generated. Therefore, the development of innovative chemical
strategies that allow the formation of functional artificial cells is of great interest. In this
Master's Thesis, an ambitious methodology has been developed for the fabrication of new
synthetic cell models based on the preparation by direct amindlysis of amphiphilic amino
acid-lipid conjugates, which spontaneously self-assemble into biomimetic vesicles of the
cell membrane. This methodology is especially powerful as a tool for the establishment
of unique compartments that facilitate the transport of drugs, the reconstitution of
proteins, and the expression of biomolecules. These studies offer new insights into the

nature of living systems and the origin of cellular life.

Keywords: artificial cell, membrane, biomimétic, amindlysis, self-assembly.



INDICE

Agradecimientos
Abreviaturas
Cronograma

Resumen/Resumo/Abstract

indice
1. INTRODUCCION......covomrieemmmereesmmseesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 1
1.1.  Antecedentes hIStOTICOS ........coeririiririniniireresereser e 1
1.2, Celulas artifiCiales........cccooereriininiinirienseee e 2
1.3. Me¢étodos para la construccion de c€lulas artificiales ...........coccovvevirieniniienennnnn 3
1.3.1. Método de arriba hacia abajo (£0p-dOWR) .........cceeeveeviveeiiniiieiieieen, 4
1.3.2. Método de abajo hacia arriba (bottom-up).........ccecceveevenveveneenenenieenenns 4
1.4.  Tipos de células artificiales .........cceeverieiinieiiiieeceeee e 5
1.4.1. LiposOmas 0 VESICULAS.......cceevuiririiirieiiciesicee e 5
1.4.2. Vesiculas de 4CIAOS raS0S ....c.ceeeruerieriirieniieienieeiesieete e nae e 5
1.4.3. POIIMETIOSOMAS ....c.eiuviniiiiieieieeese et 6
1.4.4. GOtas HPIAICAS.....eivieieiieiesiieie ettt 6
1.4.5. COlOTOSOMAS ... .cuvinieieieieieiese ettt st nie 6
1.4.6. COACRTIVAAOS ....veuveniiieieiesie ettt 7
1.5. Aplicaciones de las células artificiales ...........coccerervieririieneeiieieceseee e 7
2. OBJIETIVOS. ..t sae 9
3. RESULTADOS Y DISCUSION .......ccomutrrirmrrmimmnresimssssssssesssssnssssssssssssssnnes 10
3.1, Estrategia Seneral..........cccocviiiiiiiinieiiiceeeeee s 10
3.2, SINtesis Y CAracteriZaCION .....c.cevevveuerueuirririeiirieieitrtee ettt nnens 10

3.2.1. Preparacion de tHOESLEIES ........cevveirieirinieiirieictrecteee et 10



3.3.

5.1.

5.2.

3.2.2. Formacién de conjugados aminoacido-lipido por amindlisis directa......11

Estudios de miCTOSCOPIA ....c.veuerveuiriiieiiricieertcee e 15
CONCLUSIONES/CONCLUSIONS/CONCLUSIONS .....co.covvereiereerienrennes 18
SECCION EXPERIMENTAL .......oovuiveiieieeieeeeeeeeee oo, 21
Materiales Y MELOAOS .......couiveuiriiiiiieiiree e 21
5.1.1. CondiCiones GENETALES .........cccueruieriirieiiiiieieeie e 21
5.1.2. Reactivos, diSOIVENtES Y Otr0S.....ccuirieriirieierierieeie et 21
5.1.3. Técnicas INStrumMENtales .........ccceevereriririninireeeeee s 23
Procedimientos eXperimentales..........coceviererieienieniinieneeeeee e 25
5.2.1. Sintesis de tioésteres de MESNA .........cccovirininnnne 25
5.2.2. Reaccidon de amindlisis directa en agua ............ccooevviiiiinneniniennnnn.. 27
BIBLIOGRAFTA ..ottt 29
ANEXOS . bbbttt 32



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes historicos

El descubrimiento de la célula estad estrechamente relacionado con la fabricacion
y perfeccionamiento de los primeros microscopios. Esto es debido fundamentalmente a
que la mayoria de las estructuras bioldgicas tienen dimensiones menores al poder de
resolucion del ojo humano, que es del orden de 0.1 mm (100 pm), por lo que se

necesitaban técnicas adecuadas capaces de lograr su visualizacion. !

La célula fue descubierta por Robert Hooke en el afio 1665. Este cientifico inglés
empled un microscopio primitivo que el mismo habia construido, siendo asi capaz de
observar en el corcho unidades que se repetian a modo de celdillas a las que llamo células

(Figura 1).

Figura 1. Células de corcho observadas por el cientifico Robert Hooke.

A partir de este descubrimiento, se pudo comprobar que las células estaban
presentes en todos los organismos vivos, tanto animales como vegetales, por lo que su
estudio resultaba de suma importancia para comprender el funcionamiento de dichos

organismos.”

La teoria celular, postulada en el afio 1839 por Matthias Jakob Schleiden y
Theodor Schwann, establecid que la célula es la unidad estructural y funcional basica de
todos los organismos vivos conocidos. Por lo tanto, el funcionamiento vital de los
sistemas vivos deriva de las actividades de todas las células que trabajan en coordinacion.

Este hecho convierte a la célula en un modelo extremadamente relevante para llevar a



cabo investigaciones biologicas resefiables en multiples y diversas areas, tales como el
estudio del origen de la vida, el transporte de farmacos, la biotecnologia y la construccion
de microreactores bioquimicos. Ademads, adquiere un especial interés en la biologia
sintética, cuyos pilares fundamentales se encuentran relacionados con la construccion de

células artificiales.?

