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El mundo de las gotas dentro de nuestras células

The world of drops within our cells

Sudeep Koppayithodi y Nishant Singh*
Institut de Materials Avancats (INAM), Universitat Jaume |, Castellén de o Plana.

PALABRAS CLAVE: RESUMEN:
Separacién de fases liquido- La emulacién de la vida biolégica en células sintéticas ha ganado amplia atencién durante la dltima década.

liquido El descubrimiento de orgdnulos con comportamiento liquido en 2009, ampliamente conocidos como conden-
Condensados biomo- sados biomoleculares, ha producido un cambio de paradigma en los campos de la biologia celular y mole-
leculares cular. En respuesta, los quimicos han desarrollado andlogos sintéticos simplificados de estos condensados
Coacervados liquidos sin membrana, denominados coacervados. Aqui destacamos cémo los coacervados sirven como

modelos empiricos ideales para estudiar las relaciones estructura-funcién y para comprender la compleja

Quimica supramolecular 105 €
maquinaria celular.

KEYWORDS: ABSTRACT:

Liquidiquid phase Emulating biological life in synthetic cells has gained widespread attention over the past decade. The dis-
separation covery of liquid-iike organelles in 2009, widely known as biomolecular condensates, has made a paradigm

Biomolecular condensates  shift in the field of cellular and molecular biology. In response, chemists have developed simplified synthetic

Coacervates analogues for these membraneless liquid-like condensates, named coacervates. Here, we highlight how co-

acervates serve as ideal empirical models for studying structure-function relationships and in understanding

Supramolecular chemistry 4
complex cellular machinery.

Introduccion

La célula es la unidad bdsica de la vida. Todos los organis-
mos vivos estdn construidos sobre estas unidades extraordi-
nariamente sofisticadas.” El metabolismo celular mantiene a
los sistemas biolégicos fuera del equilibrio de manera conti-
nua, resistiendo un deslizamiento natural hacia la descompo-
sicién y la muerte celular. Para resistir esta deriva inevitable
hacia el equilibrio, las células requieren un aporte constante
de energia. En los organismos vivos, esta energia proviene
de los nutrientes, que se descomponen mediante reacciones
metabélicas controladas. La energia liberada se captura en
formas quimicas que impulsan los procesos moleculares ne-
cesarios para la actividad celular. Un desafio clave para las
células es gestionar la transformacién constante de muchas
moléculas diferentes de manera coordinada y eficiente. Para
entender cédmo se logra esto, es necesario saber la organiza-
cién y los procesos que ocurren dentro de las células.

Organizar el desorden

Las células estén formadas por moléculas orgdnicas e inor-
gdnicas. Entre ellas se encuentra un conjunto de macromo-
léculas clave, como el dcido desoxirribonucleico (ADN), el
4cido ribonucleico (ARN), las proteinas, los polisacdridos y

los lipidos, que son fundamentales para la estructura y las
funciones celulares. En conjunto se denominan biomacromo-
léculas.

Para que una célula funcione correctamente, sus com-
ponentes moleculares deben estar organizados con preci-
sion. De lo contrario, ello conduciria a cortocircuitos entre
diversas rutas quimicas y, eventualmente, a la muerte celular.
Una estrategia sencilla para evitar este caos es separar las
moléculas quimicas requeridas para una tarea especifica de
aquellas necesarias para otra, utilizando una bolsa o com-
partimento. Repetir este proceso permite obtener una colec-
cién de compartimentos para cada funcién especifica. De
manera notable, la naturaleza llegé a la misma solucién y
cre4 una serie de bolsas para distintas funciones, llamadas
organulos. El nicleo, el reticulo endoplasmico, el aparato de
Golgi, los lisosomas, etc., son algunos ejemplos de orgénulos
que permiten a las células llevar a cabo tareas complejas
de manera ordenada. Los orgdnulos se pueden clasificar en
dos categorias principales segin si estdn encerrados por una
membrana o no: (i) orgdnulos delimitados por membrana y
(ii) orgdnulos sin membrana, ver figura 1(A).
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Figura 1. Representacion grdfica de una [A) célula eucariota con
orgdnulos delimitados por membrana (a la izquierdal
y orgdnulos sin membrana (a la derechal), v (B) orgdnulos
con comportamiento liquido (condensados) que
experimentan fusién.

