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DESCRIPCIÓN  
 
Péptidos transportadores para el suministro celular 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere al sector tecnológico del suministro de moléculas en células, ya sea en el citoplasma o en el 
núcleo, o entre células (transporte célula a célula). Este suministro puede ser útil en muchos campos técnicos que 
comprenden, entre algunos otros: el diagnóstico, la terapia y la farmacología. 
 10 
Estado de la técnica 
 
En los últimos años se han desarrollado muchas estrategias terapéuticas y fármacos nuevos, y su eficacia 
terapéutica ha evidenciado ser altamente dependiente del sistema de suministro de fármacos utilizado. El desarrollo 
de transportadores de péptidos que son capaces de llevar un fármaco a su destino intracelular, potenciando su 15 
acumulación y aumentando la propagación célula a célula, mejoraría de forma significativa la eficacia y reduciría la 
toxicidad de cualquier terapia dada. 
 
Existen varias barreras biológicas a nivel celular que debe superar un fármaco dado o una carga útil. Entre ellos, se 
pueden mencionar la membrana celular y la capa cortical submembranosa de actina. Una vez que los péptidos 20 
transportadores han entrado en la célula, el siguiente obstáculo sería escapar a la degradación lisosómica. La 
endocitosis mediada por receptor es, probablemente, la ruta más común para la captación específica de 
macromoléculas. El modo exacto de endocitosis es importante, puesto que determina el trayecto del tránsito a través 
de los diversos compartimentos subcelulares posibles (Zaro). En la mayoría de los casos, el escape endosómico 
debe producirse antes de la fusión con un lisosoma para prevenir la degradación mediante el pH ácido lisosomal. 25 
Después de esto, el escape endosómico es necesario para permitir el acceso del transportador a otros 
compartimentos subcelulares, el citosol o el núcleo. 
 
La mayoría de los virus y toxinas han desarrollado una maquinaria bien definida para infectar las células y para 
alcanzar el núcleo celular. De hecho, existe una amplia experiencia en el uso de vectores víricos en terapia génica, 30 
pero esta estrategia tiene los efectos secundarios no deseados de introducir muchos otros agentes víricos con una 
diversidad de funciones en la célula hospedadora, el riesgo de mutagénesis mediada por el virus, la inmunidad 
preexistente frente al vector vírico o la estimulación de una respuesta inmunitaria frente al propio vector (Moffat) o 
frente al suero fetal de ternero después de inyecciones repetidas (Bao). 
 35 
Primera barrera: La membrana extracelular; en el contexto del suministro de fármacos, se han utilizado péptidos 
para superar la barrera de la membrana celular, los denominados “péptidos de penetración celular” (los CPP, por 
sus siglas del inglés cell-penetrating peptides) para el transporte de diversos cargamentos con pesos moleculares 
varias veces más grandes que el peso molecular del propio péptido transportador (Futaki). La mayoría de ellos se 
han diseñado para superar una o dos barreras celulares, pero son ineficaces frente a las otras. El mecanismo exacto 40 
de internalización de estos péptidos, que obtienen acceso directo al citoplasma de la célula independientemente del 
tipo celular, todavía no está claro, pero parece depender de cada tipo de péptido. Se asume que hay más de un 
mecanismo responsable de la internalización de las diversas moléculas de carga en la célula (Zaro, Ziegler). Se ha 
propuesto que un CPP de origen vírico (procedente de la proteína Tat del virus de la inmunodeficiencia humana) 
llamado suministro mediado por el péptido Tat, transcurre a través de macropinocitosis dependiente de energía, con 45 
el posterior escape del endosoma al citoplasma y, de forma eventual, su transporte al núcleo a través de los poros 
nucleares (Wadia). Otros CPP penetran las células a través de interacciones electrostáticas y de enlaces de 
hidrógeno, en mecanismos no dependientes de energía, pero su capacidad de difusión intracelular es mucho más 
limitada (Rothward). 
 50 
Segunda barrera: membrana endosómica. Después de entrar en la célula mediante algún mecanismo, una segunda 
etapa sería evitar la degradación lisosómica mediante la endocitosis, también conocido como escape endosómico. 
Para facilitar el escape endosómico se diseñaron las estrategias descritas anteriormente (Wagner). 
 
Tercera barrera: las enzimas citosólicas. Una vez que el compuesto suministrado está libre en el citosol podría 55 
degradarse rápidamente. Los ácidos nucleicos como el ADN y otros compuestos químicos, serían susceptibles en el 
citoplasma a la degradación mediante endonucleasas, como las ADNasas y muchas otras enzimas proteolíticas, y 
no serían capaces de alcanzar mediante difusión simple, en un entorno celular deseado en unambiente celular 
concurrido.  
 60 
Cuarta barrera: la membrana nuclear hacia adentro y hacia afuera. Para los fármacos que deben alcanzar el núcleo 
como el sitio de acción (tales como hormonas, ADN plasmídico, intercaladores de ADN), atravesar la membrana 
nuclear supone otra barrera para el suministro de fármacos. La captación nuclear de ADN plasmídico es la etapa 
limitante en la tasade transfección eficaz y la terapia génica satisfactoria. El núcleo está separado del citosol por dos 
membranas que están interrumpidas por los poros nucleares (Pante). Se ha descrito que determinadas secuencias 65 
peptídicas, conocidas como señales de localización nuclear (NLS, por sus siglas del inglés nuclear localization 
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signals), interaccionan de forma específica con factores citoplasmáticos que pueden, después, transportar las 
moléculas a través del poro nuclear. Este transporte tiene limitaciones de tamaño, estimado para las moléculas de 
aproximadamente 40-45 kDa y de menos de 100 nm de diámetro, en promedio. Las NLS son péptidos sin secuencia 
consenso general, compuestas mayoritariamente de aminoácidos básicos. 
 5 
Para la terapia génica o la transfección se han descrito varias estrategias para mediar el suministro de enzimas o de 
ácidos nucleicos al núcleo. Sin embargo, los ácidos nucleicos como el ADN son susceptibles en el citoplasma a la 
degradación mediante nucleasas como las ADNasas, y la movilidad de fragmentos de ADN más grandes está 
restringida debido al entorno citosólico hacinado. Además, la entrada del ADN en el núcleo depende en gran medida 
en la ruptura de la envuelta nuclear que, regularmente, solo se produce durante la mitosis. 10 
 
