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Resumen

Los biomateriales son compuestos sintéticos disefiados para interactuar con sistemas
bioldgicos y que, junto a la ingenieria de tejidos, han generado una gran revolucién en
el campo biomédico. Enfocados en la medicina regenerativa, se ha demostrado que
algunos péptidos similares al colageno (CLP) al estar funcionalizando y protegiendo
nanoparticulas metdlicas, han logrado regenerar tejido biolégico de piel, cornea e
incluso tejidos tan complejos como el de corazén. Mas en detalle, se ha propuesto que
los CLP permitirian la comunicacién del nanomaterial a la matriz extracelular (EMC), la
cual estd formada de redes macro-biomoleculares tridimensionales y proteinas de
comunicacidn extracelular tales como las Integrinas. Por otro lado, los CLPs han sido
destacados por su unién selectiva a integrinas por medio de motivos conocidos
(GFOGER, RGD). Sumado a esta gran red de elementos que conforman la matriz
extracelular, el polietilenglicol (PEG) es un poliéter muy utilizado en la funcionalizacién
de nanomateriales y posee caracteristicas quimicas que lo hacen candidato directo para
la creacién de hidrogeles basados en nanoparticulas poliméricas. Por ende, el uso de
PEG podria otorgar cualidades de sefalizacién celular especifica a nanoparticulas, como
lo son las terapias contra el cdncer. Sin embargo, poco se conoce respecto a la
organizacidn estructural de esta matriz sintética extracelular, como tampoco el efecto
estabilizador que a nivel macroscdpico otorga la utilizacion de PEG en conjunto con CLP.
En este ambito, se ha postulado que el uso de matrices sintéticas y bio-funcionales seria
clave para la estabilizacion de la ECM. Adicionalmente, el conocer detalles estructurales
del autoensamblado de estas matrices extracelulares permitiria comprender los
mecanismos de ordenamiento, asi como también las interacciones moleculares
involucradas en la estabilizacion, que le confieren propiedades macromoleculares de
interés para el disefio y optimizacién de este tipo de materiales. En base a lo expuesto,
en este proyecto se propone realizar un estudio del orden tridimensional adquirido
luego del proceso de autoensamblado de una matriz peptidica, y con ello orientar al
futuro desarrollo de biomateriales sintéticos con aplicaciones en regeneracion de tejido
bioldgico. Para ello, se utilizara un set de herramientas computacionales tales como
simulacidon molecular con y sin presencia de solvente, asi como también andlisis masivos

mediante VMD para poder estudiarlos en tiempos a nanoescala.



Abstract

Biomaterials are synthetic compounds designed to interact with biological systems,
which, together with tissue engineering, have generated a great revolution in the
biomedical field. Focusing on regenerative medicine, several studies have shown that
collagen-like peptides (CLP), by functionalizing and protecting metallic nanoparticles,
have managed to regenerate biological tissue of the skin, cornea, and even tissues as
complex as the heart. In detail, it has been proposed that CLPs would allow the
communication of the nanomaterial to the extracellular matrix (ECM), which is made up
of three-dimensional macro-biomolecular networks and extracellular communication
proteins such as integrins. On the other hand, CLPs have been highlighted for their
selective binding to integrins through known motifs like GFOGER and RGD. In addition
to this large network of elements that make up the extracellular matrix, polyethylene
glycol (PEG) is a polyether widely used in the functionalization of nanomaterials.
Furthermore, its chemical characteristics make it a direct candidate for creating
hydrogels based on polymeric nanoparticles. Therefore, PEG could provide specific cell
signaling qualities to nanoparticles, such as cancer therapies. However, there is poor
knowledge about the structural organization of this synthetic extracellular matrix nor
the stabilizing effect that the use of PEG in conjunction with CLP provides at a
macroscopic level. In this field, it has been postulated synthetic and bio-functional
matrices would be the key to stabilizing the ECM. Additionally, knowing the structural
details of the self-assembly of this extracellular matrix would allow us to understand the
ordering mechanisms, and the molecular interactions involved in stabilization, which
confer macromolecular properties of interest for the design and optimization of this
type of materials. Based on the above, this project proposes to study the three-
dimensional order acquired after the self-assembly process of peptide matrix and
thereby guide the future development of synthetic biomaterials with applications in
biological tissue regeneration. For this, a set of computational tools will be used, such
as molecular simulation, with and without the presence of a solvent, along with massive

analysis through VMD to study them in nanoscale times.



Introduccion

1. Biomateriales

A principios del siglo XX han ocurrido grandes avances en cuanto a la ciencia de los
materiales, la biologia celular y molecular, los que en conjunto han dado paso al
desarrollo de novedosos biomateriales. Estos compuestos, particularmente en forma de
dispositivos médicos, han mejorado la calidad de vida de muchos pacientes con
implantes dentales, articulaciones artificiales y lentes oculares (Othman et al., 2018),
como los ejemplos mds populares. Los biomateriales llevan dicho nombre ya que
corresponden a un material utilizado para evaluar, curar, corregir o reemplazar
cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo. En este sentido, los biomateriales
aplicados a medicina deben cumplir con distintas caracteristicas tales como:
biocompatibilidad, estabilidad quimica, no toxicidad, resistencia mecdnica, entre otros.
Estos materiales sintéticos se pueden separar en metdlicos, ceramicos, poliméricos y
materiales compuestos.

El rol y uso de los biomateriales se incrementd con el surgimiento de la ingenieria de
tejidos entre los afios 1980 y 1990, donde la funcién de dichos materiales para
aplicaciones biomédicas, comenzé a cambiar del reemplazo de partes del cuerpo
danadas y enfermas, a la estimulacidn de respuestas bioldgicas deseadas en el cuerpo,
con el objetivo de iniciar procesos regenerativos inherentes, mecanismos e incluso
recuperar la funcion natural de tejidos (Holzapfel et al., 2013). Asi, los biomateriales se
han utilizado como portadores, temporales, de moléculas bioldgicas. Uno de los
ejemplos conocidos es el uso clinico de INFUSE Bone Graft, una construccion basada en
un transportador esponjoso de colageno degradable y proteina morfogenética dsea
humana recombinante tipo 2, la cual fue desarrollada para tratar defectos dseos
grandes y de tamafio critico, lo que provoca que no tengan una curacién espontdnea, a

diferencia de los defectos 6seos no criticos. (Othman et al., 2018).
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En los ultimos afios, se ha observado la evolucidn en el area farmacéutica en cuanto a la
disponibilidad de multiples medicamentos. Estos avances incluyen la aplicacién de
técnicas de biologia molecular y un amplio desarrollo en la farmacologia molecular y
gendmica. Actualmente es posible utilizar nanotecnologia de ADN y otros biopolimeros
directamente en tecnologias de matriz para aplicaciones en deteccidn y diagnéstico.

Ligado a lo anterior, diferentes formas de tratar las enfermedades han sido posible
gracias a los farmacos basados en proteinas y péptidos de distinto peso molecular, la
conjugacién de estructuras basadas en aminodcidos, las que ayudan a mejorar la
farmacocinética de agentes terapéuticos, buscando la optimizacion de su
administracién en tejidos o articulaciones (Bumbaca et al., 2019), lo cual se asocia al

objetivo de este trabajo, que se representa en la Figura 1.

Figura 1. Esquema general del disefio racional de péptidos y funcionalizacion de PEG-CLP para
aplicaciones en la regeneracion de tejidos.

Por otro lado, el campo de la nanotecnologia ha facilitado un sin nimero de procesos
en este siglo, y continua en un crecimiento exponencial al utilizar estructuras,
dispositivos de tamafio nanométrico (escala de 1 a 100 nm) (Bayda et al., 2019). Un
ejemplo de esto son el uso de vesiculas y nanoparticulas en base a lipidos, para
aplicaciones dermatoldgicas, los cuales otorgan una interaccion eficaz, penetrando en
la regidn de la cérnea a través del intercambio de lipidos, distribuyéndose en la

epidermis y en la dermis (Shabbir et al., 2020).
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Adicionalmente, las nanoparticulas de hidrogeles se utilizan ampliamente como
vehiculos para agentes terapéuticos y liberacidén de drogas, esto ultimo gracias a su alta
biodegradabilidad que permiten la liberacion sostenida del farmaco, durante periodos
de dias o inclusive semanas. Sumado a lo anterior, su produccidén es facil, asequible y
pueden incorporar de manera efectiva una variedad de medicamentos, incluidos los de

cardcter farmacéutico (Gongalves et al., 2010) .

1.1 Hidrogeles

Dentro de los materiales mds innovadores producto de la nanotecnologia, se
encuentran los hidrogeles sintéticos, los cuales poseen un amplio uso debido a su
capacidad de administrar los compuestos de forma eficaz y conveniente. Lo anterior,
gracias a la solubilidad que algunos de estos biomateriales poseen tanto en disolventes
organicos como en agua, como también por el recubrimiento que otorga a una variedad

de biomoléculas que rodean a nanoparticulas (Figura 2).

Proteina

Lipidos Dendrimeros Péptidos
Drogas de
molécula { ¥
A pequena { x
cldo 3 oy
Folico &x.- 9 oy };#"’ '
AT ‘; M
PEG s :
.

ry
%
s

Figura 2. Esquema de la funcionalizacion superficial de nanoparticulas. En gris se representa la superficie
ficticia de una nanoparticula, y sobre ella diferentes estructuras con las cuales podria funcionalizarse, de
izquierda a derecha, PEG, acido félico, drogas de moléculas pequeiias, lipidos, dendrimeros, péptidos,
DNA/RNA y proteina. Las estructuras no estan a la escala real de tamafio. (Imagen adaptada de Alarcon &
Ahumada, 2019).
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1.2 Caracteristicas de los hidrogeles

Los hidrogeles se caracterizan por su baja densidad, facilidad de modificacién,
degradabilidad controlada y efectos ambientales leves (Boffito et al., 2014; Thakur &
Thakur, 2015), como también por su estructura hidrofilica tridimensional, que puede
tanto absorber como retener grandes cantidades de agua. Adicionalmente, los
hidrogeles son capaces de realizar transferencia efectiva de masa, tiene similitud con
los tejidos naturales (Ahmed, 2015) y también la habilidad de adoptar diferentes formas

(Thakur & Thakur, 2015).