Orgdnulos delimitados por membrana (ODM)

Como su nombre indica, la caracteristica principal de los or-
génulos delimitados por membrana (ODM) es la frontera que
separa la matriz del organulo de la matriz celular (citoplasma).
Estas fronteras o membranas estén generalmente formadas por
bicapas lipidicas, lo que permite la transferencia selectiva de
moléculas entre las matrices. Orgdnulos como el nicleo, el reti-
culo endopldsmico, las mitocondrias, los lisosomas y el aparato
de Golgi son ejemplos notables de ODM, ver figura 1(A). El
nicleo fue el primer orgdnulo descubierto por Robert Brown
en 1831 mientras estudiaba las orquideas.? Sin embargo, los
cuerpos de Golgi fueron los primeros orgdnulos descritos en de-
talle por Camillo Golgi en 1898 mientras estudiaba las células
nerviosas.! Por lo tanto, nuestro entendimiento de los ODM se
remonta a casi dos siglos, y han sido fundamentales para en-
contrar soluciones a diversos problemas médicos y para curar
enfermedades.”

Orgdnulos sin membrana (OSM)

Los orgdnulos que carecen de membrana para separar su ma-
triz molecular del citoplasma circundante se denominan orgd-
nulos sin membrana (OSM). El primer OSM descubierto fue el
nucléolo en 1835 por Rudolf Wagner y Gabriel Valentin ¥ El
descubrimiento de los cuerpos de Cajal por Santiago Ramén
y Cajal en 1903 en las neuronas abrié el camino para el ha-
llazgo de muchos otros orgdnulos de este fipo, incluidos los
granulos germinales, los cuerpos Py los granulos de estrés, ver
figura 2,671

Figura 2. (A) Refrato de Santiago Ramén y Cajal y (B) su dibujo
de células nerviosas en el cerebro. Imagen A reproducida
de Wikimedia Commons fotografia original publicada por la
Universidad de Clark en 1899, Ref. [8]. Imagen B reproducida
de Ref. [9] Wikimedia Commons.
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Un cambio de paradigma importante en la comprensién
de los OSM ocurrié en 2009, cuando Anthony Hyman y Cliff
Brangwynne demostraron que los grdnulos P en C. elegans se
comportan como gotas con comportamiento liquido, capaces
de fusionarse y deformarse.'? Este trabajo proporcioné la pri-
mera evidencia directa in vivo de que ciertos compartimentos
celulares pueden ensamblarse sin membranas mediante la se-
paracién de fases liquido-liquido de biomacromoléculas, ver
figura 1(B). Como resultado, los OSM ahora se denominan en
términos generales condensados biomoleculares. Estos conden-
sados ofrecen una fase rica en solutos de biomacromoléculas
que pueden exhibir un intercambio molecular répido con el
entorno circundante, permitiendo funciones celulares dindmicas
pero organizadas espacialmente.!'!

Funciones de los condensados
Los condensados biomoleculares desempefian diversas funcio-
nes en la regulacién del ARN, catdlisis, sefalizacién, organiza-
cién del genoma y desarrollo celular. El nucléolo, los cuerpos
de Caijal, los cuerpos Py los granulos de estrés regulan el pro-
cesamiento del ARN y la expresién génica, mientras que los
condensados de enzimas metabdlicas, los cuerpos de Balbiani
y el nucléolo actian como centros cataliticos para reacciones
bioguimicas y ensamblaje de biomoléculas.'? Ademds, los con-
densados de densidad postsindptica median la sefializacién
sindptica en las neuronas, y los condensados de sefializacién
de receptores organizan la sefializacién de células T.¥ Los
condensados también contribuyen a la organizacién y la regu-
lacién transcripcional de la cromating, por ejemplo los cuerpos
de Balbiani en oocitos tempranos. 4%l