Dado que el suministro del ADN al núcleo es uno de los cuello de botella principales en el suministro no vírico de 
genes, el acoplamiento de péptidos que contienen una NLS al ADN plasmídico o lineal es la estrategia actual para el 
suministro, aumentado de estas moléculas de carga al núcleo. Se han probado diversas NLS, entre otros, el péptido 
procedente del antígeno T grande del SV40 (Branden, Sebestyen), la NLS procedente de Tat del VIH (Sandgren) o 15 
la secuencia M9 procedente de la ribonucleoproteína nuclear heterogénea (Subramanina). A pesar del concepto 
prometedor, existe una falta de consenso con respecto a la potencia de los péptidos NLS en el transporte de ácidos 
nucleicos. Algunos estudios han demostrado el suministro satisfactorio en el nucleo de oligonucleótidos o de 
plásmidos linealizados funcionalizados mediante una NSL (Branden), pero la transferencia de plásmidos intactos o 
de moléculas de ácido nucleico más grandes es menos eficaz debido a las limitaciones de tamaño del poro nuclear 20 
(Ciolina). Además, informes recientes sugirieron que algunos tumores presentan defectos genéticos en la 
maquinaria de exportación nuclear, con una retención de los microARN dentro del núcleo asociada, lo que afecta 
severamente a la producción eficaz del gen suministrado de interés (Melo). 
 
El direccionamiento de fármacos antineoplásicos hacia tumores plantea dificultades adicionales en el suministro; los 25 
fármacos solo penetran en algunas células alrededor de los vasos sanguíneos (Hambley y Hait, lyer). El problema es 
particularmente difícil con los tumores sólidos, que están poco perfundidos, y los vasos sanguíneos y el sistema 
linfático habitualmente son disfuncionales. Los tumores sólidos presentan elevada presión intersticial y la filtración de 
los vasos tumorales afecta la permeabilidad potenciada y el efecto de retención (Sugahara). La fibrosis intersticial 
puede además retardar la difusión de compuestos a través del tumor. 30 
 
Los resultados con nanopartículas dirigidas a las células tumorales también son limitados utilizando las estrategias 
previas. Las nanopartículas son partículas pequeñas (de unos pocos a 200 nm de diámetro, en promedio), que 
pueden servir como transportadores de fármacos o de compuestos farmacéuticos, y de agentes de contraste para la 
formación de imágenes en medicina, que permiten muchas cargas distintas y que aumentan la estabilidad y las 35 
propiedades farmacocinéticas de los fármacos a suministrar. Aunque pequeñas en comparación con las células, las 
nanopartículas son mucho más grandes que la mayoría de las moléculas y tienen menos probabilidad de penetrar 
las membranas y obtener acceso a las células tumorales que los fármacos, que tienen masa molecular más 
pequeña, que los péptidos o incluso que los anticuerpos. 
 40 
Sorprendentemente, la presente invención puede superar todas las barreras y limitaciones enumeradas 
anteriormente. El único concepto inventivo que subyace en la presente invención y que vincula todas las distintas 
realizaciones de la invención divulgadas y/o reivindicadas en el presente documento, es el descubrimiento 
inesperado del uso de péptidos que pueden interactuar con la maquinaria de transporte celular unida a los 
microtúbulos, para el transporte y suministro de moléculas dentro de las células sin restricción de tamaño. Este 45 
transporte y suministro incluye transportar moléculas hacia adentro y hacia afuera del núcleo celular, y también el 
transporte y suministro célula a célula. Los péptidos imitan los mecanismos fundamentales del transporte celular en 
su conjunto, sin los efectos no deseados de un vector vírico. Además, las moléculas que transportan los péptidos de 
la invención mantienen durante el transporte y el proceso de suministro sus propiedades físicas, químicas, biológicas 
y funcionales. 50 
 
A los fines de la presente invención, la expresión “péptidos que se unen a proteínas del complejo motor microtubular 
de la célula”, debe interpretarse como péptidos que tienen la capacidad de unirse a las proteínas anteriormente 
mencionadas. De manera análoga, “péptidos de unión a dineína” debe leerse como péptidos que tienen la capacidad 
de unirse a dineína. 55 
 
El transporte dependiente de microtúbulos es muy eficaz en el transporte de proteínas, ácidos nucleicos y órganulos 
en la célula normal. La invención se basa en dicho transporte microtubular y comprende péptidos transportadores 
que reconocen una molécula del sistema motor microtubular y, así, pueden atravesar el citosol con cargas útiles que 
van desde unos pocos aminoácidos hasta el tamaño de orgánulos, hacia el área perinuclear en el centro organizador 60 
de microtúbulos (COMT). El uso de este sistema de transporte con base en el motor molecular celular no tiene 
precedente en el estado actual de la técnica del transporte/suministro celular. En la naturaleza, solo los virus han 
desarrollado mecanismos para reconocer alguna proteína del complejo motor microtubular y, mediante este medio, 
transportarse a través del citoplasma. Además, la característica más inesperada de la presente invención es la 
posibilidad de manipular este transporte celular para superar no solo el citosol, sino cualquier otra barrera celular 65 
existente seleccionada de: membrana nuclear, tránsito hacia adentro y hacia afuera del núcleo, citoplasma y 
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membrana citoplasmática. Esto permite el tránsito a través de una célula a otra, proyectando las cargas hacia las 
proyecciones celulares y a través de contactos célula-célula, como los inventores mostrarán a continuación, 
mediante un movimiento de transporte intra e intercelular rápido más allá de los límites celulares. 
 
En general, los motores moleculares son máquinas moleculares biológicas que son los agentes esenciales del 5 
movimiento en los organismos vivos. Hablando en términos generales, un motor puede definirse como un dispositivo 
que consume energía en una forma y la convierte en movimiento o trabajo mecánico; por ejemplo, muchos motores 
moleculares basados en proteínas aprovechan la energía química libre liberada mediante la hidrólisis de ATP para 
realizar trabajo mecánico. Algunos ejemplos de motores moleculares son la actina, la dineína, la kinesina, la 
miosina, la calmodulina, la dinamina, la ATP sintasa, las helicasas, las polimerasas, las topoisomerasas, la prestina, 10 
etc. 
 