1.3 Propiedades de los hidrogeles

Los hidrogeles contemplan pardmetros importantes para ser considerados en la
confeccidon de otros hidrogeles, tanto para el uso farmacéutico como biomédico (Oyen,
2014). Oyen y colaboradores mostraron que las propiedades de los hidrogeles son
intrinsecamente importantes y pueden limitar su uso y aplicacién en la ingenieria de
tejidos, debido a esto, las caracteristicas mecdanicas de los hidrogeles toman importancia
tanto a nivel microscdpico como macroscépico, en la regulacion del comportamiento
celular. Una de las principales teorias que define dichas propiedades mecanicas, se
definen por la teoria de la elasticidad de goma independiente del tiempo, y la
viscoelasticidad dependiente del tiempo, con ello, es posible analizar la estructura de
los hidrogeles (Anseth et al., 1996). Si bien existen varias ecuaciones que se derivan de
este comportamiento mecdnico, los términos para tener en cuenta son la elasticidad,
resistencia a la traccién, deformacion, y resistencia a la compresién.

Por elasticidad se entiende a la capacidad de un material para deformarse
instantaneamente cuando se somete a una carga mecanica. La resistencia a la traccidn
se define como el esfuerzo en el punto de ruptura durante un alargamiento de un
hidrogel. Por su parte, la resistencia a la compresidn se refiere a la capacidad de soportar
una carga inducida para disminuir el tamafio del material. Mientras que la rigidez se
define como la resistencia a sufrir una deformacion cuando el material se expone a una
carga mecanica. Cabe destacar que la resistencia, en contraste a la rigidez, representa
la resistencia del material frente a la fractura o falla resultante de una deformacién

excesiva (Vedadghavami et al., 2017).
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En paralelo a las propiedades mecanicas que puede soportar un hidrogel, que a nivel
experimental se miden mediante la presidn, se ha descubierto la existencia de una
“protein corona”, la cual es un entorno biomolecular que rodea a nanoparticulas que
ingresan al cuerpo. Esta corona se conforma de una capa de biomoléculas (proteinas,
péptidos, fosfolipidos, y otros) alrededor de las nanoparticulas y otorga cualidades de
proteccion, biocamuflaje y funcionalizacién a nanoestructuras sintéticas (Monopoli et

al., 2012)

2. Corona proteica y matriz extracelular

2.1 Corona proteica

La “protein corona” o corona biomolecular, estd compuesta principalmente de
proteinas, pero diversos estudios han reportado que ademds se incluyen otras
biomoléculas como lipidos, metabolitos y azlcares (Corbo et al., 2017). El hecho de que
se forme una corona proteica es un fendmeno universal, exceptuando aquellas con
recubrimientos zwitteridnico. La composicidn de la corona proteica se ve influenciada
principalmente por las caracteristicas de Ila nanoparticula, sus propiedades
fisicoquimicas, como también por variables ambientales, incluyendo temperatura,
fuente de proteina y el tipo de enfermedad especifica presente en el paciente (Corbo et
al., 2017).

Se ha reportado que la formacién de una corona proteica consta de distintos
componentes, lo cual lo hace un proceso dindmico. En primer lugar, las propiedades
fisicoquimicas ya mencionadas, como también el tamafio, carga, forma, morfologia y
heterogeneidad de las nanoparticulas poliméricas es variable, lo que puede afectar la
formacién de la corona de proteinas a su alrededor. Por otro lado, la naturaleza y
estructura tridimensional de la proteina o péptido juega un papel importante en la
formacion de la corona, en cuanto a la constante de asociacion/disociacién, estabilidad,
forma y eficiencia de unién especifica (Pareek et al., 2018). De esta forma, la corona es
determinante en la distribucién de las nanoparticulas en fluido bioldgico, como también
en su destino, ya que esta corona proteica es la que serd identificada por varias células
y logrard tanto proteger como camuflar los componentes internos de la nanoparticula
(Pareek et al., 2018). Todos los factores que forman o alteran a una corona proteica la

hardn mas reconocible para una proteina que otra (Figura 3). Asi, la manipulacién
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controlada en el disefio de la “protein corona” toma un rol muy importante para que la
nanoparticula funcionalizada reconozca una proteina objetivo de forma selectiva y con

alta afinidad.

Formacion de corona Interaccién con
proteica sistema inmune

. (@)

Nanoparticula

Carga
¢~ biomolecular

‘@
D

Funcionalizacién de 2 —ee o i
e Ambiente fisiolégico Interaccion con célula
superficie objetivo

Figura 3. Esquema de la formacion de una corona en un ambiente fisioldgico. (Imagen adaptada de
Digiacomo et al., 2020).

Las nanoparticulas han sido parte de estudios en las que su uso en macromoléculas y
matrices extracelulares mejoran la homogeneidad y cumplen propiedades dptimas para
la regeneracion tisular e incluso cardiaca. Como ejemplo, nanoparticulas de oro
sintetizadas tienen una naturaleza biocompatible y un alto potencial para mejorar las
comunicaciones eléctricas intercelulares con células cardiacas, su forma esférica y
homogénea hace que se distribuyan en la superficie porosa de la matriz,
proporcionando una conductividad favorable e influencias biolégicas en la reparacién

cardiaca (Dong et al., 2020).

2.4 Matrices extracelulares

Las matrices extracelulares (ECM, por sus siglas en inglés) corresponden a redes
macromoleculares tridimensionales y altamente especializadas (Figura 4). Estan
compuestas de colageno, proteoglicanos/glicosaminoglicanos, elastina, fibronectina,
lamininas y varias otras glicoproteinas, las cuales son moléculas altamente acidas e
hidratadas (Theocharis et al., 2016). La ECM proporciona los espacios donde se incrustan

las células para completar las estructuras generales que forman los tejidos (Theocharis
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et al., 2019), dando asi, mediante su interconexién, la formacién de érganos con
funciones fisioldgicas apropiadas. Como otra caracteristica, la ECM suministra a las
células senales quimicas y mecdnicas que son adecuadas para regular la migracion,
supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular, manteniendo la homeostasis y las

funciones de los tejidos.

M'—

Sag s CAoesqueistn  weemgianghngiges oMoen0 XV L
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Figura 4. Esquema de la matriz extracelular y su diversidad de funciones. Proteinas de la matriz dan
soporte estructural (colageno tipo |, fibras eldsticas), interaccidon con receptores de la superficie celular
para proporcionar sefiales mecénicas (coldgeno e integrina a1B2), migracién celular directa (fibronectina
e integrina a5B1), captan factores de crecimiento (decorina y TGFB) y a través de la degradacion,
proporcionan moléculas de sefializacidén bioactivas (colagenos XV y XVIII liberan endostatina). (Imagen
adaptada de (Birch, 2018)).

Las moléculas de la ECM interactian con células residentes a través de numerosos
receptores de superficie celular, incluyendo las integrinas, receptores de dominio de
discoidina, y receptores como CD44, RHAMM, LYVE-1 vy layilin (Theocharis et al., 2019).
Tanto sus componentes, como las interacciones que producen, hacen que las ECM se
someta a continuas remodelaciones, ya sea en condiciones normales como en el caso
de la cicatrizacién por heridas. Asi, dependiendo de las circunstancias patoldgicas como

también de los niveles de cada elemento que compone a la ECM, el mantener una
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composicion y estructura adecuada de las ECM es fundamental e importante para la

integridad y funcionalidad del tejido (Theocharis et al., 2019).

2.4 Componentes de la ECM

Uno de los principales componentes de las ECM corresponde al coldgeno. Si bien la
familia de proteinas del coldgeno contiene 28 tipos diferentes de arquitecturas y
funcionalidades muy variadas, todas poseen la estructura de triple hélice
(Ramachandran & Kartha, 1954). Los enlaces de hidrégeno intercatenarios periddicos
entre tres hélices del tipo poliprolina-Il forman la triple hélice de coldgeno (Luo & Kiick,
2013). Dichas hebras estdan hechas de repeticiones de tripéptidos “GXY”, siendo las
posiciones X e Y principalmente usadas por prolina y 4R-hidroxiprolina, en coldgenos

nativos (Figura 5) (Chen & Zou, 2019).

Figura 5. Representacion del cristal 3DMW correspondiente al colageno tipo 3 humano y su triple hélice.
Se diferencian las 3 cadenas por colores rojo, azul y gris. Se destaca uno de los tripéptidos Gly-Pro-Hyp
presentes en la secuencia en verde-blanco-cian, respectivamente.
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Debido a la limitacién del uso de colagenos de origen animal, es que se propone el uso
de un péptido sintético similar al coldgeno, como alternativa para su uso clinico. Estos
tipos de péptidos, dado el autoensamblaje multi-jerarquico caracteristico del colageno,
han atraido a los cientificos desde hace mucho tiempo por las posibles aplicaciones en
la ingenieria de tejidos. Como ejemplo, el péptido a utilizar, de secuencia (NH2-
GC(GPO)sGGCG-0OH) es un péptido que presenta la caracteristica unidad repetitiva de
glicina-prolina-hidroxiprolina del coldgeno, complementado por puentes de hidrégeno,
esto dandole estabilidad a la triple hélice mediante su ensamble (O’Leary et al., 2011) y
a su vez propagandose en nanofibras con empaquetamiento de triple hélice y longitudes
nanomeétricas (O’Leary et al., 2011).

Si bien estos tipos de péptidos son dificiles de producir, tienen a nivel estructural y
funcional la capacidad de ser bloques de construccién ideales para el desarrollo de
adhesivos de tejido biolégico y rellenos de activacion a distancia y controlada

(McTiernan et al., 2019).