El centrosoma representa un condensado biomolecular vital
y esencial para la divisién celular. Los condensados de material
pericentriolar (PCM) en los centrosomas actian como un centro
de nucleacién de microtibulos durante la mitosis. Las propieda-
des liquidas de los condensados de PCM, que varian a lo largo
del ciclo celular, le permiten reclutar o liberar dindmicamente
nucleadores de microtibulos, regulando asi el ensamblaje y
desensamblaje de microtibulos. Estos condensados biomolecu-
lares dindmicos ofrecen un soporte critico para la organizacién
estructural y funcional necesaria para la vida 'l

Coacervados — Modelos de los condensados biomoleculares

Los condensados biomoleculares tienen profundas implicacio-
nes en las funciones celulares y en la vida. Por lo tanto, imitar
estos compartimentos sin membrana en el laboratorio-quimico
nos ofrece una comprensién mucho més profunda de su formo-
cién, dindmica y funciones. Ademds, dichos condensados sinté-
ticos pueden utilizarse para llevar a cabo reacciones quimicas,
facilitar ensamblajes supramoleculares o ambos en entornos
acuosos, proporcionando plataformas versdtiles para estudiar
y disefiar sistemas con caracteristicas similares a las de la vida.

Estos condensados sintéticos se llaman coacervados, tér-
mino acufiado por Hugo R. Kruyt y H. G. Bungenberg de Jong
en 19298 los coacervados son versiones sintéticas de los
condensados biomoleculares con los bloques de construccién
minimos necesarios para la separacién de fases. Se clasifican
de manera general en tres categorias: (i) simples, (i) complejos
y (i) auto-complejos, segin el fipo de bloques de construccién
e inferacciones, ver figura 3(A).

Los coacervados simples estdn compuestos por un solo tipo
de molécula donde las interacciones intermoleculares, como el
apilamiento 111, las interacciones aromdticas y las fuerzas de
van der Waals, juegan un papel importante en la formacién
de gotas. Los coacervados complejos son los coacervados méds
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Figura 3. (A) Representacién gréfica de los diferentes fipos
de coacervados. (B) Propiedades del microambiente del
coacervado. Reproducido de Ref. [17]. Copyright (CCBY 4.0)
con permiso de la ACS.

comunes, compuestos por dos polimeros o un polimero y una
molécula pequefia con cargas opuestas o un polimero y una
molécula pequefia. Principalmente, existen dos factores que
impulsan la coacervacién de manera espontdnea: (i) la inferac-
cién electrostdtica entre electrolitos de carga opuesta y (i) el
aumento de la entropia asociado a la liberacién de los contraio-
nes previamente ligados a los electrolitos constituyentes. [ Por
su parte, los coacervados auto-complejos estén formados por
un Gnico polimero con dominios cargados positiva y negativa-
mente, donde las interacciones infra- e intermoleculares impul-
san la separacién de fases.?”

Espacio confinado de coacervado

los compartimentos sin membrana ofrecen microambientes
distintos que pueden aprovecharse para diversas funciones,
ver figura 3(B). Mientras que los coacervados simples crean
dominios apolares para acomodar sustratos hidréfobos, los
coacervados complejos contienen una densa red de electrolitos
cargados. Al seleccionar la mejor combinacién de bloques de
construccién, se puede ajustar la polaridad de los microambien-
tes de los coacervados.

Dado que los coacervados constituyen una fase densa y
rica en solutos, la concentracién efectiva de agua en su inferior
es menor que la del medio circundante. Por lo tanto, ofrecen
un espacio protegido frente a la hidrdlisis y las interacciones
de enlaces de hidrégeno. Como resultado, las moléculas se
distribuyen preferentemente en estos compartimentos, lo que
conduce a una concentracién localmente elevada. La particién
selectiva permite que los coacervados funcionen como una pla-
taforma para la catdlisis molecular. Més allé de los efectos de
confinamiento, el interior de los coacervados puede imponer
un ambiente de pH localizado. Ademés, las superficies de los
coacervados pueden funcionar como andlogos de las interfa-
ses cataliticas heterogéneas 2"