Las proteínas motoras son una clase de motores moleculares que tienen la capacidad de moverse a lo largo de la 
superficie de un sustrato adecuado. Están accionadas por la hidrólisis de ATP y convierten energía química en 
trabajo mecánico. Algunas de estas proteínas motoras celulares están asociadas con el citoesqueleto y se mueven a 15 
lo largo de filamentos de microtúbulos. En la célula normal, las proteínas motoras del citoesqueleto están 
organizadas en el sistema del complejo motor microtubular. 
 
El sistema del complejo motor microtubular es un gran complejo macromolecular compuesto por distintas proteínas 
motoras tales como la dineína, la dinactina, p150-Glued y proteínas reguladoras tales como LIS1, NDEL1, NDE1 y 20 
NUDC. Las proteínas motoras son la fuerza impulsora responsable de la mayoría del transporte activo de proteínas 
y vesículas en el citoplasma. Las kinesinas y las dineínas desempeñan papeles esenciales en el transporte 
intracelular tal como el transporte axónico, y en la formación del huso mitótico y la separación de los cromosomas 
durante la mitosis y la meiosis. 
 25 
La dineína es una proteína del complejo motor microtubular que está compuesta por cadenas pesadas, intermedias 
y ligeras. Se han descrito varias familias de cadenas ligeras de la dineína. Existen hasta seis cadenas ligeras que 
pertenecen a tres familias de proteínas (DYNLL/DLC8, DYNLT/tctex y DYNLRB/LC7/roadblock), dos cadenas 
intermedias ligeras (DYNC1LI o DLIC) y dos cadenas intermedias (DYNC1I o DIC), a todas las cuales se las ha 
relacionado con la unión a la carga y tienen la capacidad de transportar un amplio intervalo de cargas. Las cadenas 30 
pesadas son proteínas globulares que producen la hidrólisis de adenosina trifosfato (ATP) para generar la energía 
necesaria para el movimiento. De hecho, la dineína es la responsable del reposicionamiento del aparato de Golgi 
después de la mitosis de la célula, lo que da una idea de la capacidad de esta molécula para transportar orgánulos 
de gran tamaño. En el documento WO2004015083 se divulga que la dineína y la kinesina son proteínas motoras que 
tienen la capacidad de transportar macromoléculas al núcleo o la región perinuclear de forma intracelular, 35 
potenciando de este modo la captación de un fármaco en una localización subcelular diana. 
 
Las kinesinas están implicadas en la reposición de dineína en las puntas de los microtúbulos en la periferia celular 
llamadas extremos “plus", en donde se acumula. Los extremos “plus” son los extremos de los microtúbulos en 
crecimiento. Existen otras funciones de la dineína en los extremos ”plus” de los microtúbulos tal como la captura 40 
cortical de los microtúbulos, el suministro de las señales que regulan el citoesqueleto de actina y la captura de 
cargamentos vesiculares para el movimiento dependiente de dineína. El motor molecular dineína y las moléculas 
asociadas (dinactina, p150glued, etc.) son parte de un complejo motor multifuncional implicado en la polarización 
celular, la proyección de lamelipodios y de filopodios, lo que aumentan los contactos entre células (Dujardin). 
 45 
Las fracciones del transportador peptídico capaces de unirse a la dineína motora microtubular que son el objeto de 
la presente invención, permitirían el suministro de moléculas o de estructuras (cargamentos) no solo dentro de la 
célula, sino también hacia adentro y hacia afuera del núcleo celular, propagándose de este modo rápidamente a las 
células vecinas. Los péptidos transportadores de la presente invención tienen la capacidad de aprovechar las 
propiedades del complejo motor microtubular y controlar la permeabilidad del compartimento nuclear por si mismos, 50 
como se demuestra en la presente invención, debido a la propiedad exclusiva de la dineína de desensamblar la 
envoltura nuclear (Salina) más allá de las limitaciones de tamaño intrínsecas del transporte por el poro nuclear de las 
NLS. Aunque la dineína se ha utilizado como prueba de concepto para la presente invención, la solución técnica 
anteriormente mencionada que ofrece la invención, como se divulga en este documento, no se limita a los péptidos 
que se unen a la dineína sino a cualquier péptido que se une proteínas del complejo de microtúbular de la célula. De 55 
hecho, en la Tabla 1, además de los péptidos que se unen a la dineína que comprenden las secuencias de 
aminoácidos representadas por las SEQ ID NO: 1 a 10 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de 
referencia), y del control comparativo representado por la SEQ ID NO: 12, también se menciona un péptido adicional 
del motor molecular miosina (TransMy, representado por la SEQ ID NO: 11). 
 60 
En la presente invención, se demuestra que las inesperadas propiedades dinámicas de los péptidos que comparten 
como característica técnica, su capacidad de unión a una proteína motora molecular celular natural, uno de los 
componentes del complejo motor microtubular, preferentemente la dineína celular. La presente invención se centra 
en el uso de esos péptidos para fines de transporte y/o de suministro accionados por el complejo motor celular. Los 
péptidos permiten el movimiento rápido de sustancias cargadas dentro de las células, a través del citoplasma, hacia 65 
adentro y hacia afuera del núcleo celular y de célula a célula, siendo la primera consecuencia que este transporte 
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estimula la eficacia de captación celular de las sustancias a suministrar deseadas. 
 
Además, la presente invención demuestra que los péptidos son útiles para suministrar otras sustancias de distinta 
composición química, de vehículos, ya sea de tamaño pequeño o más grande, o de estructuras complejas tales 
como las nanopartículas. Los péptidos de suministro celular a la célula habitualmente están acoplados a otras 5 
estructuras, como se divulga en el estado de la técnica, tales como dendrímeros, aptámeros, sujetos a hélices 
macromoleculares, etc.; siendo las más ampliamente utilizadas las micro- o nanopartículas, los nanotransportadores, 
los polímeros, los armazones o los liposomas, los que potenciarían la estabilidad, la vida media y otras propiedades 
farmacocinéticas de cualquier fármaco o producto suministrado (Subramanian). En la actualidad, la investigación en 
nanopartículas terapéuticas se realiza para dirigir el suministro de los fármacos de forma más precisa, para mejorar 10 
su solubilidad, para prolongar su vida media, para mejorar la eficacia, para reducir la toxicidad a través de la 
potenciación de la especificidad y para reducir la inmunogenicidad. 
 