El término biologia sintética fue utilizado por primera vez por Barbara Hobon,
quien lo empled para referirse a bacterias que fueron cambiadas genéticamente mediante
ADN recombinante. De esta manera, la biologia sintética fue considerada como un
sindbnimo de la bioingenieria, ya que las bacterias son sistemas vivos (bioldgicos)

alterados genéticamente por la intervencion humana (sintético).>

Durante las tltimas décadas, Eric Kool y otros investigadores han empleado el
término "biologia sintética" para referirse a la sintesis de moléculas artificiales que
pueden ser utilizadas en sistemas bioldgicos.” Este hecho expandié enormemente su

empleo, resultando clave para el crecimiento y desarrollo de las células artificiales.*

El doctor Thomas Chang fue el primero en proponer el concepto de células
artificiales en 1957. Teniendo en cuenta investigaciones previas, fue capaz de construir
las primeras células sintéticas de tamafio micrométrico constituidas por nylon o proteinas
reticuladas, las cuales contenian en su interior material bioldégico relevante,
fundamentalmente proteinas funcionales (enzimas y hemoglobina).® Este trabajo ha sido
considerado un referente para la fabricacion de modelos sintéticos funcionales que

mimeticen con precision la actividad celular.

1.2. Células artificiales

Las células artificiales, células sintéticas o protocélulas, se pueden definir como
sistemas (bio)quimicos que estan basados generalmente en vesiculas membranosas
constituidas por microcompartimentos definidos, las cuales encierran un conjunto de
moléculas relevantes, que pueden reaccionar entre ellas a través de procesos

(bio)quimicos.®

Los avances en las investigaciones sobre células sintéticas han permitido lograr
un mayor entendimiento sobre el origen de la vida y especialmente entender qué se

requiere para estar vivo.’



Un enorme desafio para la biologia sintética es la construccion de células
artificiales vivas, es decir, células artificiales autosuficientes, capaces de dividirse,
evolucionar y morir. A pesar de los numerosos avances logrados a lo largo de las ultimas
décadas, todavia no se ha podido crear una célula viva completamente funcional a partir
de materiales inanimados. Sin embargo, estos sistemas sintéticos han surgido como un
ejemplo de células primitivas que permiten elucidar procesos bioldgicos sencillos y

vislumbrar coémo surgi6 la vida a partir de unidades moleculares minimas.®

1.3.Métodos para la construccion de células artificiales

Existen dos métodos fundamentales para la construccion de células artificiales
desde el punto de vista de la ingenieria sintética: un método de arriba hacia abajo (fop-

down) y un método de abajo hacia arriba (bottom-up) (Figura 2).

Organismos vivos

TO]]-dO“-" n Stripping or replacing the genomes

Botto m-up Assembling

Organismos no vivos

Figura 2. Sintesis de células artificiales [Adaptado de Xu, C. et al. 2016].3



1.3.1. Método de arriba hacia abajo (top-down)
El método de arriba hacia abajo se basa en la construccion de células artificiales a
partir de un organismo vivo. Inicialmente, se le extrae parte de su genoma y se incorpora
en un ensamblaje adecuado, lo que da como resultado una célula minima con el nimero

de genes necesarios para llevar a cabo las funciones esenciales de la vida.®

Una investigacion realizada por Gibson ef al. reveld que la bacteria Mycoplasma
genitalium contenia inicamente 517 genes, resultando asi en uno de los organismos vivos
conocidos mas simples.’ Este descubrimiento sirvi6 como base para el desarrollo de
c¢lulas minimas a las cuales se le eliminaron genes no esenciales. De esta manera, se
pudo conocer qué cantidad de genes eran necesarios para mantener viva una célula,

pudiendo ésta desempefiar sus funciones de forma apropiada.

En la actualidad, s6lo han sido desarrollados virus y bacterias como organismos
minimos. En el caso particular de las células eucariotas minimas, atin no se han podido

desarrollar con éxito modelos adecuados debido a su complejo genoma.®

1.3.2. Método de abajo hacia arriba (bottom-up)
El método de abajo hacia arriba se basa en la construccion de células artificiales
partiendo desde cero, a partir de materiales sencillos, los cuales se pueden considerar

como bloques de construccion.

La fabricacion de células artificiales a partir de componentes minimos facilita que
las estructuras resultantes sean simples, facilmente controlables y con menores
limitaciones que las células minimas obtenidas con el método de arriba hacia abajo. Este
hecho se debe fundamentalmente a que eliminar uno por uno los genes de un organismo
vivo es un proceso trabajoso y puede traer resultados inesperados e indeseables como la

muerte celular.?

Este Trabajo de Fin de Master se centra en la fabricacion de células artificiales
utilizando el método bottom-up, el cual permite tener un mayor control sobre las

propiedades estructurales y funcionales de las construcciones vesiculares generadas.



1.4. Tipos de células artificiales

Existen numerosas formas de células artificiales con muchas definiciones
diferentes, pero todas tienen en comun que mimetizan de alguna forma a las células
biologicas, ya sea bien en su estructura o presentando alguna caracteristica propia de las

células vivas.?

Las células artificiales se clasifican de acuerdo al andamio molecular del que estan
fabricadas en: estructuras membranosas (liposomas, vesiculas de dacidos grasos,

polimerosomas), emulsiones (gotas y coloidosomas) y coacervados (Figura 3).!°

Liposoma

=]

V= Vesicula de
Coacervado acido graso

Polimerosol

O

Coloidosoma

AR i

/; N
Hitiiiiiii

Gotas lipidicas

Figura 3. Tipos de células artificiales [Adaptado de Spoelstra et al. 2018].'°

1.4.1. Liposomas o vesiculas

Los liposomas se definen como vesiculas lipidicas esféricas que estan formadas
normalmente por una o mas bicapas de fosfolipidos y colesterol. Dichas estructuras
poseen un interior que contiene un disolvente acuoso y presentan un didmetro

comprendido entre 0,1 y 100 micras.!!