Aplicaciones de los coacervados

Se han aprovechado los beneficios de un espacio confinado
pero sin membrana del coacervados, en una amplia gama de
aplicaciones: (i) aislamiento selectivo de moléculas de una mez-
cla mediante secuestro molecular,? {ii) liberacién dirigida de

farmacos u otras moléculas funcionales,? i) uso de coacerva-
dos multi-compartimentados como andlogo sintético de células
bioldgicas,?4 (iv) promocién del autoensamblaje y cristaliza-
cién no cldsica en entornos restringidos,?*! y (v) funcionamiento
como centros de reaccién que facilitan la catdlisis en medios
acuosos, ver figura 4(A).2627]

Estos microambientes ajustables permiten la parficién se-
lectiva de reactivos y productos, convirtiéndolos en excelentes
microreactores para la catélisis. La ausencia de membranas
permite un flujo de entrada y salida de reactivos y productos
sin restricciones. Ademds, al ajustar la composicién del coacer-
vado, podemos controlar selectivamente los tipos de moléculas
que pueden entrar en estos compartimentos. Esta selectividad
permite que las reacciones procedan sin interferencia de inhibi-
dores y competidores, ver figura 4(B).

Estas propiedades nicas hacen de los coacervados un
modelo de protocélula viable, como lo propuso Oparin en 1924
(las protocélulas son precursoras de las primeras células vivas).2®
Esto convierfe a los coacervados en un sistema modelo para
crear las células sintéticas con potencial aplicacién en libera-
cién de farmacos, biosensing y materiales inteligentes. En la
Gltima década, la emulacién de la vida bioldgica en células
sintéticas ha recibido gran atencién y ahora la IUPAC ya la
reconoce como una de las diez principales tecnologias emer-
gentes en quimica.®!
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Figura 4. (A) Representacién gréfica de las diferentes
aplicaciones de los coacervados, y (B) Las propiedades de los
coacervados los convierten en excelentes centros de reaccion
para la compartimentacién y el secuestro/liberacién selectiva
de reactivos y productos. Reproducido de Ref. [17]. Copyright

(CC-BY 4.0 con permiso de la ACS.

Nuestra aportacion en el campo

En los sistemas vivos, los autoensamblajes biolégicos muestran
una notable capacidad de adaptacién al transitar por méltiples
minimos locales en paisajes energéficos complejos antes de al-
canzar el equilibrio termodinémico. Los filamentos de actina y
microtébulos, que desempefian un papel esencial en la rigidez
celular, la migracién celular y la divisién celular, son un ejemplo
paradigmético.’ La coexistencia de distintas rutas cinéticas/
fuera del equilibrio y termodindmicas que compiten por el mismo
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conjunto de monémeros, pero que dan lugar a autoensamblajes
diferentes, se denomina complejidad de rutas. Diferencias sutiles
en estas rutas pueden comprometer los autoensamblaijes y sus
funciones especificas. Por ejemplo, la pérdida de control sobre
vias competidoras puede dar lugar a estructuras patoldgicas,
como la agregacién proteica aberrante e irreversible conocida
como agregacion amiloide, asociada a las enfermedades de
Alzheimer y Parkinson." El esclarecimiento y el disefio de ru-
tas complejas de autoensamblaje pueden, por tanto, ampliar
nuestra comprension de los procesos biolégicos y contribuir al
desarrollo de soluciones para diversas enfermedades.

En nuestro laboratorio también exploramos nuevas vias de
autoensamblaje para dirigir mondmeros de pequefias molécu-
las hacia ensamblajes con distintas morfologias y funciones.
Por ejemplo, hemos introducido una novedosa y compleja via
de autoensamblaje que se origina a partir de un coacervado
simple del aminodcido leucina protegido con 9-fluorenilmetoxi-
carbonilo (Fmoc). Este sistema exhibe una evolucién multidirec-
cional desde una gota separada en fases hasta diferentes tipos
de ensambles jerdrquicos mediante miltiples intermediarios
fuera del equilibrio, controlando el pH, la temperatura y las
concentraciones de sal. Los ensamblajes de Fmoc-D-Leucina
se inician mediante vias de nucleacién cldsicas y no cldsicas,
dando lugar a distintas estructuras metaestables (hidrogeles
transitorios), cinéticas (hidrogeles estables) y termodindmicas,
como policristales y laminas 2D, ver figura 5. Las condiciones
quimicas y térmicas iniciales dirigen a los monémeros hacia
una via de ensamblaje especifica, lo que resulta en autoen-
samblajes metaestables con una disposicién molecular distinta
a la de los que han alcanzado el equilibrio. En muchos casos,
los ensambles en equilibrio actian como un sumidero termodi-
ndmico, agotando progresivamente los monémeros de las es-
tructuras metaestables y dando lugar a materiales transitorios.
Esta dindmica puede modularse quimica o térmicamente para
ralentizar la disolucién del hidrogel transitorio o evitar por com-
pleto los estados intermedios para alcanzar los ensamblajes de
equilibrio final. Alternativamente, el estado metaestable puede
controlarse cinéticamente para producir hidrogeles robustos y
estables durante dias. Esta navegacién controlada de las vias
de autoensamblaje ofrece una estrategia biomimética versatil