El direccionamiento de nanopartículas es particularmente importante para las aplicaciones en oncología y, hasta la 
fecha, las estrategias terapéuticas aprovechan la acumulación pasiva en tumores de las nanopartículas 15 
manipuladas, debido a la permeabilidad potenciada y al efecto de retención que existe en los tumores (Hamble y 
Hait). Como se describe anteriormente, esta acumulación es un proceso pasivo, no selectivo, que permite que se 
acumulen en el tumor macromoléculas de un determinado intervalo de tamaños. Por el contrario, la presente 
invención muestra que la unión a los péptidos transportadores de los inventores proporciona un transporte activo y 
selectivo más eficaz, que atraviesa de forma activa los límites celulares accionado por los motores moleculares 20 
celulares. 
 
Los ligandos conjugados con la superficie de las nanopartículas manipuladas pueden influir en el modo de 
internalización en la célula. Como ya se divulgó en el estado de la técnica, se ha demostrado que los ligandos tales 
como el ácido fólico, la albúmina y el colesterol, para superar la barrera de la membrana celular , facilitan la 25 
captación a través de la endocitosis mediada por caveolina, mientras que los ligandos para los glucorreceptores, 
promueven la endocitosis mediada por clatrina (Bareford). Ninguno de ellos tiene la capacidad dinámica que pueden 
presentar los péptidos transportadores objeto de la presente invención. 
 
Para poner en evidencia esas propiedades, se han elegido nanopartículas de oro-tiopronina unidas a los péptidos de 30 
suministro de la invención, en comparación con las mismas partículas unidas a un péptido de penetración celular 
que no se une a ningún motor molecular celular como ejemplo comparativo de control. Las nanopartículas de oro de 
distintos tamaños se han utilizado ampliamente debido a la falta de toxicidad y la fácil eliminación mediante 
depuración renal (Howard). Las nanopartículas pueden fusionarse a tiopronina u otras moléculas para mejorar la 
estabilidad de la nanopartícula y prevenir la agregación, como se divulga previamente en el estado de la técnica. 35 
 
La presente invención incluye aspectos particulares de nanopartículas terapéuticas, críticos para su uso eficaz, en 
los que las nanopartículas se han funcionalizado con las secuencias peptídicas pequeñas de suministro de la 
invención, que se unen a uno de los componentes de proteína del complejo motor microtubular, preferentemente el 
motor molecular dineína. Por medio de este nuevo concepto, la presente invención muestra que las nanopartículas 40 
funcionalizadas tienen la capacidad de involucrar al transporte dependiente de microtúbulos y hacerse móviles, 
accionadas por los motores moleculares celulares. Mediante este transporte celular activo, las nanopartículas que 
portan cualquier carga útil, adquieren la propiedad de moverse de forma segura en el entorno intracelular por todo el 
citosol, hacia adentro y hacia afuera del núcleo celular, y de ser suministradas de célula a célula más allá de los 
límites. Además, cuando los péptidos que se unen al complejo motor microtubular de la invención están unidos a las 45 
nanopartículas, la concentración intracelular de las nanopartículas se ve aumentada de forma inesperada, así como 
sus propiedades dinámicas y su capacidad de ser dirigidas a través de las barreras intra- e intercelulares. Las 
nanopartículas funcionalizadas, accionadas por los péptidos propulsores de suministro de la presente invención, 
pueden entrar y salir del núcleo, propagarse a través de las proyecciones celulares y de los contactos entre células, 
alcanzando células vecinas con elevada eficacia, como los inventores muestran en los ejemplos. 50 
 
Descripción de la invención 
 
Breve descripción de la invención 
 55 
La invención se refiere a péptidos que se unen a proteínas del complejo motor microtubular, preferentemente, a 
péptidos de unión dineína, que comprenden las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como 
ejemplos de referencia), que tienen la capacidad de suministrar moléculas en la célula, ya sea en el citoplasma, en 
el núcleo o a niveles intercelulares (transporte célula a célula). Por lo tanto, dichos péptidos pueden utilizarse en 
muchos campos técnicos que comprenden, entre algunos otros: el diagnóstico, la terapia y la farmacología. Dichos 60 
péptidos, algunos de origen vírico, pueden imitar los mecanismos víricos fundamentales de entrada y transporte 
celulares en su conjunto, sin los efectos no deseados de los vectores víricos mencionados anteriormente. Estas 
secuencias se han identificado definiendo el dominio de proteína mínimo que interactúa con la maquinaria de 
transporte celular unida a los microtúbulos. Por lo tanto, la presente invención muestra de forma sorprendente las 
propiedades dinámicas de los péptidos como péptidos transportadores para el suministro, accionados por el 65 
complejo motor molecular intracelular. Los péptidos de la invención permiten el movimiento rápido de las sustancias 
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cargadas, ya sea dentro de la célula, a través del citoplasma, hacia adentro y hacia afuera del núcleo celular y de 
célula a célula, siendo la primera consecuencia de su uso como transportadores el estímulo de la eficacia de 
captación celular de las sustancias deseadas (por ejemplo, fármacos o productos farmacéuticos) a suministrar. 
 
Los péptidos de la invención son útiles para suministrar sustancias, tales como las nanopartículas. Por lo tanto, la 5 
presente invención incluye aspectos particulares de nanopartículas terapéuticas, críticos para el uso eficaz, en los 
que las nanopartículas se han funcionalizado con las secuencias peptídicas pequeñas de suministro de la invención, 
tomadas a partir de una proteína de origen vírico o celular, que se unen a la proteína del complejo motor 
microtubular dineína. Por medio de este concepto nuevo, la presente invención demuestra que las nanopartículas 
funcionalizadas tienen la capacidad de involucrar al transporte dependiente de microtúbulos y de hacerse móviles, 10 
accionadas por los motores moleculares celulares. Mediante este transporte celular activo, las nanopartículas que 
portan alguna carga útil adquieren la propiedad de moverse de forma segura en el entorno intracelular a través del 
citosol, hacia adentro y hacia afuera del núcleo celular y se suministran, a través de los límites, de célula a célula. 
Además, como se describe anteriormente para el péptido propulsor unido a otros péptidos o compuestos químicos, 
cuando está unido a nanopartículas, la concentración intracelular de las nanopartículas se ve aumentada de forma 15 
inesperada, así como sus propiedades dinámicas y su capacidad de ser dirigidas a través de las barreras intra- e 
intercelulares. Las nanopartículas funcionalizadas accionadas por este péptido propulsor de suministro, incluido en 
la presente invención, pueden entrar y salir del núcleo, propagarse a través de las proyecciones celulares y de los 
contactos entre células, alcanzando células vecinas con elevada eficacia. 
 20 
Las realizaciones preferentes de la invención se detallan en las reivindicaciones. 
 