1.4.2. Vesiculas de acidos grasos

Las vesiculas de acidos grasos son estructuras esféricas constituidas por 4cidos
grasos con cadenas hidrocarbonadas lineales de hasta treinta d&tomos de carbono. Al igual
que los fosfolipidos, los 4cidos grasos tienen la capacidad de autoensamblarse en

vesiculas, pero lo hacen exclusivamente a un pH comprendido entre 7 y 9.'°



1.4.3. Polimerosomas

Los polimerosomas son estructuras que forman vesiculas similares a las de los
liposomas como consecuencia del autoensamblaje de copolimeros de bloques anfifilicos
en disolucion. Cabe resaltar que tienen un nucleo interno hidrofilico y una bicapa
lipofilica. Ademas, suelen presentar un tamafio que comprende desde nano a

micrometros. 2

Los copolimeros mas utilizados para la construccion de polimerosomas son los
copolimeros dibloque (los cuales estan constituidos por una parte hidrofilica y otra
hidrofobica) y los copolimeros tribloque (con dos partes hidrofilicas separadas por una
parte hidrofobica). La principal ventaja que presentan los polimerosomas sobre los
liposomas es que presentan una mayor estabilidad y tamafio ajustable, lo que es debido a
su capacidad de formar bicapas mas gruesas y rigidas que las de los liposomas. Este hecho
ha despertado el interés de los polimerosomas como posibles transportadores de

farmacos. '’

1.4.4. Gotas lipidicas
Las gotas lipidicas son estructuras esféricas producto de la emulsion de agua en
aceite. Estas gotas se pueden compartimentar y generalmente son utilizadas como
microreactores.!” Dichos modelos adquieren un especial interés en el estudio de
organismos biologicos, ya que resultan extremadamente eficientes para la encapsulacion
de biomoléculas hidrosolubles, como, por ejemplo, proteinas de membrana. Estudios
recientes han mostrado la division de estas gotas lipidicas inducida por aumento de la

relacion superficie/volumen. '3

1.4.5. Coloidosomas

Los coloidosomas son estructuras formadas por el autoensamblaje de particulas
coloidales inorganicas, tales como el silicato coloidal o particulas de latex de poliestireno.
Estas estructuras experimentan cambios de forma oscilatoria al aplicarle estimulos
externos, como, por ejemplo, hinchazén-encogimiento al aplicarle calor. Este hecho ha
sido empleado para establecer una forma primitiva de autorreproduccion de coloidosomas
inducida quimicamente, demostrando asi la capacidad de dichos sistemas artificiales para

imitar algunas caracteristicas fundamentales de la vida.'°



1.4.6. Coacervados
Los coacervados son un conjunto de moléculas que presentan dos fases bien

definidas y que se mantienen unidas por fuerzas electrostaticas. '

Cabe resaltar los estudios pioneros llevados a cabo por el bioquimico ruso
Aleksander Oparin, el cual propuso que la vida se desarroll6 a partir de coacervados. Sus
resultados han mostrado la importancia de los coacervados como precursores de las

células modernas, conduciendo al surgimiento de la vida en la tierra.'*

1.5. Aplicaciones de las células artificiales

Las caracteristicas (tales como morfologia, superficie y forma) y propiedades
especiales que presentan las células artificiales - las cuales permiten mimetizar
eficientemente a las células naturales - han posibilitado su aplicacion en multiples y
diversos campos, incluyendo investigaciones sobre el estudio de la vida que permiten

comprender como surgieron las células naturales en la Tierra (Figura 4).

Estudio del origen de la vida Microreactores quimicos ~ Transporte de medicamentos

Figura 4. Diferentes aplicaciones de las células artificiales.

Cabe resaltar el frecuente uso de las células sintéticas como microreactores,
pudiendo llevar a cabo en sus compartimentos interiores bien definidos desde reacciones

quimicas simples hasta procesos bioquimicos mucho més complejos.'”

Estos modelos sintéticos también se usan como medio de administracion de
farmacos (bactericidas), inhibiendo eficientemente, en un tiempo mds corto y en una
concentracion baja de firmaco, a las bacterias tratadas.'® El interés en este campo ha

fomentado su estudio exhaustivo, pudiendo asi establecer nuevos modelos artificiales



como vehiculos transportadores dirigidos de fArmacos para tratar enfermedades que

requieren de mayor selectividad.

La enorme versatilidad y aplicabilidad de las células artificiales ha hecho que
cobre un gran interés el desarrollo de estrategias quimicas innovadoras que permitan su
precisa construccion. En el presente Trabajo de Fin de Master se ha desarrollado una
ambiciosa estrategia para la fabricacion de nuevos modelos de células sintéticas

funcionales mediante la utilizacidn de reacciones de aminolisis directa.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal planteado en este Trabajo de Fin de Master es la construccion
de nuevos modelos de células sintéticas funcionales basados en conjugados aminoacido-
lipido autoensamblantes mediante el empleo de reacciones sencillas a partir de

precursores solubles en agua. En concreto, se propone:

1. Sintesis y caracterizacion de diversos precursores tioéster alquilicos. Estudio de
la influencia de la longitud de la cadena y la presencia de insaturaciones en la
formacion de vesiculas.

2. Formacion in situ de aminoécidos diacilados con capacidad de autoensamblarse
en vesiculas. Preparacion del dcido Ng, Ns-dioleil-L-diaminopropionico mediante
una reaccion de amindlisis directa en agua.