Asi lo ha demostrado una investigacién donde, gracias a la triple hélice compactada del
colageno, se forman estructuras seudo-hexagonales y escalonadas, llamadas fibrillas de
coldgeno (Islam et al.,, 2016). En la figura 6 se observa como estas fibrillas se
autoensamblan lineal y lateralmente, dando fibras de colageno y una red de hidrogel.
Para lograr esto, el disefo y sintesis del péptido debe estar en las concentraciones
suficientes para agrupar las nanofibras con el triple empaguetamiento helicoidal,
caracteristico del coldgeno natural, para que interactien y formen los hidrogeles de alta
calidad, dando resultados prometedores para procesos en donde el colageno tiene un

rol principal (Islam et al., 2016).
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Figura 6. Esquema que representa la creacién de fibras de coldgeno a partir de la secuencia de
aminodcidos.

Otros estudios han reportado que hidrogeles de colageno con péptidos derivados de la
histona desacetilasa 7 (HDAC7) promueven la regeneracién del miocardio infartado. El
hidrogel de coldgeno tipo | es inyectado por via intramiocardica en la region infartada
de la pared del corazén, lo que reduce la apoptosis celular y promueve la progresién en
el ciclo de los cardiomiocitos (Zhang et al., 2019). Aunque el coldgeno es el componente

de importancia para este estudio, existen otros elementos de las ECM.

La elastina es un componente de la ECM que esta presente en tejidos que experimentan
un estiramiento continuo, como los pulmones, la piel, ligamentos, el cartilago elastico y
los vasos sanguineos elasticos. Las lamininas por su parte, son componentes
importantes en las membranas basales, que consisten en grandes heterotrimeros que
forman una cruz de 3 cadenas y tienden a auto-asociarse para crear una gran red de
laminina en las membranas basales, las cuales interactian con colageno IV (Theocharis
et al., 2019). Las fibrillas estan compuestas principalmente de coldgeno | y cantidades
menores de coldgeno lll y V y su formacién en la ECM se da gracias a la fibronectina. La
fibronectina tiene varios motivos funcionales que son capaces de interactuar con
receptores como las integrinas, coldgeno vy fibrina, que actlan como puente en la

organizacién de la matriz y las interacciones matriz-célula (Zollinger & Smith, 2017). En
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cuanto a los proteoglicanos, otro constituyente principal de las matrices extracelulares,
estan presentes también en la superficie celular e intracelular. Son clasificados en base
a su localizacién, caracteristicas genéticas, estructurales y funcionales comunes. La
comunicacion de estos componentes y las funciones de las que son protagonistas es

clave para el funcionamiento de las ECM.

2.4 Integrinas

Como se comentd anteriormente, el colageno es la principal proteina de este estudio y
se destaca como la proteina estructural mas abundante en el organismo de vertebrados,
siendo crucial en la reparacién de heridas, como también en la morfogénesis,
inflamacién, entre otros (Siljander et al., 2004). En este sentido, las integrinas son
moléculas de adhesién heterodiméricas, que forman un subgrupo importante de
receptores, que regulan la interaccién entre el colageno y las células. Cuatro son las
subunidades que se asocian de forma no covalente a la integrina Bl (Figura 7),
constituyendo la familia de integrinas de unién a colageno nativo (Gullberg & Lundgren-

Akerlund, 2002).

a-subunit |
aomain

a a-subunit non |
comam

Bsubunit

Figura 7. Familia de integrinas. Se muestran las cadenas de integrinas actualmente conocidas de la familia
de las integrinas vertebradas, con diferentes etiquetas de colores segln la subunidad. (Imagen adaptada
de Donald et al., 2002).
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La integrina a2B1 es un receptor bien caracterizado y extendido para colageno, laminina
y otros ligandos que no forman parte de la matriz. Esta integrina es la Unica que se une
al coldgeno en las plaquetas y es crucial para la deposicidn en los coldgenos expuestos
en las paredes arteriales dafiadas. La clave entre la asociacion de las integrinas y los
péptidos de tipo colageno, es que en este tipo de péptidos se identificod la secuencia
GFOGER, como el motivo de reconocimiento minimo para 3 tipos de esta familia de
proteinas, que gracias a la co-cristalizacion, revelé una interaccion crucial entre los sitios
de adhesion dependiente de iones metalicos y la secuencia GER (Knight et al., 2000).
Ademas de esto, el colageno proporciona sitios de unidn para que los receptores
celulares de integrina produzcan adherencias focales (Mostafavi-Pour et al., 2001; Tulla
et al., 2001; Berrier & Yamada, 2007). Estas adherencias célula-matriz, son esenciales
para la regulacién de procesos bioldgicos como la proliferacion, supervivencia celular y
la tumorigénesis (Berrier & Yamada, 2007). Por ende, las integrinas juegan un papel
clave, actuando como receptores para los objetivos de la matriz extracelular,
transmitiendo sefales tanto dentro como fuera de la célula, proceso que involucra a
mas de 50 proteinas (Zamir et al., 1999; Hynes, 2004).

Las caracteristicas de esta comunicacion entre matriz-célula es el blanco para diferentes
proteinas, y biomoléculas en general que incluyen los péptidos de tipo colageno
mencionado anteriormente, y un compuesto altamente utilizado en el area

farmacéutica, el polietilenglicol.
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3. Polietilenglicol (PEG)

Dentro de los diferentes polimeros utilizados en nanotecnologia, se puede encontrar el
polietilenglicol (PEG), el cual posee las ventajas mencionadas anteriormente para un
hidrogel, ademas de que se caracteriza por poseer una baja toxicidad, siendo a su vez
eliminado tanto por via hepdtica, como por via renal (Greenwald et al., 2003),
posicionandolo como uno de los compuestos mds utilizados para aplicaciones
farmacéuticas.

PEG es un poliéter termoplastico cristalino, con una alta solubilidad en agua en todas las
concentraciones, presenta a su vez inmunogenicidad y antigenicidad (Herzberger et al.,
2016). La alta solubilidad lo hace unico entre los poliéteres alifaticos, lo cual estd dado
por la distancia de los oxigenos en la estructura de este polimero (Figura 8), que es
compatible con la distancia de los hidrégenos en la molécula de agua (Herzberger et al.,

2016).

CH 3OM\)H Metoxi poli (etilenglicol)
n
HW% Poli (etilenglicol)
n

Figura 8. Estructura quimica del polietilenglicol (PEG). La letra n corresponde al nimero de repeticiones
de grupos oxietileno. (Imagen adaptada de Greenwald et al., 2003).

Se debe considerar que PEG es un liquido o sélido de bajo punto de fusion, dependiendo
del peso molecular, vale decir, el nUmero de n. El punto de fusién de este poliéter
depende de la longitud de la cadena y se puede adaptar al rango de temperatura
fisioldgica mezclando y co-cristalizando diferentes pesos moleculares de PEG, que son
importantes para cremas, unglientos para la piel y supositorios (Herzberger et al., 2016).
Las caracteristicas y usos ya implementados de polietilenglicol dan lugar a una amplia
gama de aplicaciones clinicas ya sea en el drea cosmética, farmacéutica y médica, lo cual

podria generar nuevas tecnologias en biomateriales al combinarlo con péptidos de
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funcion conocida, quienes pueden verse favorecidos por las caracteristicas que posee
PEG.

Entender el autoensamble de estos polimeros es clave para el futuro desarrollo de
nuevos biomateriales, y es que han demostrado una alta biocompatibilidad,
biodegradabilidad y microambientes que imitan la matriz extracelular (Chen & Zou,
2019). Su ensamblaje puede desencadenarse por estimulos externos, como la fuerza
idnica, temperatura y pH, dando asi la formacién de nanoestructura o nanomateriales

mediante condiciones fisiolégicas (Chen & Zou, 2019).

Un beneficio caracteristico del uso de PEG, es su “stealth” o propiedad anti-incrustante,
la cual repele la adsorcion de proteinas no especificas en regeneracion de tejidos y la
adhesién celular. Gracias a esto, le permite crear patrones funcionales en superficies de
PEG o dentro de hidrogeles de PEG tridimensionales cuando se modifica con moléculas
de adhesion adecuadas. Asi, la capacidad de las moléculas de PEG para prevenir
interacciones biomoleculares no especificas tiene ciertas ventajas y desventajas (Lin &
Anseth, 2009). En el caso de la regeneracion de tejido, las moléculas de PEG vy su
caracteristica como hidrogel anti-incrustante reducen la adhesién de células
inflamatorias a la superficie del hidrogel, disminuyendo las posibilidades de formacidn
de capsulas. No obstante, dicha propiedad dificulta la adsorcidn de moléculas bioactivas,
como aquellas de la matriz extracelular, que apoya el crecimiento y funcion de las células
encapsuladas, reduciendo la viabilidad de dichas células que requieren interacciones
con la matriz circundante. Aun asi, el motivo funcional es facil de incorporar dentro de
los hidrogeles de PEG mediante copolimerizacién (Lin & Anseth, 2009). Algunos
investigadores, ya han incorporado una variedad de secuencias de péptidos de adhesién
celular derivadas de la matriz extracelular dentro de hidrogeles de PEG, promoviendo la
supervivencia de células encapsuladas, incluyendo células B pancreaticas, células madre

mesenquimales humanas, entre otras.
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Figura 9. Estructura quimica de productos comercializados de PEG. A DSPE-mPEG-2000, b DSPE-PEG-
NH2, y c DSPEPEG(2000)Biotin ® Avanti Polar Lipids, Inc. (Imagen adaptada de Alarcon et al., 2019).