Una de esas realizaciones son péptidos que se unen a proteínas que son componentes del complejo motor 
microtubular, preferentemente péptidos de unión a dineína, para su uso en el transporte y/o el suministro de 
sustancias a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido que comprende el citoplasma, 25 
el núcleo, el nucleolo, mejorando la capacidad de la sustancia transportada/suministrada de acumularse en la célula; 
atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusión célula a célula. Son particularmente preferentes 
los péptidos de unión a proteína que comprendan al menos una secuencia de aminoácidos representada por las 
SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), que tengan 
preferentemente la secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID 30 
NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), más preferentemente que comprendan la secuencia de aminoácidos 
representada por la SEQ ID NO: 6, y aún más preferentemente que tengan la secuencia de aminoácidos 
representada por la SEQ ID NO: 6. 
 
Los péptidos de unión al complejo motor microtubular de la invención son particularmente adecuados para su uso en 35 
el transporte y/o el suministro de sustancias orgánicas, preferentemente seleccionadas entre: derivados hormonales, 
factores de crecimiento, péptidos, proteínas, polímeros, polisacáridos, enzimas, lípidos, ácidos nucleicos, fármacos o 
productos farmacéuticos; o de sustancias orgánicas preferentemente seleccionadas entre: metales, oro, óxido de 
hierro o compuestos magnéticos. A modo de ejemplo, las sustancias preferentes a transportar/suministrar mediante 
los péptidos de la invención se seleccionan entre: flagelina de Salmonella; fármacos antinflamatorios; fármacos 40 
analgésicos; interferones; citoquinas; anticuerpos; antígenos, preferentemente, TERTh, M2 del virus de la gripe o 
ACE; agentes antitumorales o quimioterapéuticos, preferentemente, leucovorina, doxorrubicina o péptidos 
inhibidores de TERTh; agentes terapéuticos o indicadores de diagnóstico. 
 
Otra realización preferente de la invención son péptidos de unión al complejo motor microtubular, tales como los 45 
péptidos de unión a dineína, unidos a una estructura seleccionada entre: nanopartículas, dendrímeros, virus, 
liposomas, micelas, armazones, redes, superficies o matrices, más preferentemente, una nanopartícula 
funcionalizada y, más preferentemente, una nanopartícula funcionalizada unida a un péptido de unión al complejo 
motor microtubular, preferentemente unida a un péptido de unión a dineína, en el que dicho péptido de unión a 
proteína comprende al menos una secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 50 
2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), preferentemente que tengan la secuencia de aminoácidos 
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), 
más preferentemente que comprendan la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aún, más 
preferentemente, que tengan la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6. 
 55 
En una realización adicional de la invención, las estructuras funcionalizadas mencionadas anteriormente, en 
particular las nanopartículas funcionarizadas, comprenden adicionalmente al menos un adyuvante seleccionado 
entre: polímeros, preferentemente PEG, protamina o avidina. 
 
Otra realización preferente de la presente invención son composiciones, en particular composiciones farmacéuticas, 60 
que comprenden un péptido de unión al complejo motor microtubular, tal como un péptido de unión a dineína, o una 
estructura funcionalizada, preferentemente una nanopartícula funcionalizada, unida a un péptido de unión al 
complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unión a dineína, acoplada a una sustancia a 
suministrar a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende el citoplasma, 
el núcleo, el nucléolo, mejorando la capacidad de la sustancia transportada/suministrada de acumularse en la célula; 65 
atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusión célula a célula. Las composiciones más 
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preferentes, de acuerdo con la presente invención, comprenden un péptido de unión al complejo motor microtubular, 
preferentemente un péptido de unión a dineína, en las que dichos péptidos de unión a la proteína comprenden al 
menos una secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 
citadas como ejemplos de referencia), que tengan preferentemente la secuencia de aminoácidos representada por 
las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), más preferentemente 5 
que comprendan la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aún más preferentemente que 
tengan la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6. 
 
Las composiciones preferentes de acuerdo con la presente invención también pueden comprender una estructura 
funcionalizada unida a un péptido de unión al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unión a 10 
dineína, en las que dicho péptido de unión a la proteína comprende al menos una secuencia de aminoácidos 
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), 
preferentemente que tengan la secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y 
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), más preferentemente que comprendan la secuencia de 
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aún más preferentemente que tengan la secuencia de 15 
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6. 
 
Entre las composiciones farmacéuticas de la invención, son preferentes las composiciones de vacunas que 
comprenden un péptido de unión al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unión a dineína, o 
una estructura funcionalizada unida a un péptido de unión al complejo motor microtubular, preferentemente a un 20 
péptido de unión a dineína, en las que dichos péptidos de unión a la proteína comprenden al menos una secuencia 
de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de 
referencia), preferentemente que tengan la secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 
(SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), más preferentemente que comprenda la 
secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aún más preferentemente que tenga la secuencia de 25 
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6, estando adicionalmente el péptido mencionado anteriormente 
acoplado a un antígeno a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido 
que comprende el citoplasma, el núcleo, el nucleolo, mejorando la capacidad del antígeno transportado/suministrado 
de acumularse en la célula; atravesando cualquier barrera celular y comprendiendo la difusión célula a célula. 
 30 
Además, otras composiciones farmacéuticas preferentes de acuerdo con la presente invención son las 
composiciones antivirales, que comprenden una estructura funcionalizada, preferentemente una nanopartícula 
funcionalizada, unida a un péptido de unión al complejo motor microtubular, preferentemente a un péptido de unión a 
dineína, en las que dichos péptidos de unión a proteína comprendan al menos una secuencia de aminoácidos 
representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), 35 
preferentemente que tengan la secuencia de aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y 
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), más preferentemente que comprendan la secuencia de 
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6 y aún más preferentemente que tengan la secuencia de 
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 6; siendo dicha composición antiviral capaz de suministrarse en 
cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido que comprende el citoplasma, el núcleo, el 40 
nucleolo, mejorando la capacidad de la estructura funcionalizada de acumularse en la célula; atravesando cualquier 
barrera celular y comprendiendo la difusión célula a célula. 
 