3. Caracterizacion de los conjugados aminoacido-lipido. Corroboracion de la
formaciéon de liposomas mediante microscopia Optica de campo claro y

fluorescencia.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Estrategia general

En el presente Trabajo de Fin de Master se han fabricado células sintéticas
funcionales mediante la preparacion in situ de moléculas anfifilicas capaces de
autoensamblarse en liposomas de tamafio micrométrico. Al igual que los fosfolipidos,
estas moléculas estan constituidas por dos fragmentos bien definidos; por un lado, dos
colas hidroéfobas compuestas por cadenas de acidos grasos y, por otro, una cabeza
hidrofilica de naturaleza polar. En nuestro caso particular, abordamos la construccion de
dichas especies anfifilicas mediante reacciones de aminoélisis directa en medio acuoso
entre tioésteres de cadena larga (tiocaprilato, tiolaurato, tiopalmitato, tiooleato) -que
aportarian el componente hidrofobo- y un aminoacido con capacidad para diacilarse

[acido aminopropidnico (Dap)] -que constituiria la parte hidrofilica (Figura 5).

Lok I Amindlisis
® O N—
o Autoensamblaje

Figura 5. Estrategia usada para la construccion de células artificiales funcionales.

3.2.Sintesis y caracterizacion

3.2.1. Preparacion de tioésteres
Los tioésteres de cadena larga empleados (6-9) se sintetizaron a partir de su acido
graso correspondiente (2-5), siguiendo el esquema de reaccion de la Figura 6.
Inicialmente, se activo el grupo carboxilo en diclorometano a 0 °C utilizando como agente
de acoplamiento EDC.HCl y DMAP como catalizador. Esta preactivacion favorecio el
posterior ataque nucle6filo del 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) (1),

generando el tioéster deseado (6-9), el cual fue extraido en agua. La fase acuosa se

10



concentrd en el rotavapor, obteniéndose un residuo transparente que se lavo con
acetonitrilo y se filtr6 a vacio. De esta forma, se aislaron los diferentes tioestéres en forma
de soélidos blancos con rendimientos del 39% (6), 60% (7), 20% (8) y 24% (9),
respectivamente. Dichos derivados fueron convenientemente caracterizados mediante
espectroscopia de 'H-RMN y *C-RMN (Figuras Al-A4), asi como por espectrometria
de masas (Figuras A6-A9).

1 9O o

s
OH HS” N2 Na* s o _
o=( » 0=( _\—§—0Na+
R EDCHCI, DMAP, CH,Cl, R o
0°C == 25°C,5h

2,R=C,H,s 6, R=C;H,5

3,R=C,,H,; 7, R=Cy Hy;
4, R=C,sHj, 8, R=C,sH3,
5, R=C,;H;; 9, R=Cy;H3;

Figura 6. Sintesis de los tioésteres de MESNA (6-9).

3.2.2. Formacion de conjugados aminoacido-lipido mediante amindlisis
directa

Una vez se prepararon y caracterizaron los diferentes tioésteres alquilicos, se
estudidé la construccion de los conjugados anfifilicos aminoacido-lipido, los cuales
podrian autoensamblarse adecuadamente en vesiculas. Para ello, se emple6 una estrategia
sintética basada en la utilizacion de una amino6lisis directa entre precursores solubles en
agua.

La aminolisis es la reaccion entre un acido carboxilico (o un derivado, como por
ejemplo, un tioéster) y una amina primaria, dando lugar asi a la formacién de una amida.
Esta ligacién es un método utilizado frecuentemente para la obtencion de péptidos.!’
Aunque la amindlisis no presenta una alta quimioselectividad, su sencillez y versatilidad

facilitan su empleo y estudio en diacilaciones en medio acuoso.

Cabe resaltar que investigaciones realizadas en enzimas hidroliticas evidenciaron
que el grupo imidazol de la histidina forma parte del sitio catalitico de dichas enzimas. '8
Este hecho vislumbr¢ la utilizacion de imidazol como catalizador de ligaciones mediadas
por amindlisis, lo que lleva asociado un incremento considerable de sus cinéticas. De esta

forma, Li et al. pudieron observar la amindlisis intramolecular en disolucion acuosa de
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una secuencia peptidica lineal, generando asi el péptido ciclico esperado en tiempos de

reaccion adecuados (Figura 7)."

OH
OH
’ o
" H Oy _N
N N;\ acstonitrile : 1.5 M imidazole (7:1) NH
H
Oy NH 0O S
) 37°C HN 0
o} HN™ "
o NH
HOWO \
NH, H
Y Ot

Figura 7. Sintesis de péptidos ciclicos mediante una amindlisis catalizada por imidazol

[Adaptado de Li et al., 2009]."°

En nuestro caso particular, decidimos analizar la reaccion de aminolisis directa en
agua entre los diferente tioésteres de MESNA (6-9) sintetizados anteriormente y el
clorhidrato de acido 2,3-diaminopropionico (H-Dap-OH-HCI, 10), el cual es un

aminoacido sintético homologo inferior del a-aminoacido lisina.?’

Estudios preliminares realizados en el grupo de investigacion BioMemChem
mostraron que la presencia de imidazol era fundamental para llevar a cabo la diacilacion
en medio acuoso de derivados diaminados (L-lisina). Del mismo modo, se observo que
la amindlisis directa no tenia lugar cuando se empleaban directamente los acidos
carboxilicos de cadena larga, por lo que era necesario la presencia de derivados activados
(tioestéres) para poder lograr la eficiente diacilacion. Cabe resaltar que el mecanismo de

accion del imidazol todavia no se conoce con certeza.?!

Teniendo en cuenta los resultados previos, se combinaron los diferentes tioésteres
alquilicos (6-9) (concentracién final: 5 mM), el aminoicido H-Dap-OH-HCI (10)
(concentracion final: 2,5 mM) y el imidazol (concentracion final: 1,5 M), y se dejaron

reaccionar en agua durante 2 h (Figura 8).
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R
QN , HO = 25°C,2h
6,R:C7H15 11,R2C7H15
7,R=Cy1Hp; 12,R=Cy Hy;
8,R=C;sHj, 13,R=C,5H3,
9,R:C17H33 149R:C17H33

Figura 8. Reaccion de amindlisis en agua mediada por imidazol entre diferentes
tioésteres alquilicos (6-9) y el aminoacido H-Dap-OH-HCI (10), dando lugar a la

formacion de los correspondientes derivados diacilados (11-14).