para acceder a materiales en desequilibrio con propiedades a
la carta y un amplio potencial de aplicacién.??!

Durante la dltima década, la investigacién sobre los coa-
cervados ha crecido répidamente, revelando su aplicacién en
una amplia gama de funciones, como la catdlisis, la compar-
timentacion, el secuestro molecular y su papel como centros
para la autoorganizacién y la cristalizacién no clésica. Por ello,
se han explorado diversas combinaciones de biomoléculas y
biopolimeros con el fin de identificar la formulacién éptima
para la coacervacién. Sin embargo, todavia carecemos de un
disefio molecular racional de los bloques de construccién para
la formacién de coacervados. Para abordar esta carencia, pre-
sentamos una estrategia de novo para el disefio de bloques de
construccién a medida destinados a la coacervacién compleja.
En concreto, nos centramos en bloques de construccién con car-
gas negativas derivados de moléculas orgdnicas aromdticas.
Estas pequefias moléculas se sintetizan mediante una reaccién
entre L-cisteina y aldehidos aromdticos, dando lugar a un hete-
rociclo de cinco miembros denominado tiazolidina (TD). Estos
anillos de tiazolidina contienen un grupo carboxilato con carga
negativa, que resulta crucial para las inferacciones electrostd-
ticas con electrolitos positivos y la consiguiente coacervacion.
Ademds, el nicleo aromdtico, junto con sus sustituciones, puede
proporcionar una variedad de inferacciones no covalentes que
impulsan el sistema hacia la coacervacion, ver figura 6.

Demostramos este enfoque mediante dos sistemas de
coacervados que emplean una molécula con dos tiazolidinas
derivada del 2,5-dimetoxitereftaldehido (OMe2TD), en com-
binacién con uno de los siguientes electrolitos positivos: (i) un
homopolimero de L-arginina (PA) o (i) un surfactante (Sur). La
primera combinacién dio lugar a un coacervado hidrofilico con
un tamafio de 1-2 pm, mientras que la segunda produjo un
coacervado anfifilico con un tamafio superior a 10 pm (véase
la Figura 6). Si bien los grupos tiazolidinas son esenciales para
la coacervacién, también cumplen una funcién muy importante
en esfas gotas: pueden ufilizarse como centro de reacciones en
estos sistemas. Asi, un aldehido més reactivo, como el formal-
dehido (HCHO), puede exiraer la cisteina de la tiazolidina y ex-
pulsar el aldehido aromético original (OMe2TD a OMe2CHO).
Este aldehido liberado puede reaccionar fécilmente con un se-

“Pathway complexity”- Influencia de las vias de autoensamblaje en las estructuras finales
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Figura 5. Representacion gréfica de la complejidad de la via de la Fmoc-D-leucina. La nucleacién no clésica tiene lugar dentro de
las gotas de coacervado para generar fibras (hidrogeles), policristales monocristales, y laminas 2D. Reproducido de Ref. [23].
Copyright (CC BY-NC- 4.0) con permiso de la WileyVCH-GmbH.
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Figura 6. Representacion grdfica (parte 1) del esquema de
reaccion v (parte ll) de los coacervados reactivos compuestos
de tiazolidina (OMe2TD) con cargas negativas y Poli--arginina
[PA) hidréfila con cargas positivas [n=30) o surfactantes
anfifilicos (Surl. OMDA es un sistema sin coacervacion que
forma nanoesferas interconectadas. PADA se autoensambla a
partir de coacervados reactivos hidréfilos, que forman grandes
microesferas que posteriormente forman nanoesferas a partir
de su superficie, similar a la gemacién en sistemas vivos. (Parte
I1l) [A-B) El inferior de las microesferas de PADA es homogéneo
y sélido. SurDA se aufoensambla a partir de coacervados
anfifilicos, que forman una disposicién similar a una membrana
a lo largo de la periferia de los coacervados. (C-D) El interior
de las microesferas de SurDA con forma de pasa es hueco. la
figura lll (A-D) reproducido de Ref. [24]. Copyright (CC-BY-NC-
ND 4.0) con permiso de la ACS.