Para los fines de la presente invención el término “comprende” o “que comprende” desde el principio de la presente 
descripción de patente, incluye, de forma específica, el término “que consiste” o “que consiste en”, cuando se hace 45 
referencia, en particular, a secuencias biológicas. Quiere decir que los péptidos de la invención pueden 
“comprender” cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 1 junto con otras secuencias o moléculas o, en 
una realización preferente, los péptidos de la invención pueden “consistir en” cualquiera de dichas secuencias 
enumeradas en la Tabla 1, significando el último caso que los péptidos de la invención están restringidos de forma 
precisa al fragmento identificado como tal por la SEQ ID NO. 50 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Las secuencias de los péptidos, de acuerdo con la presente invención, que se unen al motor molecular celular 
dineína, de origen vírico y celular, impulsando así el movimiento intracelular unido al complejo motor microtubular, se 55 
muestran en la Tabla 1. 
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Tabla 1 

SEQ ID NO  SECUENCIA  NOMBRE 

SEQ ID NO: 1  TASQT  Péptido 1 

SEQ ID NO: 2 Citada como ejemplo de 
referencia 

KSTQT  Péptido 2 

SEQ ID NO: 3  KNTMT  Péptido 3 

SEQ ID NO: 4  TTQNTASQT  Péptido 4 

SEQ ID NO: 5  TVTTQNTASQT  Péptido 5 

SEQ ID NO: 6  HPAEPGSTVTTQNTASQTMS  DynPro 

SEQ ID NO: 7  

 

DynProM2 

SEQ ID NO: 8  YTTQNTASQTMS  TransShort 

SEQ ID NO: 9  HPTEPYTTVTTQNTASQTMS  TransBA 

SEQ ID NO: 10 Citada como ejemplo de 
referencia 

FPNPSGRSSEDKSTQTAG  TransRB 

SEQ ID NO: 11  PKDDKNTMTD  TransMy 

SEQ ID NO: 12  SLVSSDESVLHGSHESGEHV  Péptido de control  
INTCT3 

 
Todos los péptidos divulgados en la Tabla 1, excepto la SEQ ID NO: 12 (INTCT3) que es el control comparativo, son 
péptidos de unión al complejo motor microtubular. INTCT3 es una secuencia de aminoácidos aleatoria fusionada a 
una cola de 8 argininas, el cual es un péptido de penetración celular (CPP) que no se une a ningún motor molecular 5 
celular. Todos los péptidos mencionados se ensayaron en la presente invención con el fin de ilustrar y mostrar que 
cualquier péptido de unión al complejo motor microtubular, y no solo los péptidos comprendidos en la Tabla 1, puede 
utilizarse de forma satisfactoria para transportar y/o suministrar sustancias a cualquier diana requerida, en cualquier 
compartimento celular requerido, que comprende la difusión de célula a célula y el suministro de la sustancia. Por lo 
tanto, la presente invención incluye para dicho fin el uso de cualquier péptido que se una al complejo motor 10 
microtubular y/o cualquier péptido de unión a dineína, e incluye los péptidos comprendidos en la Tabla 1. 
 
Los péptidos de unión al complejo motor microtubular ensayados en la presente invención se sintetizaron 
preferentemente con una pureza del 95 %. Pueden comprender de forma opcional ya sea una cola de glicinas (G) en 
el extremo N-terminal o una cola de argininas (R) en el extremo C-terminal. En una realización preferente de la 15 
invención, la cola de glicinas (G) también puede comprender un resto lisina (K) unido a TAMRA (tetrametilrodamina). 
En otra realización preferente de la invención, los péptidos no comprenden la cola de glicinas (G) en el extremo N-
terminal, pero pueden estar unidos a rodamina B. 
 
Estos péptidos transportadores propulsados por el motor molecular fueron capaces de transportar con elevada 20 
eficacia cualquier molécula o fármaco unido a ellos, como demostrarán los inventores en el presente documento. 
 
La proteína rodamina B se unió al péptido de suministro como una carga útil y se añadió a células Vero. Su 
movimiento se registró mediante videomicroscopía a intervalos regulares y se comparó con el de la rodamina unida 
a los péptidos control que carecen de la secuencia peptídica de unión a dineína (control interno INTCT3). La 25 
captación celular de rodamina B fue muy eficaz y esta proteína fluorescente se acumuló rápidamente en el 
citoplasma de las células tratadas cuando estaba unida a un péptido de unión a dineína, tal como DynPro (significa 
Propulsado por Dineína; Fig. 1A, a,c). DynPro se tomó solo como un ejemplo, si bien otros péptidos que se unen a 
dineína representados en la Tabla 1, presentaron propiedades similares, como TransRB (SEQ ID NO: 10 citado 
como ejemplo de referencia) o TransBA (SEQ ID NO: 9) (Fig. 1Ae,f). La fluorescencia de la rodamina B o de 30 
TAMRA se encontró distribuida y acumulada cerca del núcleo, en la zona del centro organizador de microtúbulos 
(COMT). Los péptidos se observaron como puntos fluorescentes rojos que se movían rápidamente, que seguían el 
movimiento de la dineína a lo largo de los microtúbulos (Fig. 1A, a,c). Por el contrario, en las células tratadas con el 
péptido INTCT3, que no se une a la dineína, unido a rodamina B o TAMRA, se encontró en la membrana celular o 
escasamente disperso en el citoplasma y la señal fue más baja tras 18 horas después de la adición, incluso 35 
aumentando 3 veces la dosis del péptido control añadido al cultivo (debido a la ausencia de retención celular de la 
proteína fusionada al péptido comparativo o control, que no se une a dineína) (Fig. 1Ab,d), que la señal observada 
utilizando DynPro. La rodamina B/TAMRA unida a los péptidos de unión a dineína se observó dentro de las células 
desde los primeros minutos después de añadir el péptido a los cultivos, y se acumuló con el tiempo, como se 
comprueba mediante la señal fluorescente creciente dentro de las células (Fig. 1B). Los péptidos que representan 40 
las secuencias de aminoácidos SEQ ID NO: 1-11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplo de 
referencia), mostraron todos una distribución intracelular y propiedades dinámicas similares. 
 