Tras inyectar las diferentes muestras en el HPLC (Figura 9), s6lo se observo la
aparicion de nuevos picos que podian corresponderse con el producto esperado en la
reaccion llevada a cabo entre el tiooleato de MESNA (9) y el aminoacido H-Dap-OH-HCI
(10) (Figura 9D). Los derivados saturados de cadena mas corta (6-8) no condujeron al
producto diacilado esperado (11-13), ni siquiera aumentando los tiempos de reaccion de
la amino6lisis (>24 h) (Figuras 9A-C). Este hecho parece indicar que estamos ante la
presencia de una reaccion selectiva para el tiooleato de MESNA (9), lo que puede ser
consecuencia de que las micelas generadas por dicho derivado favorecen que la amindlisis
directa tenga lugar de forma mas adecuada. Futuros estudios focalizados en el tipo
(tamafio, forma) de las estructuras micelares que forma cada tioéster, asi como un analisis
mas amplio de diversas reacciones de aminélisis mediadas por imidazol (tanto de las

dindmicas como de sus cinéticas) permitira corroborar adecuadamente dicha hipotesis.
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Figura 9. Cromatogramas de la reaccion de aminolisis directa entre los diferentes
tioestéres alquilicos (6-9) y el aminoacido H-Dap-OH-HCI (10), para dar lugar a los
correspondientes derivados diacilados (11-14). A) Reaccion entre el tiocaprilato de
MESNA (6) y 10. B) Reaccion entre el tiolaurato de MESNA (7) y 10. C) Reaccion
entre el tiopalmitato de MESNA (8) y 10. D) Reaccion entre el tiooleato de MESNA (9)
y 10, observandose la formacion de un nuevo producto correspondiente con el derivado

dioleilado 14.

Posteriormente, se procedio a purificar mediante HPLC el compuesto 14 obtenido
por aminolisis directa, empleando para ello una columna semipreparativa C18. El tiempo
de retencion (tr) del pico relativo al derivado dioleilado fue de 17.8 min. A continuacion,
se combinaron y concentraron las diferentes eluciones, obteniendo un aceite transparente
(rendimiento: 33%). Dicho aceite se disolvid en metanol y se inyectd una pequeia
alicuota en el HPLC utilizando una columna analitica C8. Este hecho corrobord la alta
pureza de nuestro compuesto diacilado 14, cuyo pico se observo a un tiempo de retencion

de 7.8 min (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma correspondiente al producto diacilado 14 puro.

El compuesto 14 se caracterizd mediante espectroscopia de 'H RMN, cuyos
resultados se pueden observar en la Figura AS. El espectro recogido permitié identificarlo
convenientemente, siendo clave las sefales de los seis protones correspondientes a los
grupos metilo terminal de las cadenas alquilicas (0.90 ppm) y los cuatro protones
correspondientes a los dobles enlaces de las cadenas de acido graso (5.34 ppm), las cuales
nos sirven para corroborar que se ha producido la diacilacion. Ademads, se observa una
sefal correspondiente al proton del aminoacido (4.39 ppm), lo que indica que la cabeza

polar de nuestro sistema proveniente del aminoacido Dap esta presente.

El producto de la amindlisis también se caracterizdO mediante espectrometria de
masas, observandose una sefal con una relacion m/z de 671,51 (Figura A10), como
consecuencia de la incorporacion de potasio. De esta forma, la espectrometria de masas

permitié también corroborar la obtencion del producto esperado.

3.3.Estudios de microscopia

En primer lugar, se generaron peliculas lipidicas (/ipid films) del derivado
diacilado 14. A continuacion, las peliculas se hidrataron durante 2 h con una disolucion
100 mM de tampoén fosfato (PB) a pH 7.4, dando lugar a disoluciones turbias
(concentracion final del lipido 14: 1 mM). Las suspensiones resultantes se analizaron
mediante microscopia Optica en campo claro (objetivo 100X), observando la presencia de
numerosas poblaciones de vesiculas de tamafio micrométrico y con tendencia a agregarse

(Figura 11).
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Figura 11. Fotografias tomadas en el microscopio dptico en campo claro de las

vesiculas formadas por hidratacion del derivado diacilado 14.

Una vez confirmada la presencia de vesiculas bien definidas mediante el empleo
de microscopia Optica en campo claro, se afiadié el fluoréforo marcador de membranas
Nile Red (10 pM) a una pequefia alicuota de la muestra lipidica previamente hidratada.
Como las vesiculas son estructuras lipidicas cerradas, se esperaba que este compuesto
tifiera unicamente la membrana, hecho que se confirm6 al observar las estructuras

resultantes mediante microscopia de fluorescencia (Figura 12).

Figura 12. Visualizacion en el microscopio de fluorescencia (objetivo 100X) de las

vesiculas del producto 14 tefiidas con Nile Red.

Un estudio exhaustivo del proceso de autoensamblaje del conjugado dioleilado 14
a diferentes tiempos de hidratacion (30-120 min) y a una mayor concentracion (2.5 mM),
permitiéo observar mediante microscopia de fluorescencia el incremento del nimero de

poblaciones de vesiculas esféricas cuanto mayor es el tiempo de agitacion. Ademas, se
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determind la presencia de numerosas estructuras vesiculares tubulares (Figura 13),
correspondientes probablemente a nanoestructuras formadas al inicio del proceso de
autoensamblaje. Cabe resaltar que dichos ensamblajes tubulares se transforman con el

paso del tiempo en las correspondientes vesiculas esféricas.