Otros usos de PEG han sido la solucién para la protedlisis excesiva de fibronectina (FN),
la cual altera la reparacion tisular en heridas crdnicas (Zhang et al., 2014). Este
componente es esencial en la cicatrizacién de heridas y gracias al grupo quimico
polietilenglicol, se ha logrado, junto a residuos de cisteina, darle mas estabilidad de la
cual tiene la misma FN nativa (Zhang et al., 2013). Asi, la FN “pegilada” con cisteina fue
un apoyo en la adhesion y migracion celular en la misma medida que esta proteina en
su estado nativo. No obstante, no fue ensamblada en una matriz extracelular al
inmovilizarse, por lo que, el conjugado de FN-PEG con residuos de lisina no perturba la
estructura de FN y presenta una adhesién celular comparable a su estado nativo,

ensamblandose ademas en fibrillas de matriz extracelular (Zhang et al., 2014).

El rol de PEG en la sefializacién celular de la ECM necesita de una incorporacidn celular
sistematica. La ausencia de moléculas de sefalizacién celular en hidrogeles de PEG los
convierte en matrices biocompatibles inertes, sin adhesién celular o adsorcion de
proteinas (Papavasiliou et al., 2012). Es por esto, que el uso de matrices sobre las cuales
introducir sefiales biofuncionales para la ECM en forma soluble o inmovilizada
covalentemente, ayudaria a modular respuestas celulares especificas. Para aquello, el

requisito minimo para que las células de anclaje sobrevivan sobre y dentro de las
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matrices de PEG es hacerlas adhesivas a las células (Papavasiliou et al., 2012). Es por
esto, que es importante funcionalizar los hidrogeles de PEG con secuencias que ayudan
a la adhesion celular, como los péptidos de tipo colageno, y con ello poder evaluar
preguntas tales como: ¢Qué aportaria PEG a la estabilizaciéon y ordenamiento de la
matriz extracelular?, ¢Es importante el ordenamiento estructural de una matriz
extracelular?, éQué tipo de ordenamiento adoptaria una matriz basada en péptidos
CLP y PEG? ¢Qué caracteristicas mecdnicas poseen estos hidrogeles? Estas
interrogantes son las que se buscan responder en el presente trabajo de tesis, mediante
el estudio estructural de la funcionalizacion de sistemas PEG-CLP, utilizando
simulaciones de dinamica molecular, métodos computacionales que permiten seguir el
movimiento conformacional de una molécula o proteina, a lo largo del tiempo en un
nivel atémico (Collier et al., 2020). Este método ha expandido drdsticamente el
descubrimiento de farmacos gracias a la resolucion temporal fina, la precisién vy
accesibilidad de la simulacion.

Los sistemas seran simulados en diferentes concentraciones de péptidos y 8PEG-Mal
(ver seccién 5.0.1). En primer lugar, sin presencia de solvente, dado el tamafio de los
sistemas, para que ocurra una compactacion y se reduzca la caja de agua a utilizar en el
segundo acercamiento de dindmica molecular a utilizar, correspondiente al uso de
solvente explicito, para lograr en este punto, altos tiempos de simulacidn. Estas
trayectorias se analizardn mediante scripts en Tcl, con un enfoque en las interacciones
moleculares, pardmetros geométricos de ordenamiento y estabilidad de las

conformaciones alcanzadas en el sistema.
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Hipotesis
La inclusion de péptidos tipo coldgeno en la formacidn de hidrogeles basados en

biopolimeros (PEG) facilita el auto ensamblaje tridimensional y aumenta la estabilidad

estructural de materiales con fines biomédicos.

Objetivo General

Evaluar la estabilidad estructural de hidrogeles conformados por péptidos tipo coldgeno
y polimeros biodegradables en distintas proporciones, mediante la generaciéon de un

protocolo basado en dinamica molecular clasica.

Objetivos Especificos

- Diseflar modelos de hidrogeles compuestos de polietilenglicol (PEG) funcionalizados con

péptidos tipo colageno en distintas proporciones.

- Evaluar estabilidad y conformaciones de equilibrio para péptidos de auto ensamblado

utilizando simulaciones de dindmica molecular.

- Estimar estabilidad y conformaciones de equilibrio para macrosistemas replicados en los

3 ejes de coordenadas mediante dindmica molecular cldsica.

- Examinar la resistencia mecdanica de hidrogeles mediante simulacién molecular a

distintas presiones.
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Materiales y Métodos

Con el fin de poder realizar los objetivos propuestos la presente tesis, se planted el uso
de diferentes métodos computacionales, incluyendo el modelado de moléculas,
simulaciones de dindmica molecular sin presencia de solvente, como también
simulaciones con solvente explicito. Como ultimo punto, se analizé los resultados de
dindmica molecular mediante scripts en lenguaje Tcl, para estudiar los niveles de
resistencia mecdnica de los hidrogeles sometidos a diferentes valores de presién en las
simulaciones ejecutadas. En la figura 10, se pueden observar los 4 hitos planteados para
este proyecto de tesis, donde se destaca: 1, el disefio de modelos de hidrogeles
compuestos de polietilenglicol (PEG) funcionalizados con péptidos tipo coldgeno en
distintas proporciones. 2, evaluacién de estabilidad y conformaciones de equilibrio para
péptidos de auto ensamblado utilizando simulaciones de dinamica molecular. 3, repetir
el hito 2 pero para sistemas replicados en los 3 ejes de coordenadas, con la finalidad de
estudiar de mejor manera las estructuras encontradas en el hito anterior. Y finalmente

4, el analisis a la resistencia mecanica de hidrogeles simulados en el punto 3.

Figura 10. Resumen de metodologia a seguir en este trabajo.
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4. Modelado y generacidn de estructuras

4.1 Modelado tridimensional de estructuras tipo colageno.

Con el objetivo de estudiar las estructuras tridimensionales de matrices extracelulares
sintéticas, conformadas por péptidos y polimeros, en un inicio es importante modelary
obtener las estructuras moleculares de cada especie. En primer lugar, es necesario
obtener la estructura tridimensional del péptido tipo coldgeno a utilizar. Para esto, se
realizé6 un modelado de su estructura, en base al péptido conocido como CLP1, el cual
ha sido modelado previamente y aprobado a nivel experimental y computacional. Mas
en detalle, McTiernany colaboradores en el afio 2019 (McTiernan et al., 2019) disefiaron
los péptidos CLP1y CLP2 para producir materiales biomiméticos con variada viscosidad,

con el fin de utilizarlos en el cierre de heridas sin sutura.

Para cumplir con este punto, asociado al primer objetivo especifico, se utilizd la
estructura de CLP1 modelado previamente por Alarcén y cols. (2017) como templado de
nuestro péptido. CLP1 fue modelado con el servidor “Swiss-model” (Biasini et al., 2014),
obteniendo asi un modelo de homologia del péptido CLP1, a partir de la secuencia
CG(PKG)4(POG)4(DOG)4. En esta secuencia, “O” corresponde al aminodcido
hidroxiprolina. La identidad de la secuencia entre el coldgeno y el péptido modelado es
de un 81,48% y se ha utilizado una estructura de colageno derivada de manera
experimental como templado, cuyo PDB ID es 1NAY (Stetefeld et al., 2003). Al tener un
porcentaje de identidad de secuencia de alto valor, la estructura generada para la
secuencia DOG se replicé de forma manual, construyendo asi el modelo final de CLP1
que, basado en el templado, el modelo por homologia fue generado en la estructura de
triple hélice multimérica (Figura 11). Con esta estructura, y utilizando la secuencia del
péptido de interés, se modeld su estructura tridimensional utilizando el mismo servidor,

para asi obtener el archivo de coordenadas (PDB) correspondiente.
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Figura 11. Estructura tridimensional de CLP1.

4.2 Modelamiento de cadenas de PEG

A nivel experimental se ha postulado que la presencia de polimeros tales como
polietilenglicol (PEG), ayudan a estabilizar y ordenar las estructuras de matrices
extracelulares. De esta forma, para evaluar el poliéter utilizado en este estudio y
aportando al primer objetivo especifico, se generaron estructuras moleculares de PEG
(siendo la base de estas lo que se observa en la Figura 12), con una extension especifica
en su cadena, utilizando la plataforma web Molview (Bergwerf, 2015). Esta plataforma
permite el dibujo de estructuras tridimensionales de manera gratuita, como también
facil y eficiente. En concreto, las cadenas de PEG se prepararon de un largo aproximado
de 800-1000Da para evaluar la posterior estabilidad del polimero al funcionalizarlo en
conjunto con los péptidos de tipo colageno. Adicionalmente, se utilizd el software
OpenBabel (O’Boyle et al., 2011), para convertir los archivos generados por Molview a

formatos de archivos de coordenadas.
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Etlenglicol

Figura 12. Representacién 3D de una molécula de etilenglicol.

4.3 Generacion de modelos conjugados de Péptido-PEG

Con el objetivo de evaluar la estabilidad estructural de matrices sintéticas, se estudio la
dinamica y ensamble molecular de sistemas péptido-polimero. Para esto, se
ensamblaron distintas cantidades de péptido y polimero (2:1, 4:1, 8:2, 10:3, Péptido:8-

arm PEG-Mal), se representa la l6gica de construccién en la Figura 13.

Para el caso de la simulacion, el PEG utilizado estd compuesto de 22 mondmeros, dicha
concentracion fue igual para los 8 brazos a modelar. Estos valores referenciales
corresponden a unidades de PEG con polimeros de peso molecular de ~1000 Da. Si bien,
en el articulo de referencia (McTiernan et al., 2019) se utilizan polimeros PEG de 10.000
y 20.000 Da de peso molecular, su modelamiento computacional seria muy costoso y
requeriria de trayectorias de dinamica molecular extensas (orden de microsegundos)

para obtener conformaciones representativas y estables.