La videomicroscopía a intervalos regulares desveló un movimiento con elevada velocidad de la rodamina B unida al 
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péptido transportador. Su movimiento intracelular permitió un transporte rápido de la molécula desde la periferia de 
la célula hacia la zona perinuclear en el COMT (Fig. 1A, a,c). Además, fue posible observar el movimiento 
bidireccional hacia las proyecciones de la célula y el transporte intercelular a lo largo de los contactos entre células 
(Fig. 1C b-d punta de flecha). Este movimiento elevadamente eficaz, la propagación y la transmisión intercelular no 
se habían descrito nunca antes en el estado de la técnica. Los mismos experimentos se realizaron utilizando 5 
tetrametilrodamina (TAMRA) en lugar de rodamina B, obteniendo resultados idénticos. Se probaron diversas 
formulaciones de los péptidos de la Tabla 1 obteniendo resultados similares. Sin embargo, DynPro fue preferente 
debido a sus propiedades de solubilidad y uso fácil. 
 
Se probaron distintas líneas celulares procedentes de diversas especies: ser humano, mono, canina, hámster, 10 
insectos, etc., y de distintos orígenes tisulares, a modo de ejemplo: fibroblástico, epitelial, neuronas, macrófagos, 
linfocitos y también líneas celulares transformadas o tumorales, como las de carcinoma de cuello uterino o 
neuroblastoma. Los péptidos de unión a dineína presentaron las mismas propiedades en todos los tipos celulares, 
independientemente de la especie, origen tisular y/o estado de la célula transformada o tumoral (Fig. 1 C a-d). 
 15 
Para enfatizar cómo las propiedades dinámicas de los péptidos dependen del movimiento dependiente de 
microtúbulos, los inventores analizaron los microtúbulos en las células tratadas con el péptido, con distintos 
métodos, para demostrar la colocalización con estas estructuras. En las células transfectadas con alfa-tubulina-GFP 
y/o teñidas para microtúbulos con anticuerpos marcados, los péptidos transportadores/de suministro de la presente 
invención mostraron colocalización con los microtúbulos. La rodamina unida al péptido transportador se movió 20 
utilizando el transporte dependiente de microtúbulos hacia el núcleo, y se agrupó en el centro organizador de 
microtúbulos o COMT (Fig. 2). La dineína propicia la polarización celular hacia la periferia, y se encontró una intensa 
acumulación de los péptidos transportadores de la invención en las extensiones de la célula; ya sea en las 
extensiones laminares llamadas lamelipodios y/o las proyecciones finas llamadas filopodios, y pasando a través de 
las conexiones entre células, comprobando por lo tanto que los péptidos de la invención viajaron entre las células 25 
(Fig. 2). La proteína rodamina B unida al péptido de suministro se transportó de forma activa a través de las uniones 
y conexiones célula-célula tales como las uniones adherentes entre células (a modo de ejemplo en las células 
epiteliales), los filopodios y otros procesos y extensiones, tales como nanotubos, uropodios, podosomas, etc. Este 
bombeo hacia fuera de la proteína dio como resultado la propagación de forma rápida entre las células por todo el 
cultivo celular. 30 
 
Los péptidos de la invención colocalizaron con los microtúbulos, con los anticuerpos anti-cadena ligera de la dineína 
(anticuerpo anti-DLC8 generado en conejos) y corrieron en paralelo con otras cadenas del complejo motor 
microtubular, como la cadena intermedia, como se demostró utilizando anticuerpos específicos anti-cadena 
intermedia (Fig. 2e). Se analizó la localización intracelular de la rodamina y se encontró un elevado porcentaje de 35 
colocalización con un marcador de lectina (aglutinina de germen de trigo; AGT), que se distribuye de forma amplia 
en las membranas y los endosomas. Además, este marcador tiñó las uniones y conexiones célula-célula, en donde 
se encontraron los péptidos colocalizando con la AGT, a medida que viajaban de célula a célula (Fig. 2f). 
 
La prueba de este transporte célula a célula de la proteína suministrada por los péptidos transportadores de la 40 
invención, muestra la capacidad de propagar cualquier proteína de interés a un elevado número de células. Dado 
que esta propagación se mantiene intracelular, aumenta la retención celular del compuesto suministrado y evita las 
pérdidas o filtraciones de la proteína, lo que podría a su vez permitir la reducción de la dosis inicial de cualquier 
proteína candidata a ser transportada. Esta propiedad de los péptidos transportadores/de suministro de la invención 
la haría especialmente favorable su distribución en compartimentos aislados o escasamente vascularizados. 45 
Además, reduce la exposición del compuesto al entorno extracelular, lo que podría beneficiar la biodistribución de un 
determinado compuesto a transportar y eventualmente, colaborar en el “ocultamiento” del compuesto, para reducir 
su reconocimiento por parte del sistema inmunitario y su potencial inmunogénico contra el propio transportador. 
 
En paralelo, se ensayó en cada experimento un péptido de control que no se une a motor (INTCT3), que mostró una 50 
señal más baja incluso aumentando 3 veces su concentración inicial. Este se mantuvo en la periferia celular y 
apenas se observó señal del péptido dentro de las células, careciendo del movimiento rápido registrado con el 
péptido de unión a dineína (DynPro). Además, INTCT3 carecía de la propiedad de acumularse y/o del tráfico de 
célula a célula (Fig. 1Ac, d). 
 55 
Se demostró que el transporte de péptidos de suministro es dependiente de los microtúbulos, como corresponde al 
movimiento dependiente de la dineína motora microtubular. La presente invención muestra cómo el transporte puede 
detenerse con fármacos despolimerizantes de microtúbulos, como el nocodazol, y que tras el lavado del fármaco el 
transporte se recuperó (Fig. 3). No obstante, otros agentes farmacológicos despolimerizantes del citoesqueleto de 
actina (latrunculina A o jasplakinolida) no inhibieron este movimiento debido a que el transporte dependiente de 60 
dineína no es dependiente de actina. 
 