Figura 13. Visualizacion en el microscopio Optico de fluorescencia de estructuras

tubulares tefiidas con Nile Red.
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4. CONCLUSIONES

En base a los objetivos propuestos y a los resultados obtenidos empleando la

estrategia disefiada para la construccion de células sintéticas, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

Se ha llevado a cabo la sintesis de diferentes tioésteres alquilicos de MESNA
(6-9) solubles en agua. Se ha demostrado que la longitud de la cadena y la
presencia de insaturaciones repercute considerablemente en la reaccion de
aminolisis que media la formacion de liposomas. Asi, se comprobd que el
tiooleato de MESNA (9) era el precursor mas adecuado en el caso de dicha
ligacion.

Se ha sintetizado el aminoacido diacilado acido N, Ns-dioleil-L-
diaminopropionico (14) mediante aminoélisis directa.

Se ha caracterizado el conjugado aminoacido-lipido 14 mediante
espectroscopia de RMN y espectrometria de masas. Tras su hidratacion, se
demostrd su autoensamblaje en forma de estructuras vesiculares de tamafio
micrométrico mediante microscopia optica de campo claro y fluorescencia,

corroborando asi la fabricacidn de una nueva clase de células sintéticas.

El empleo de la metodologia desarrollada durante la realizacién de este Trabajo

de Fin de Master permitird la fabricacion precisa de células sintéticas aminoacido-lipido

con relevantes aplicaciones en el campo de los biorreactores, el origen de la vida o el

transporte y liberacion de farmacos.
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CONCLUSIONS

En base 6s obxetivos propostos e 0s resultados obtidos empleando a estratexia
desefiada para a construcion de células sintéticas, poddense extraer as seguintes

conclusions:

- Levouse a cabo a sintese de diferentes tioésteres alquilicos de MESNA (6-9)
solubles en auga. Demostrouse que a lonxitude da cadea e a presencia de
insaturacions repercute considerablemente na reaccion de aminolisis que
media a formacién de liposomas. Asi, comprobouse que o tiooleato de
MESNA (9) era o precursor mais adecuado no caso de dita ligacion.

- Sintetizouse o aminoacido diacilado 4cido N, Ns-dioleil-L-diaminopropionico
(14) mediante amindlisis directa.

- Caracterizouse o conxugado aminoacido-lipido (14) mediante espectroscopia
de RMN e espectrometria de masas. Trala stia hidratacion, demostrouse o seu
autoensamblaxe en forma de estructuras vesiculares de tamafio micrométrico
mediante microscopia dptica de campo claro e fluorescencia, corroborando asi

a fabricacion dunha nova clase de células sintéticas.

O empleo da metodoloxia desenvolvida durante a realizacion deste Traballo de
Fin de Master permitird a fabricacion precisa de células sintéticas aminoacido-lipido con
relevantes aplicacions no campo dos biorreactores, o orixe da vida ou o transporte e

liberacion de farmacos.
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CONCLUSIONS

Based on the proposed objectives and the results obtained using the strategy

designed for the construction of synthetic cells, the following conclusions can be drawn:

- Different water-soluble alkyl thioesters of MESNA (6-9) were synthesized. We
demonstrated that the length of the chain and the presence of unsaturations have
a considerable impact on the aminolysis reaction that mediates the formation
of liposomes. Thus, it was verified that the MESNA thiooleate (9) was the most

suitable precursor in the case of such ligation.

- Diacylated amino acid Na,Nfp-dioleyl-L-diaminopropionic acid (14) was

synthesized by direct aminolysis.

- Conjugate amino acid-lipid 14 was characterized by NMR spectroscopy and
mass spectrometry. After hydration, we demonstrated its self-assembley in the
form of vesicular structures of micrometric size by bright field and
fluorescence optical microscopy, thus corroborating the fabrication of a new

class of synthetic cells.

The use of the methodology developed during the completion of this Master's
Thesis will allow the precise fabrication of synthetic amino acid-lipid cells with relevant
applications in the field of bioreactors, the origin of life, or the transport and release of

drugs.
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5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1.Materiales y métodos

5.1.1. Condiciones generales

Los reactivos y disolventes comerciales no fueron modificados ni purificados
previamente antes de ser empleados. Para trabajar bajo atmosfera inerte se utilizo la linea
de nitrégeno (N2). Los matraces de fondo redondo fueron previamente secados en estufa

a 80 °C.

5.1.2. Reactivos, disolventes y otros
Todos los reactivos, disolventes y disoluciones empleadas a lo largo de esta

memoria se recogen en las Tablas 1-4.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la sintesis

REACTIVOS PROVEEDOR
Acido dodecanoico BLD Pharmatech
Acido formico,99% LC-MS Fluorochem
Acido hexanoico TCI Chemicals
Acido octanoico BLD Pharmatech
Acido oleico BLD Pharmatech
Acido palmitico BLD Pharmatech

Clorhidrato de 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimida BLD Pharmatech
(EDC.HCI)
4-Dimetilaminopiridina (DMAP) Fluorochem
Imidazol BLD Pharmatech
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2-Mercaptoetanosulfonato de sodio

(MESNA)

BLD Pharmatech

N,N-Diisopropiletilamina (DIEA) TCI Chemicals

Tabla 2. Disolventes utilizados para la sintesis

DISOLVENTES PROVEEDOR
Acetonitrilo, UHPLC-MS Scharlau
Agua, UHPLC-MS Scharlau
Agua ultrapura Direct-Q-Suv
Cloroformo, HPLC Grade Scharlau
Diclorometano anhidro, 99.9% Scharlau
Metanol, Grado HPLC supragradiente Scharlau

Tabla 3. Disolventes deuterados empleados

DISOLVENTES DEUTERADOS PROVEEDOR
Dimetilsulfoxido d6 Deutero
Metanol d4 >99,8% D Fluorochem
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Tabla 4. Disoluciones tampones empleadas