gundo sustrato adecuado, por ejemplo, con una amina, para
formar una imina. De este modo, los nuevos bloques de cons-
truccién disefiados cumplen tres funciones: (i) solubilizar aldehi-
dos orgdnicos hidrofébicos en agua, (ii) iniciar la separacién de
fases con un electrolito contrapuesto y {iii) restringir la reaccién
en ausencia de un desencadenante quimico. Dado que estos

coacervados estén compuestos por moléculas reactivas desacti-
vadas que pueden activarse selectivamente para llevar a cabo
reacciones bajo demanda, denominamos a esta nueva clase de
coacervados “coacervados reactivos”, ver figura 6.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los coacerva-
dos reactivos para llevar a cabo reacciones en sus microam-
bientes y dirigir el autoensamblaje del producto, optamos por
la reaccion de condensacién de iminas. Afiadimos 1,4-fenildic-
mina a nuestros dos coacervados, impulsados por polimero y
surfactante, e iniciamos la reaccién con formaldehido. Tras la
reaccion, se generan oligémeros de imina altamente hidrofé-
bicos, que son susceptibles a la hidrélisis. Para reducir el con-
tacto con las moléculas de agua, estos productos de imina se
autoensamblan formando distintos tipos de estructuras jerdrqui-
cas en funcién del entorno del coacervado. Los coacervados
hidrofilicos (compuestos por PA) experimentan una reaccién y
un autoensamblaje muy répidos, dando lugar a microesferas
sélidas (1-2 pm) formados por ensamblajes “frustrados” atrapa-
dos cineticamente. Dado que los enlaces imina son reversibles,
el sistema se reajusta con el tiempo hacia una forma termodi-
némicamente mds estable. Esto conduce a la evolucién de pe-
quefias nanoesferas (~150 nm) a partir de la superficie de estas
microesferas. Este proceso recuerda al fenémeno de gemacién
observado en sistemas vivos. En el caso de los coacervados an-
fifilicos (compuestos por Sur), la reaccién y el autoensamblaje
son considerablemente mds lentos que en el caso anterior. De-
bido al cardcter anfifilico de Sur, las iminas forman ensamblajes
en la periferia en lugar de en el centro; esta reorganizacién da
lugar a microesferas con un nicleo hueco. Asi, se observa una
fransicién desde gotas sin membrana a gotas con membrana,
que evocan a las células vivas, ver figura 6. En resumen, al con-
trolar el componente no reactivo de la coacervacién reactiva,
controlamos el microentorno del coacervado y, de este modo,
dirigimos el autoensamblaie resultante hacia dos rutas distintas
que exhiben propiedades similares a las de los sistemas vivos.

Conclusiones

El descubrimiento y la elucidacién de los condensados biomole-
culares sin membrana constituyen un foco importante de inves-
tigacion en biologia celular, biologia molecular, bioquimica y
biofisica. Al aprovechar estos conceptos a través de sus homé-
logos sintéticos, los coacervados, obtenemos una plataforma
sélida para ampliar las fronteras de la quimica de sistemas, la
dindmica de desequilibrio, la catdlisis orgdnica y la cristaliza-
cién. Ademds, las gotas de coacervados constituyen valiosos
sistemas modelo para estudiar y comprender el papel de los
condensados biomoleculares en los componentes bésicos de la
vida. Las gotas con separacién de fases no solo son herramien-
tas para la investigacién fundamental, sino que también respal-
dan la investigacién aplicada para generar nuevos materiales
funcionales avanzados para el futuro.
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