En este punto es importante parametrizar, segin el campo de fuerza CHARMM y/o
CGenff, las moléculas de PEG y maleimida para que sea compatible la evaluacién de la
interaccion con el péptido. La maleimida, segun bibliografia tendra un rol que permita
la uniéon covalente de un enlace tioéter estable con la cisteina del péptido (McTiernan
et al., 2019). Adicionalmente, fue necesario construir la topologia de dicho enlace
covalente entre el péptido (cisteina) y el grupo maleimida, el cual permita de forma

automatica la identificacién de dtomos que participan en el “patch”, eliminacién de
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atomos, asignacion de cargas, y angulos de la estructura final. Un “patch” se define
como un tipo de entrada de residuo el cual representa la modificacion de un residuo
existente (Brooks et al., 2009). Los “patchs” son utilizados para unir dos residuos o para
modificarlos, en el caso de este estudio, se utilizardn ambos casos ya que la modificacién
de los residuos permitirdn realizar la union de las moléculas tanto de PEG-Mal con
hexaglicerol, como también Ila unién del péptido a los brazos de PEG-Mal.
Posteriormente, se realizara una minimizacién de energia utilizando el software NAMD
(Phillips et al., 2005) para evaluar la estabilidad de las estructuras conjugadas de

Péptido-PEG en distintas proporciones.

Figura 13. Representacion del sistema Péptido:8-arm PEG-Mal a ejecutar en las simulaciones de
dindamica molecular. Se considera esta légica para armar la matriz. El color verde corresponde al péptido
y las copias necesarias de éste segun las concentraciones; el naranjo representa la union mediante el
residuo de cisteina, por otro lado, el color rojo representa al polimero 8-arm PEG-Mal.

5. Dinamica Molecular

Con el objetivo de estudiar la dindmica de ordenamiento tridimensional de los
complejos Péptido-PEG en sus diferentes concentraciones, se utilizaron dindamicas
moleculares clasica a largos periodos de tiempo. En detalle, la simulaciéon de dinamica
molecular (DM) corresponde a un método computacional ampliamente utilizado para
estudiar el comportamiento de sistemas bioldgicos en funcién del tiempo, y asi evaluar
procesos tales como difusién, que pueden verse afectadas por el tamafio del sistema o
por la posicidn de los grupos radicales de las moléculas, como también el “binding”, para
evaluar el coste energético que estd asociado a otro proceso a analizar, correspondiente

a los cambios conformacionales. Estos datos estructurales se estudiaron analizando las
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trayectorias de cada simulacion, como también con los antecedentes experimentales de
las moléculas a simular, justificando el uso de esta metodologia y asi dar respuesta al

segundo y tercer objetivo especifico de este trabajo.

La DM se identifica como un método el cual estd basado en calculos teodrico-
computacionales que, a través del uso de aproximaciones simples, basadas en la fisica

Newtoniana, buscan imitar los movimientos atédmicos de las moléculas.

Figura 14. Diagrama de flujo que indica el rol de cada archivo y su utilizacion en VMD, NAMD y psfgen
(plugin de VMD).

El proceso general de una simulacion molecular se describe en la Figura 14, mientras
que la funcién de energia del campo de fuerza, la cual describe cada uno de los
movimientos del sistema, tales como estiramiento de enlaces, flexién de angulos,
rotacion de dngulo diedro, flexiones fuera del plano del enlace (angulos impropios), e

interacciones electrostaticas se presentan en la Figura 15.
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Figura 15. Ecuacion de la funcion de energia potencial para un campo de fuerza, utilizada para aproximar
las fuerzas atdmicas que gobiernan el movimiento molecular.

En resumen, la ecuacién (Figura 15) calcula la energia potencial proveniente de las
interacciones entre los atomos enlazados y los no enlazados. Por su parte, los enlaces
quimicos y los dngulos atédmicos son modelados utilizando resortes virtuales simples, y
los dngulos diedros, vale decir, las rotaciones sobre un enlace se modelan utilizando una
funcién sinusoidal que se aproxima a las diferencias de energia entre las conformaciones
eclipsadas y escalonadas. Las fuerzas no enlazantes surgen debido a las interacciones
del tipo Van der Waals, modeladas a través del potencial de Lennard-Jones (Lennard-
Jones, 1931), como también a las interacciones electrostaticas, modeladas usando la ley
de Coulomb (Wilson, 1924). Una vez calculadas las fuerzas que actian sobre cada uno
de los dtomos del sistema, las posiciones de estos d&tomos se mueven de acuerdo con

las leyes de movimiento de Newton a lo largo de la simulacién (Roy et al., 2015).

5.0.1 Sistemas de estudio

En un primer paso, se ejecutaron simulaciones de DM con distintas concentraciones de
péptido y PEG-Mal. Asi, se simularon concentraciones de 2:1, 4:1, 8:2, 10:3, Péptido:8-
arm PEG-Mal. En base a lo anterior y utilizando DM con distintas concentraciones de
PEG en los modelos a simular, se logré estimar el efecto en la organizacion de la matriz
sintética en funcidn del incremento en la cantidad de PEG y la efectividad que ésta tiene
al ser funcionalizada con los péptidos de tipo coldgeno. Con lo anterior, también se logré
proponer la mejor proporcion de las moléculas del sistema, lo que puede dar datos
concretos a utilizar en futuros estudios experimentales. Por otro lado, para ensamblar,

preparar y posteriormente visualizar los sistemas, se utilizé el software VMD (Humphrey
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et al.,, 1996), mientras que el software para ejecutar las dindmicas moleculares fue

NAMD en su implementaciéon GPU.

En particular para este proyecto de tesis, y justificado por el gran tamano de los sistemas
a simular, se realizaron simulaciones de dindmica molecular en vacio para evaluar
compactaciones alternativas de los sistemas y asi reducir la cantidad de dtomos de agua

que se generaran al utilizar solvente explicito.

5.1 Dindmica molecular sin presencia de solvente

Debido al gran tamano de los sistemas a simular, en una primera instancia se propuso
el uso de DM sin presencia de solvente, para evaluar el comportamiento de los sistemas,
principalmente de los 8 brazos de PEG, que, en base a su extensidon, se originaron
grandes estructuras que debian ser solvatada, por lo que este acercamiento buscaba
compactarlas. Por lo anterior, este tipo de DM sin presencia de solvente redujo el
numero de atomos de todos los sistemas, logrando asi alcanzar tiempos de simulacidn

mucho mayores.

a) Solvente explicito b) Sin presencia de solvente

4

H = Hpr« + Hvrn wt *+ “ul

Figura 16. Representacion de un sistema con solvente explicito (a) y sistema sin presencia de solvente (b).
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En términos practicos, se utilizé la herramienta CHARMM-GUI, en la cual es posible
preparar sistemas biomoleculares complejos para simulaciones moleculares (Jo et al.,
2017). CHARMM-GUI permite crear archivos de entrada para programas como

CHARMM, NAMD, GROMACS, AMBER, etc.

La implementacion en CHARMM del modelo de solvatacion contiene algunos
pardmetros claves en la funcién de energia potencial. Por su parte, parametros
termodindmicos y de solvatacion se pueden encontrar en detalle en el estudio de

referencia de Lazaridis y colaboradores en el afio 1999 (Lazaridis & Karplus, 1999).

Finalmente, los sistemas se minimizaron por 20000 pasos, cantidad suficiente para
alcanzar un minimo energético conformacional adecuado en el sistema y generar
conformaciones iniciales adecuadas para la posterior simulacion molecular. Esta
minimizacion se realizé utilizando el algoritmo Adopted Basis Newton-Raphson (ABNR),
equilibrados por un periodo de 1 ns utilizando ensamble candnico (NVT) de 0 a 300K, y
la produccion de datos de interés se llevd a cabo por aproximadamente 10 ns, usando

ensamble isotérmico-isobarico.

5.2 Dindmica molecular con solvente explicito

Una vez ejecutadas las simulaciones en vacio, se extrajeron conformaciones
representativas de cada simulacion (2:1, 4:1, 8:2, 10:3, Péptido:8-arm PEG-Mal) se
solvaté con moléculas de agua tipo TIP3P (Boonstra et al., 2016) y neutralizé con iones
de NaCl imitando asi las condiciones experimentales (McTiernan et al., 2019). Con ello,

se evalud la estabilidad de las conformaciones encontradas con solvente explicito.

Los sistemas se minimizaron por 20000 pasos, al igual que en el punto 5.1, con el
algoritmo steepest descent, con 10 ns de equilibrado utilizando ensamble candnico
(NVT) desde 0 a 300K, por su parte, posteriormente se simuld por 500 ns para la
produccién de datos en ensamble isotérmico-isobdarico (NPT) a 300K y 1 bar, utilizando
el campo de fuerza charmm36. Estas simulaciones permitieron obtener una mayor
informacién acerca de la conformacién, ordenamiento y estabilidad de las matrices que

forman la funcionalizacién de Péptido-PEG.
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5.3 Dinamica molecular con sistemas replicados tridimensionalmente y a
diferentes valores de presién
Finalizadas las DM anteriores, se escogieron 2 proporciones adecuadas y se sumé un
sistema adicional, sin presencia de péptidos, para poder analizar el comportamiento

mecanico con presencia de diferentes cantidades tanto de péptido como de polimero.

En este punto se trabajé el nuevo sistema, junto a las proporciones 2:1y 4:1, que, con
ayuda de un script, fueron replicadas en los 3 ejes geométricos para construir y simular
de mejor manera una red entrecruzada que represente a un hidrogel. A su vez, las
simulaciones para estos 3 tipos de sistemas fueron ejecutadas a diferentes valores de
presion inicial, 0.2, 1, 5 y 10 atmésfera, para poder evaluar el comportamiento como

también los valores de energia de los sistemas en estudio.

Se utilizd la misma légica para preparar los sistemas, como también los tipos de
ensambles, se minimizé por 20.000 pasos, pero debido al tamafio de los sistemas en

este punto, se simularon 50 ns.