TAMPONES PROVEEDOR

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-

Fluorochem
piperazinetanosulfonico (HEPES)
Fosfato sodico dibdsico BLD Pharmatech
Fosfato sodico monobdsico BLD Pharmatech

5.1.3. Técnicas instrumentales

Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Se utiliz6 el cromatografo
Agilent 1260 Infinity II del laboratorio BioMemChem para obtener los
cromatogramas correspondientes a cada una de las reacciones realizadas y a
cada uno de los compuestos debidamente aislados. Las fases moviles
empleadas estaban constituidas por H2O con 0,1% de acido formico (Fase A)
y MeOH con 0,1% de 4cido férmico (Fase B). Para el andlisis de las muestras
se utilizd una columna analitica Eclipse Plus C8, mientras que para la
purificacion de las muestras se utilizd una columna semipreparativa Zorbax

SB-C18.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). La preparacion
de las muestras para la realizacion de los espectros de RMN se llevo a cabo en
tubos habitualmente empleados para dicha técnica. Cabe resaltar que como
disolvente se empled dimetilsulféxido deuterado (ds-DMSO) para los diversos
tioésteres de MESNA (6-9) y metanol deuterado (d4-MeOH) para el producto
diacilado (14) resultante de la amindlisis. Para el procesado de los diferentes
espectros obtenidos se empled el programa MestreNova.

Los espectros de RMN de 'H y *C de los tioesteres de MESNA se
registraron en el espectrometro Bruker Avance 300 MHz del CICA. En el caso
del derivado diacilado 14, el espectro de RMN de 'H se registré en el
espectrometro Bruker Avance500 MHz de los Servicios de Apoyo a la

Investigacion (SAI) de la Universidad de A Coruiia.
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Espectrometria de masas (EM). Los espectros de masa tipo ESI de baja
resoluciéon fueron hechos en un espectrémetro de masas ESI-Q-g-TOF
(modelo Qstar Elite, marca Applied Biosystems) del SAI utilizando ionizacion

positiva.

Hidratacién de peliculas lipidicas. Este método permite la generacion de
vesiculas lipidicas. El procedimiento consiste en hacer una pelicula delgada
de lipido (/ipid film) en un recipiente de vidrio (habitualmente de fondo
redondo) mediante la eliminacion del disolvente organico. Tras la adicion del
medio de dispersion y sucesiva agitacion, se forman las correspondientes
vesiculas lipidicas.

Asi, para generar de manera eficiente liposomas, se tomoé el producto
diacilado (14) resultante de la reaccidon de aminoélisis y con capacidad de
autoensamblarse en vesiculas y se situd inicialmente en un vial de 1,5 mL.
Posteriormente, se disolvido en cloroformo de grado HPLC (concentracion
final de 2,5 mM). A continuacion, se evaporod el disolvente orgénico
empleando una corriente de N», obteniendo asi una pelicula fina distribuida
por las paredes del vial. Luego, se afiadio la disolucion acuosa deseada (100
mM tampén fosfato a pH=7,4). Finalmente, los viales se situaron en un

minirotador y la pelicula lipidica se hidrat6 por rotacion lenta durante 2 h.

Microscopia optica. El equipo utilizado para la apropiada visualizacion de las
vesiculas aminoacido-lipidicas derivadas del conjugado 14 fue el microscopio
optico OLYMPUS BXS53 perteneciente al laboratorio Biomimetic Membrane
Chemistry (BioMemChem) del Centro de Investigaciones Cientificas
Avanzadas (CICA) de la Universidade da Corufia (UDC). El fluor6foro
marcador de membranas que se utiliz6 fue Nile Red en una concentracion final

de 10 umol.
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5.2.Procedimientos experimentales

5.2.1. Sintesis de tioésteres de MESNA

1 Q. o
S/

OH HS” o Na* S o _
o=( > 0= _\—§—0Na
R EDC'HCI, DMAP, CH,Cl, R 0

0°C—=> 25°C,5h
2-6 6-9

Figura 14. Preparacion de los tioésteres de MESNA (6-9).

Se disolvid en 5 mL de diclorometano anhidro a 0 °C 1.1 equivalentes del acido
graso correspondiente (2: 96,6 mg; 3: 134,2 mg; 4: 172,8 mg o 5: 189,2 mg; 670 pmol).
A continuacion, se agregd 1.1 equivalentes de EDC.HCI (128,4 mg, 670 pmol) y 0.1
equivalentes (7.4 mg, 60.9 umol) de DMAP y la mezcla resultante se agité durante 10
min. Posteriormente, se afiadié 1 equivalente de MESNA (1) (100 mg; 609.1 umol) y la

reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 5 h.

Transcurridas las 5 h, el tioéster correspondiente se extrajo con agua (2 x3 mL) y
las fases acuosas combinadas se lavaron con acetato de etilo (3 mL). Tras evaporar el
agua a presion reducida, se lavo el residuo solido con acetonitrilo (5 mL) y se filtré a
vacio, dando lugar al tioéster deseado en forma de sélido blanco (6: 75.2 mg; 7: 140 mg;

8: 51,5 mg o0 9: 69.5 mg).

Tiocaprilato de MESNA (6)

0 - Aspecto: Solido blanco.
._:_-hf"-\‘_,:s:':j}\.él“ o
] O Rendimiento: 39%.

'H RMN (300 MHz, de-DMSO, §): 3,06-3,00 (m, 2H, 1 x
CH,); 2,61-2,50 (m, 4H, 2 x CHa); 1,57-1,50 (m, 2H, 1 x CHa);
1,29-1,22 (m, 8H, 4 x CH,); 0,85 (t, J=7,0 Hz, 3H, 1 x CHs).

13C RMN (126 MHz, ds-DMSO, 8): 206,5; 198,7; 50,9; 43,3;
31,1; 30,7; 28,2; 25,1; 24,3; 22,0; 13,91.
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Masas (ESI positivo, m/z) [M+Na]=267,07.