6. Analisis de conformaciones de PEG-CLP mediante script en TCL

Finalmente, las trayectorias obtenidas desde dinamica molecular fueron procesadas con
el software de visualizacion VMD. En una primera etapa, se analizaron las interacciones
gue se mantienen entre los mismos sistemas que han sido replicados en los distintos
ejes, para evaluar la formacién de la red entrecruzada que imita al hidrogel. Por otro
lado, se evalué el impacto de los diferentes valores de presiones utilizados, midiendo su
impacto en valores como la energia total, o las diferencias de energias entre un sistema
y otro. Posteriormente se realizaron andlisis de RMSD, para ver diferencias de
estabilidad entre un sistema y otro, esperando observar la estabilidad de las
conformaciones alcanzadas y que tengan el equilibrio adecuado entre rigidez y
flexibilidad que aporta el 8arm-PEG segun lo que menciona el estudio de Islam y cols.
(2017). Sumado a lo anterior, se realizaron analisis de radio de giro para estudiar la

compactacion de los sistemas y como afecta en ello la presion ejercida.
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Estos y otros analisis necesarios para explicar la formacion estable de matrices sintéticas
extracelulares de péptidos-PEG y el comportamiento mecdnico de éste, como la
flexibilidad y resistencia al estrés, mediados por los pistones de presidn, se ejecutaron
mediante la programacién de scripts en el lenguaje Tcl, el cual corresponde a un
lenguaje de scripting integrado en VMD con caracteristicas y comandos tales como los
bucles y las expresiones condicionales. Su extension Tk permite ejecutar los comandos
mediante la “TkConsole” integrada en VMD. Segun la necesidad del estudio, se pueden
crear secuencias de comandos especificas que permitan realizar el analisis que se
requiere como por ejemplo el calculo de distancia entre dos dtomos a través del tiempo
y su distribucién de las distancias, o incluso para colorear de manera automatica

aminodacidos especificos (Hsin et al., 2008).

7. Resultados

7.1 Modelado de nucleo y estructura de PEG ramificado

Los modelos de polietilenglicol (PEG) de 8 brazos se obtuvieron posterior a la
investigacion de su estructura, ya que esta contempla una estructura inicial o “core”
distinto de PEG. En base a articulos y laboratorios que producen este material, se
confirmé que el nucleo del PEG de 8 brazos corresponde a una molécula de hexaglicerol,
este “core” le otorga los 8 puntos de enlaces disponibles para que se unan las diferentes

cadenas del polimero (PEG) y formen la estructura de 8 brazos.

Existen otros tipos de “core” como el pentaeritritol y tripentaetitritol que, gracias a la
incorporacion de fracciones reactivas, como la maleimida, se entrecruzan facilmente en
hidrogeles tridimensionales (Hutanu, 2014). Con esta informacidn, se utilizd la
herramienta Molview (Bergwerf, 2015) para dibujar la molécula de hexaglicerol en base
a su estructura en dos dimensiones, para luego transformar con el mismo software a su
estructura 3D, la que finalmente fue procesada con Openbabel (O’Boyle et al., 2011) y
Paramchem (Vanommeslaeghe et al., 2010), consiguiendo asi el archivo de coordenadas
y de parametros, respectivamente, los cuales son de importancia para generar el archivo

de conectividad.
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b)

Por su parte, la estructura de PEG ramificada fue obtenida utilizando el mismo
procedimiento anterior, dibujando 13 mondmeros de la molécula, lo que corresponde
a un PEG ~800Da. Cabe destacar que este polimero fue modelado junto a las puntas de
maleimida para obtener directamente los parametros del enlace que se forma con este

reactivo.
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Figura 17. Representacion en 3D de moléculas generadas. a) Molécula de Hexaglicerol. B) Cadena de
polietilenglicol con un extremo (izquierdo) unido a la molécula de maleimida.

7.2 Modelado de péptido tipo colageno

Para generar el modelo del péptido a utilizar, se realizd un modelado por homologia,
utilizando el péptido CLP1 como templado. Lo anterior se realizé con el software SWISS-
MODEL el cual se especializa en realizar modelos de estructura por homologia, mediante

un procesamiento automatizado a través de su servidor online.

Dentro de las opciones que dispone esta herramienta, se utilizd la que permite realizar
el modelo con un templado que el usuario puede subir a la plataforma, ademas de la
secuencia del péptido de interés (NH2-GC(GPP)sGGCG-OH). Se utilizo el tripéptido GPP
ya que muchos algoritmos para modelado por homologia no cuentan con los pardmetros

para realizar un modelo que contenga hidroxiprolina.
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Los resultados arrojaron una estructura muy similar a CLP1 a nivel estructural, mientras
que la identidad de secuencia del modelo fue de un 79.31%, mediante una cobertura de

0.97.

Cabe destacar que la prolina fue posteriormente reemplazada por hidroxiprolina
utilizando los archivos de pardmetros para este aminodcido en particular, asi, se pudo
obtener el archivo de conectividad, que contempla la estructura del péptido de interés,
y logrando obtener los archivos necesarios para la ejecucion de las dindmicas

moleculares.
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Figura 18. Representacion 3D y secuencia del péptido a utilizar. Se destacan los residuos de cisteina en
amarillo.
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7.3 Generacién de modelos conjugados péptido-polimero

Con la obtencidn individual de las estructuras de hexaglicerol, PEG-Mal y el péptido, es
posible ensamblar y construir los sistemas de interés en sus distintas concentraciones.
No obstante, anterior a lo mencionado, se debe conectar el “core” a los 8 brazos de PEG-
Mal. Para esto, en primer lugar se dispusieron 8 copias del polimero PEG-Mal utilizando
el software Packmol (Martinez et al.,, 2009) y ubicandolos cercano a los enlaces
correspondiente de la molécula de hexaglicerol, todo esto generando un Unico archivo

de coordenadas.

Posteriormente, se trabajé en un archivo de coordenadas, creando los “patchs” que
unen los 8 brazos a cada uno de los enlaces que otorga el hexaglicerol, quimicamente se
produce un proceso de etoxilacidn, se libera un oxigeno en los diferentes grupos -OH de
la cadena de hexaglicerol, para unirse a la cadena hidratada del polietilenglicol. Lo
anterior, se realizé traspasando las cargas correspondientes a los nuevos dtomos que se

forman, para mantener el sistema a generar con carga neta cero.

Finalmente, en el script para generar el archivo de conectividad, se crearon los
segmentos correspondientes, diferenciados por una letra, para cada una de las cadenas

III

de PEG-Mal, y otro adicional para el “core” de hexaglicerol. Estos segmentos son
posteriormente llamados en el mismo script y sirven para diferenciar una conexién de
otra, evitando que una misma molécula se una a un enlace que ya esta conectado a una
cadena de polimero. Como se observa en el apartado c de la figura 19, se le ordena al
script que se genere la unidn entre cada segmento, generando asi la conectividad entre

estas moléculas, donde el segmento A correspondiente a la molécula de Hexaglicerol,

se conecta con cada uno de los otros segmentos.
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PRES PEG1 0.00 ! linkage for IMAGES or for joining segments
E’) ! 1 refers to previous molecule
! 2 refers to next molecule
! use in a patch statement
! follow with AUTOgenerate ANGLes DIMEdrals command

BOND 101 2C45

GROUP
ATOM 101 0G301 -0.232 !
GROUP
ATOM 2C45 CG321 -0.179 |
ATOM 2H83 HGA2 0.69 !
ATOM 2H84 HGA2 0.09 !

DELETE ATOM 1H1
DELETE ATOM 2H82
AUTO ANGLES DIHE

set A [atomselect top "cha 1 . .
b) ${A} writepdb tmpiA.pdb C) patch PEG1 A:1 B:1
segment A {first NONE; last NONE; pdb tmplA.pdb;} . .
coordpdb tmpilA.pdb A patCh PEG2 A:1 C:2
3::s;cc(,::gnselect top ¢ n 8] patCh PEG3 A:1 D:3
5{B} writepdb tmp1B.pdb . patCh PEG4 A:1 E:4
segment B {first NONE; last NONE; pdb tmp1B.pdb;} R =
coordpdb tmpiB.pdb B patCh PEG5 A:1 F:5
guesscoord . .
set C [atomselect top "chain 7] patCh PEG6 A:1 G:6
s{c} w;t;e;{x:t; IICOR. oo ot s " patch PEG7 A:1 H:7
segmen rs ; last NONE; p mp1C.pdb;
coordpdb tmpiC.pdb C patch PEG8 A:1 I:8
lauesscoord

Ill

Figura 19. Proceso de “patch” de moléculas. a) Generacidn del “patch” en archivo de parametros, donde
se conectan y eliminan los atomos involucrados. b) Ejemplo de generacion de segmentos a unir. c) Unidn
de segmentos que involucran los dtomos a conectar segin a).

Figura 20. Estructura ensamblada de 8PEG-Mal. Se representa el “core” correspondiente a la molécula
de hexaglicerol en VDW.

41



En la Figura 20, se muestra una conformacion representativa del sistema ya conectado
y es la base para construir las distintas concentraciones del hidrogel funcionalizados con
péptidos. Para unir el péptido a la maleimida se siguid la misma légica anterior, en este
caso mediante la formacidon de un enlace tioéter (ver figura 21) entre el azufre de la
cisteina del péptido y uno de los oxigenos provenientes de la maleimida. Se liberé uno
de los hidrégenos del azufre, mientras que el Oxigeno del agente reactivo deja de poseer
un doble enlace para poder otorgarle uno de ellos a la unién del péptido. A su vez, se
deben controlar las cargas de los nuevos atomos, como de aquellos que se perdieron o
cambiaron, comprobando posterior al ensamble del sistema, mediante la tkconsole de

VMD, que mantuvieran una carga neta 0.

Finalmente, se prepararon los sistemas segun las concentraciones presentadas en 5.0.1,
replicandolos con Packmol cuando fuese necesario y generando los parches

correspondientes.

Sistema 4:1

Figura 21. Sistema ensamblado en la razén 4:1 (Péptido:8PEG-Mal). Se destaca un acercamiento a la
unidn entre el residuo de cisteina del péptido y el Oxigeno del anillo de la molécula de maleimida (enlace
tioéter).
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8. Dinamica molecular con solvente explicito

8.1 Ejecucion de dindmica molecular a gran escala de tiempo.

Como se observa en la Figura 21 los sistemas tienen una extensiéon que supera los 100
A, 1o que haria que, solvatados, generen una caja de agua con una gran cantidad de
moléculasy por ende simulaciones moleculares mas costosas a nivel computacional, que
extenderia los calculos por semanas. Para amortiguar los tamafios del sistema, en
primer lugar, se realizaron DM sin presencia de ningun solvente, para compactar los
brazos de PEG-Mal. Como se observa en la figura 22, con poco tiempo de simulacién los
sistemas se compactaron. Mas en detalle, el sistema de proporciones 4:1, redujo su
tamafio posterior a su compactacion, en aproximadamente 150 A, lo que, para los
sistemas 8:2 y 10:3, contempla una reduccidon aun mas relevante, permitiendo optimizar

las cajas de solvatacion a realizar posteriormente.

Sistema 41
*\u
j
7
5\; .";;\’k‘
Ons | ns 3 ns 10 ns

Figura 22. Cambio conformacional durante la trayectoria sin presencia de solvente en sistema con
proporciones 4:1. De izquierda a derecha, se observa como a través del tiempo el sistema se va
compactando.
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La conformacién final de la DM en vacio fue rescatada y con ello los sistemas fueron
solvatados, para el caso del sistema 2:1 en una caja de agua de 60x60x60 A, en el caso
de 4:1, de 74x74x74 A, 8:2 con un tamafio de 92x92x92 A (ver Figura 23) y el sistema
10:3 siendo de 102x102x102 A, la cantidad de 4tomos en estos cuatro sistemas varia de
los 20.000 hasta los 80.000 aproximadamente, valores que permiten obtener grandes
escalas de tiempo con los recursos computacionales disponibles. La totalidad de los
sistemas, posterior a ser neutralizados con iones de NaCl, fueron minimizados por
20.000 pasos, y la produccién de datos se realizé durante 500 ns usando el software

NAMD?2.

Figura 23. Sistema en la razon 8:2 (Péptido:8PEG-Mal), solvatado y neutralizado con iones de NaCl. En
naranjo se destacan mediante la representacion NewCartoon, los péptidos del sistema.
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a) ‘ Sistema 4!

Figura 24. Analisis conformacional de sistema 4:1. a) Cambio conformacional a través del tiempo en sistema 4:1. b)
Conformacidn final del sistema en a) e imagenes periddicas de éste en difuminado blanco que demuestra la interaccion
entre un sistema y otro.
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8.2 Analisis conformacional de las estructuras obtenidas.

En la figura 24 se observa la “descompactacion” del sistema de razén 4:1. En este
sistema en particular se tomaron dos conformaciones en vacio, siendo la que se muestra
en la figura a los 0 ns la adoptada para solvatar el sistema y luego ejecutar la DM a gran
escala de tiempo. Esto permitié que, como se observa en el apartado b de esta misma
figura, se dé una interaccidn que se observa durante gran parte de la trayectoria, gracias
a la libertad que toman los diferentes brazos de PEG-Mal y principalmente aquellos
unidos al péptido, entre sus cajas periddicas. La existencia de las condiciones periddicas
de borde significa que cualquier &tomo que sale de su cuadro de simulacién a través de
alguno de los limites del mismo, reaparecerd del lado opuesto (Yu & Dalby, 2020). Lo
anterior, ocurre en los diferentes sistemas ejecutados, y visualmente representa una red
de hidrogel ordenada. Cabe destacar que las imagenes periddicas son netamente a nivel
de visualizacién mediante VMD, lo que nos llevd a preparar y realizar los calculos de los

sistemas en el siguiente punto.

9. Dindmica molecular con sistemas replicados tridimensionalmente y a

diferentes valores de presion.

9.1 Generacion de sistemas replicados en los 3 ejes.

Luego de observar el contacto que existe entre los sistemas con sus imagenes periédicas
(en sus diferentes concentraciones) y para obtener una mejor visualizacién de dicha
interaccion, se utilizé un script en TCL que permite replicar cada sistema en cada uno de
los ejes geométricos. Para estos efectos se utilizaron solo los sistemas con la razén 2:1y
4:1, ademas de un sistema sin presencia de péptidos. Los sistemas anteriores se
decidieron considerando los tiempos de simulacidn que se pueden ejecutar, en base a

gue la cantidad de atomos va a aumentar aproximadamente 9 veces.
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Para el caso del sistema sin péptidos, como para el sistema con 2 péptidos, se replicaron
a unarazén de 3:3:3, correspondiente a los ejes x:y:z. Para reducir la cantidad de 4&tomos
de agua, la solvatacidn de estos sistemas fue con una caja no cubica, utilizando el plugin
Solvate de VMD, el cual permite rotar la molécula a una conformacién en la cual el

numero de moléculas de agua finales sea menor.

Para el sistema sin presencia de péptido, el nimero total de dtomos fue de ~264.000,
mientras que para el sistema con 2 péptidos fue de ~647.000. Por otro lado, el sistema
4:1 se replicé solamente en la razén 3:3, siguiendo la misma légica para la solvatacion,
resultando en una totalidad de ~693.000 atomos para este sistema. En la figura 25 se
muestra un ejemplo de cdmo se visualizan los sistemas posteriores a la ejecucién del

script.

)

Figura 25. Representacion 3D del sistema 4:1 replicado en dos ejes.
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9.2 Ejecucion de dindmica molecular a 0.2, 1, 5 y 10 atmdésfera.

Con los sistemas armados se escogieron 4 diferentes valores de presidn inicial para las
dinamicas moleculares, lo anterior tomando en cuenta que los hidrogeles regularmente
son sometidos a niveles de estrés o tensidon (medido en Pascales o atmdsfera), para asi
poder estudiar el comportamiento de estos. Segun Vedadghavami y cols. la ECM, y
componentes de ella, como el coldgeno, estan disefiados para soportar una rigidez que
abarca entre los 1 y 100 kPa (siendo 100 kPa equivalente a 0,98 atm), por lo que un
rango entre los 0.2 y 10 atmdsfera resultan ser suficientes para poder analizar el
comportamiento que pueden tomar y el impacto que tienen las concentraciones de los
diferentes sistemas. Los 3 tipos de sistemas, a los 4 valores de presidn se minimizaron
por 20.000 pasos y se ejecutaron 50 ns de produccion de datos utilizando NAMD3
(Phillips et al., 2005).

9.3 Analisis conformacional de PEG-Péptido en valores de energia a diferente

presion inicial.

Con el objetivo de observar el comportamiento mecanico de los sistemas en sus
diferentes concentraciones y valores de presidn, se realizé un analisis a sus peaks de
energia libre durante toda la trayectoria. Para ello se filtré el archivo de salida de NAMD
gue contiene los valores de energia, el cual es guardado cada 10.000 pasos, de un total

de 12.500.000, correspondientes a los 50 ns de produccion de datos.

Estos valores de energia fueron graficados mediante un histograma para observar los
valores mas frecuentes, lo anterior para cada uno de los 3 sistemas, a los 4 valores de
presién distinto. Obteniendo el peak energético en cada caso, se obtuvieron graficos de

presion vs energia, los cuales se observan en la figura 26.
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Figura 26. Grafico de presidn vs energia para los sistemas replicados, de izquierda a derecha, sistema 4:1,
2:1y sistema sin péptidos.

En detalle, la figura 26 muestra que, a presiones menores, todos los sistemas muestran
una menor energia interna, lo cual se puede interpretar como un sistema “mas estable”
estructuralmente, pero sin embargo se muestra como un punto de referencia
energético. Por otro lado, también en la figura 26 se puede observar que a medida que
la presién es aumentada, la energia interna de cada sistema tiende a aumentar o en
términos de estabilidad, la energia tiende a ser menos negativa, lo que podria
interpretarse como un sistema “menos estable”. Sin embargo, los rangos energéticos
observados son distintos para cada sistema en estudio, mostrando que la presencia de
mayor cantidad o proporcién de péptidos aumenta la estabilidad del sistema en estudio,
lo que da indicios de que el péptido cumple un rol de estabilizacion al interactuar de
manera mas eficiente con otros péptidos presentes en el entorno que conforman la red

o0 matriz extracelular.

Adicionalmente y en términos mecanicos, los resultados anteriormente expuestos,
proponen que la presencia de péptidos como componentes de hidrogeles aumentan la
capacidad de soportar tensidon de estos materiales, otorgando una alta capacidad

elastica al biomaterial sintético.
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9.4 Desviacion cuadratica media (RMSD) y andlisis conformacional.

Para interpretar correctamente los valores de energia interna previamente descritos, se
realizaron analisis estructurales de todos los sistemas simulados. En la figura 27 se
muestran los valores de RMSD de los 3 sistemas estudiados en este punto (sistema
replicado sin péptidos y sistemas en la razén 2:1 y 4:1 replicados), tomando los dos
valores extremos de presion utilizado, 0.2 y 10 atm.

Los célculos de RMSD se realizaron con la herramienta de VMD “RMSD Trajectory Tool”,
en ella se alined la estructura de PEG y/o péptidos, dependiendo el caso, respecto a su

posicién inicial, para posteriormente realizar el calculo de RMSD correspondiente.