Tiolaurato de MESNA (7)

0 - Aspecto: So6lido blanco.
53/\“—’.3.-“".\“
- Rendimiento: 60%.

'H RMN (300 MHz, d¢-DMSO, $): 3,03-3,00 (m, 2H, 1 x
CH>); 2,58- 2,51 (m, 4H, 2 x CH>); 1,53 (q, /=7 Hz, 2H, 1 x
CH>); 1,31-1,24 (m, 16H, 8 x CH>); 0,84 (t, J=5,1 Hz, 3H, |
x CH3).

13C RMN (125,77 MHz, ds-DMSO, 8): 199,2; 51,4; 43,7;
31,8;29,4; 29,3; 29,2; 29,1; 28,7; 25,5; 24,8; 22,6; 14,5.

Masas (ESI positivo, m/z) [M+Na] = 323,14.

Tiopalmitato de MESNA (8)

O
Loy +
B ST Ng

L Rendimiento: 20%.

Aspecto: Solido blanco.

'H RMN (300 MHz, d¢-DMSO, 8): 3,10-2,99 (m, 2H, 1 x
CHb); 2,64-2,51 (m, 4H, 2 x CH»); 1,56-1,52 (m, 2H, 1 x CHa);
1,34-1,14 (m, 24H, 12 x CHa); 0,85 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 1 x
CHa).

13C RMN (125,77 MHz, ds-DMSO, §): 198,7; 50,9; 43,3;
31,3;29,1; 29,1; 29,1; 29,0; 29,0; 29,0; 28,9; 28,8; 28,7; 28,2;
25,1;24,3;22,1; 14,0.

Masas (ESI positivo, m/z) [M+Na] = 379.20.
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Tiooleato de MESNA (9)

E“‘ ..+ Aspecto: Solido blanco.
g~ Na
v Rendimiento: 24%

'H RMN (300 MHz, ds-DMSO, §): 5,36-5,16 (m, 2H, 2 x
CH); 3,05-2,85 (m, 2H, 1 x CHa); 2,60-2,51 (m, 4H, 2 x CHa);
1,98-1,94 (m, 4H, 2 x CHy); 1,48 (q, J=7,4 Hz, 2H, 1 x CHy);
1,34-1,08 (m, 24H, 12 x CH,); 0,85 (t, J = 5,7 Hz, 3H, 1 x
CHs).

13C RMN (125,77 MHz, d-DMSO, 5): 198,7; 129,8; 129,7;
51,0; 43,4; 31,4; 29,2: 29,1; 28.9; 28.8; 28,7; 28.6; 28,5; 28,3;
26,7;26,6; 25,1; 24,4;22.2; 14.1.

Masas (ESI positivo, m/z) [M+Na] = 405,21.

5.2.2. Reaccion de aminolisis directa en agua

10 OH o OH .
o " 1
s lo) B ;IINHz H r‘$=o
o=<( T\ 8 oNa HeN - o / R
R
HN
_\\ —» 25°C,2h R
&/N , H20 )
6-9 11-14

Figura 15. Preparacion de los conjugados aminoéacido-lipido (11-14) mediante

amindlisis directa en agua mediada por imidazol.

En un vial de 1.5 mL conteniendo una barra agitadora y 500 pL de agua Milli-Q
se anadi6 el tioéster de MESNA correspondiente (6: 1,8 mg; 7: 4.35 mg; 8: 5,05 mg o0 9:
5,35 mg). A continuacion, se agregd el aminoacido H-Dap-OH-HCI (0,9 mg, 6,25 umol)
y el imidazol (255.3 mg, 3.75 mmol). La mezcla se dejo agitando durante 2 h a
temperatura ambiente (ta). Transcurrido ese tiempo, se inyectd una pequeia alicuota de

cada una de las reacciones en el HPLC.
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Acido N,,Nj-dioleil-L-diaminopropiénico (14)

H

Aspecto: Aceite transparente.

"H RMN (500 MHz, MeOH-d., §): 5,43-5,26 (m, 4H, 4 x
CH); 4,42-4.35 (m, 1H, 1 x CH); 3,64-3,44 (m, 2H, 1 X
CHy); 2.32-2.11 (m, 4H, 2 x CH»), 2,10-1.94 (m, 8H, 4 X
CH»); 1,74-1,51 (m, 4H, 2 x CH»); 1,44-1,20 (m, 40H, 20 X
CH»); 0,90 (t, J= 6,9 Hz, 6H, 2 x CH3).

Rendimiento: 33%.

Masas (ESI positivo, m/z) [M+K] = 671,51.

HPLC tr = 7,80 min (Columna: Eclipse Plus C8 analitica,
Método: Lucia diacilacion 3; Fase A: H,O con 0,1% de
acido formico; Fase B: MeOH con 0,1% de acido formico;
50-95% Fase B en Fase A, de 0 a 1 min; 95% Fase B en
Fase A,de 1 a8 min; 95-100% Fase B de 8 a 10 min; 100%
Fase B de 10 a 13 min; 100-50% Fase B en Fase A de 13 a

15 min).
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7. ANEXOS
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Figura A1l. Espectros de "H-RMN y '*C-RMN del tiocaprilato de MESNA (6).
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Figura A2. Espectros de "H-RMN y '*C-RMN del tiolaurato de MESNA (7).
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Figura A3. Espectros de 'H-RMN y *C-RMN del tiopalmitato de MESNA (8).
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Figura A4. Espectros 'H-RMN y '3C-RMN del tiooleato de MESNA (9).
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Figura A7. Espectro de masas del tiolaurato de MESNA (7). Relacion m/z = 323,14.
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Figura A8. Espectro de masas del tiolaurato de MESNA (8). Relacion m/z = 379,20.
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Figura A9. Espectro de masas del tiooleato de MESNA (9). Relacion m/z = 405,21.
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