RMSD vs Tiempo en sistema replicado (0 péptidos) RMSD vs Tiempo en sistema replicado (2 péptidos)
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Figura 27. Graficos de RMSD para el sistema sin péptido, 2:1 y 4:1 replicados, a valores de presion de 0.2 atm (linea
negra) y 10 atm (linea roja), las curvas son un promedio de 1250 frames, representado en nanosegundos.
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En base a lo anterior, es posible identificar una alta fluctuacion en las curvas de RMSD
para los sistemas con 0y 2 péptidos, para ambos valores de presién. Mientras que existe
una diferencia cuando aumenta la presencia de péptidos. Lo anterior se puede
identificar en el grafico correspondiente al sistema 4:1 replicado (figura 27). La
estabilidad de la curva de RMSD es mucho mas notoria, mostrando solo un leve peak a
los 45 ns de la DM para las 0.2 atm de presién, mientras que la curva roja, a 10 atm de
presién, presenta una mayor inestabilidad desde los 30 ns de la DM.

En conjunto a lo mencionado, y si bien existen valores altos de RMSD a través de la
trayectoria (promediando variaciones de aproximadamente 30 A entre todos los
graficos), el RMSD es menor para ambos valores de presién cuando la cantidad de
péptidos en el sistema aumenta, lo que puede indicar que tanto la presencia de
péptidos, y en particular el tripéptido GPO aporta un mayor ordenamiento y estabilidad

estructural al hidrogel que se forma.

0.2 atm - P 10 atm

Figura 28. Estado conformacional a los 45ns de DM para el sistema 4:1 replicado a 0.2 y 10 atm.

51



Radio de giro (A)

A nivel estructural, se observa en la figura 28 una conformacién representativa del
sistema de razén 4:1 replicado, a los 45 ns de la DM. Se observa un sistema ligeramente
mas ordenado y matricial a una presidn de 0.2 atm, mientras que, se observa un sistema

poco estructurado y con un grado de compactaciéon mayor cuando la presion es 10 atm.

9.5 Radio de giro

Con la finalidad de corroborar la resistencia de estos materiales al aumento de presién
y tensidn, se realizaron analisis de radio de giro a la trayectoria de dindmica molecular.
Para los 3 casos de la figura 29 se calculé el radio de giro considerando todo el sistema,

incluyendo las réplicas correspondientes generadas en el punto 9.

Radio de giro de sistema replicado (0 péptidos) Radio de giro en sistema replicado (2 péptidos)
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Figura 29. Radio de giro para el sistema sin péptidos, 2:1 y 4:1 replicados. En verde la curva para la DM a
0.2 atm y en azul para las 10 atm.
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Considerando que el radio de giro nos indica el nivel de compactacién que experimenta
un sistema, se observa una mayor compactacion en los sistemas a 10 atm (curva azul en
los graficos de la figura 29), por ende, una tendencia mas esférica en los sistemas,
mientras que aquellos a menor presidn, tienen un radio de giro superior, 1 A para el
sistema sin péptidos, 6 A para el sistema 2:1y 6 A para el sistema 4:1.

Lo anterior, nos lleva a concluir que el estado menos compacto que arrojan los calculos
indica que los sistemas a menor presion tienden mantener una conformacién mas

matricial que esférica.

9.6 Analisis de funcion de distribucion radial para sistemas con presencia de

péptidos

Con el objetivo de observar la dispersién y distribucion de los distintos componentes de
estos hidrogeles, especificamente de los sistemas en razén 2:1 y 4:1, replicados, se
realizé un analisis utilizando la funcién de distribucién radial para 3 estados de la DM,
tanto a los 0 ns, 25 ns y 50 ns de simulacién. Para estos calculos, las curvas fueron
obtenidas utilizando dos selecciones. La primera corresponde al sistema central y la
segunda corresponde a los PEG o Péptidos de las réplicas restantes en cada sistema,

para asi medir la distribucion de &tomos cercanos al sistema central (primera seleccidn).

En la figura 30 se observan las diferencias en las curvas de RDF a los diferentes tiempos
de simulacién para la comparacién entre el sistema central y los PEG de las réplicas
(graficos a laizquierda), como también la comparacién contra los péptidos de las réplicas
(graficos centrales y a la derecha). Se muestra como ejemplo el gréfico de la razén 2:1
con su sistema central frente a los polimeros de sus réplicas y se repite la misma
tendencia para la razén 4:1 (grafico no se presenta), en donde los valores mas altos de
g(r), por ende, de observar una distribucién cercana de cadenas de PEG al sistema

central, se encuentran a distancias que rodean los 40y 60 A.

Interpretando los gréficos centrales y de la derecha (figura 30), se observa que la
distribucién de péptidos cercana al sistema central cuando la presidn ejercida es de 0.2

atm tiene un valor de 0.025 g(r) a los 50 ns de la DM (grafico central superior en razén
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2:1), siendo esta superior al valor de presién mayor (grafico central inferior) mientras
que, para ambos valores de presidn en el sistema 4:1, al final de la trayectoria, el valor
de g(r) es practicamente igual, alcanzando los 0.05 g(r) (graficos a la derecha). La
similitud en los valores para el sistema 4:1 puede deberse a que, para este tipo de
analisis en particular, la cantidad de péptidos influye mas que la presidn ejercida entre

un sistema u otro.

No obstante, los graficos nos dicen que las distancias interatdmicas tienen una mayor
probabilidad de encontrarse cercanas cuando evaluamos el sistema central frente a los
péptidos del resto del sistema, teniendo maximos de g(r) entre los 4 y 5 A para los
graficos centrales y a la derecha de la siguiente figura, a diferencia de la evaluacion de
los polimeros frente al sistema central, donde los maximos de g(r) se dan a distancias

gue como minimo superan los 15 A.

Sioerma vontred v PEG 12! replicsda) Sivma coetral o5 Péptidon (2] replicadn
a)
""6 B ™ . P e
o = f"\ /-
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g ] It \J_/“\ e o ‘\\
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Distancia A Distancia (A Dissancia (A)

Figura 30. Analisis de RDF para sistemas 2:1 y 4:1 replicados a 0.2 atm (a) y 10 atm (b). Lineas negras
indican la curva a 0 ns, linea roja a 25 ns y linea verde a 50 ns.
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9.7 Propuesta de protocolo para el estudio de sistemas poliméricos

funcionalizados con péptidos.

Como resultado final de este proyecto de tesis, se presenta por primera vez un protocolo
gue resume los principales y mas relevantes hitos utilizados para estudiar matrices
basadas en hidrogeles. Utilizando este protocolo fue posible generar, ensamblar,
simular y analizar los sistemas propuestos. Con miras al estudio de otros sistemas, es
posible utilizar el protocolo de la figura 31 para obtener estructuras tridimensionales y

parametros mecanicos de biomateriales basados en polimeros y péptidos.

@ [ Estudio y generacién de estructuras 3D J

- Archivos de coordenadas l l
- Archivos de conectividad [ CGenFF J [ Molview }

- Archivos de parametros

estructura.pdb
estructura.psf

- Generacion de parche para unir moléculas
- Nuevos archivos de conectividad

ensamblepdb
ensamble.psf

) 1
1 1
@ [ Dinamica Molecular }

- Neutralizacion con iones

[ Ejecucidn de Dinamicas Moleculares [ Con solvente }
1

sistema.dcd
sitema.log

@ [ Andlisis J

. X Diferencias
[ RMSD, RDF } [Radlo de giro }[ estructurales J

De ser necesario
comprimir estructuras

- Solvatacion en caja de agua

Figura 31. Propuesta de protocolo para el estudio de sistemas poliméricos funcionalizados con péptido.
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10. Conclusiones

Los avances en el modelamiento de péptidos y la obtencién de estructuras
tridimensionales mediante herramientas computacionales son alternativas viables que
permiten evaluar diferentes estructuras. Si bien no existian modelos in silico para los
tipos de hidrogeles presentados en este trabajo, se creé un protocolo computacional
ocupando herramientas actualmente disponibles para construir y simular el
comportamiento dindmico de biomateriales. Asi fue posible elucidar el comportamiento
de matrices de hidrogeles y el entrecruzamiento que existe a nivel molecular cuando la

proporcion de estas aumenta.

En concreto, apuntando a los resultados obtenidos en esta investigacién, es posible
argumentar que las diferencias en factores mecanicos de todas las estructuras simuladas
estan directamente relacionadas con la composicién del material y la cantidad de
péptidos y/o polimeros en su estructura. Dicha composicién sera crucial para obtener
un material que posea una caracteristica mas eldstica y/o que resista una mayor tension,
seglin sea necesario. Rangos de presion entre los 0.2 y 10 atmdsfera fueron probados
para los sistemas sin péptidos, tanto como para los que tienen 2 y 4 péptidos, en donde
el menor valor de presidon refleja un menor estrés que experimenta el hidrogel, por lo
gue su conformacion resulta ser mas comoda a nivel energético. Sin embargo, hay que
destacar que, centrandonos en el mayor valor de presion utilizado, el sistema que

mostré mejor tolerancia a este estrés fue el que poseia la mayor cantidad de péptidos.

Sumado a lo anterior, el empaquetamiento caracteristico del tripéptido GPO presente
en los péptidos de tipo colageno, como aquel utilizado en este estudio, aportan a la
formacién y estabilidad de la matriz de hidrogel a medida que aumenta la concentracién
de péptido, sin embargo, las interacciones puntuales como también el plegamiento que

podrian alcanzar multiples péptidos aln deben ser exploradas en profundidad.
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A su vez, los analisis de radio de giro dan luces de la compactacion que tienen los
diferentes sistemas, siendo esta menor cuando la presion a la que se someten los
hidrogeles también es menor, lo que indica que la matriz se mantiene a través del

tiempo de mejor manera, lo cual estd de acuerdo con los andlisis energéticos y de RMSD.

Finalmente, el protocolo creado para este trabajo de tesis es posible de replicar para
otros sistemas que no han sido explorados a nivel estructural o para aquellos de los que
no existe mucha informacién disponible, sin embargo, los softwares y repositorios de la
actualidad, mediante los diferentes pasos implementados en este trabajo, pueden llevar
a resultados y analisis concretos de estructuras complejas con miras en el modelado
computacional de biomateriales morfoldgicamente racionales, con aplicaciones

médicas.
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