Otro interés particular del transporte unido a los péptidos de unión a dineína es que suministran las cargas a través 
de la membrana nuclear, hacia adentro y hacia afuera del núcleo (Fig. 4). Esto depende de la propiedad de la 
dineína de interactuar de forma dinámica con la envoltura nuclear permitiendo el ensamblado y reensamblado de la 65 
lámina nuclear. Se ha encontrado que los péptidos transportadores de la presente invención podían transportar la 
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proteína rodamina a través de la envoltura nuclear y de la lámina nuclear, como se demostró en las células 
transfectadas con lámina B1-GFP (Fig. 4). 
 
Después, los péptidos de suministro de la invención tuvieron la capacidad de atravesar la envoltura nuclear para 
llegar al núcleo. Se acumulan en el nucléolo, o entran en este orgánulo, se mueven y salen de nuevo (Fig. 5a). El 5 
uso de los péptidos transportadores de la presente invención supera la limitación de los péptidos señal de 
localización nuclear NLS, que pueden suministrar moléculas al núcleo pero dentro de la fuerte limitación del tamaño 
del poro nuclear. Se ha sugerido recientemente otra limitación unida a tal direccionamiento específico, dado que 
algunos protocolos de terapia génica fueron menos eficaces de lo esperado, debido a que el producto suministrado 
permanecía retenido dentro del núcleo. Esta circunstancia, como se mencionó anteriormente, no se producirá con 10 
los péptidos transportadores de la presente invención. No se encontró ni modificaciones de la viabilidad celular ni de 
la proliferación celular con ninguna formulación del péptido de la presente invención (Fig. 5 b-e). 
 
Además, se ensayó el transporte del antígeno de la gripe M2 como carga útil, unido al péptido transportador DynPro 
(Fig. 6). El antígeno de la gripe M2 se ha utilizado en el estado de la técnica como una vacuna de la gripe, pero en la 15 
presente invención los inventores utilizaron la vacuna de la gripe M2 fusionada con el péptido transportador objeto 
de la presente invención. Los inventores muestran que la distribución intracelular y el movimiento del antígeno de la 
gripe M2 eran coincidentes con el del péptido transportador de la invención, conservando, una vez suministrado, las 
mismas propiedades antigénicas, como se demostró utilizando un anticuerpo de conejo frente al antígeno de la gripe 
M2 (Fig. 6a). Esto demuestra la capacidad de los péptidos transportadores de la invención de suministrar muchos 20 
otros antígenos como vacunas. El estado de la técnica ofrece muchas posibilidades en este aspecto, incluyendo 
vacunas de subunidades de proteína o de ADN. Los antígenos pueden inducir una respuesta inmunitaria frente a 
cualquier agente infeccioso y se utilizan en vacunación. Además, actualmente se utilizan antígenos tumorales como 
vacunas antineoplásicas. En el Ejemplo 5, el antígeno de la gripe M2 también se fusionó a nanopartículas 
funcionalizadas con los péptidos de suministro de la invención y, una vez administrado a ratones, se observó una 25 
respuesta de anticuerpos específica, como se representa en la Fig. 6. Las inoculaciones en ratones se han llevado a 
cabo con el péptido M2 unido a uno de los péptidos transportadores de la invención (DynPro), y se observó 
respuesta inmunitaria de anticuerpos específicos inducida para el antígeno M2 del virus de la gripe, cuando se 
fusionó con el péptido propulsor ya sea con o sin adyuvantes (Fig. 6 c-d). A lo largo del experimento los ratones 
permanecieron asintomáticos y sanos, estables en peso y temperatura. 30 
 
También se ensayó cómo los transportadores peptídicos de la invención son útiles para suministrar estructuras de 
tamaño y complejidad mayores, tales como nanopartículas (Fig. 7). Para ese fin, los inventores utilizaron estos 
péptidos de suministro para funcionalizar nanopartículas de oro-tiopronina (Au@tiopronina, Fluka, Alemania) con 
tetra-metil-rodamina (TAMRA) como carga útil (Fig. 7a). Los inventores seleccionaron nanopartículas de oro-35 
tiopronina debido a que tienen la capacidad de fusionarse adicionalmente con cualquier fármaco o compuesto 
químico a transportar. La funcionalización de las nanopartículas de oro con los péptidos de penetración celular se 
había realizado antes, por ejemplo con el péptido Tat. Aunque el péptido Tat puede dirigir los nanomateriales dentro 
de la célula, muestra baja eficacia. El término “funcionalización”, para los fines de la presente invención, se refiere a 
la adición de grupos funcionales sobre la superficie de dicha “estructura”, a modo de ejemplo una nanopartícula, 40 
preferentemente mediante métodos de síntesis química, que tuviesen la capacidad de acoplarse a los péptidos de la 
invención. Esto sería equivalente a instalar un motor o propulsor (un péptido de la invención) en una lancha 
(cualquier nanopartícula), para la generación de fuerza y el movimiento. Después, la lancha a motor puede cargarse 
con distintos fármacos (compuestos químicos, productos farmacéuticos) a transportar. Como ejemplo, se ha utilizado 
tiopronina, un medicamento farmacéutico utilizado en enfermedades renales. 45 
 
En la presente invención se divulga un procedimiento de único producción de nanopartículas de oro funcionalizadas 
solubles en agua y estables con los péptidos de unión a dineína de la invención, las nanopartículas así 
funcionalizadas pueden transportarse de forma muy eficaz dentro de la célula, incluso dentro del núcleo celular. Las 
nanopartículas de Au@tiopronina se han preparado utilizando el procedimiento de Murray et al. (Templeton). Estas 50 
nanopartículas comprenden un grupo de oro estabilizado con el aminoácido no natural tiopronina  
(N-2-mercaptopropionilglicina). La tiopronina tiene un grupo -CO2H terminal libre lo que permitió a los inventores 
funcionalizar las nanopartículas de oro con las secuencias peptídicas. La reacción se ejecutó en una mezcla 
metanólica/ácido acético. La codisolución de HAuCl4 y la tiopronina proporcionó una solución rojo rubí estable. En 
este punto las condiciones ácidas son muy importantes para garantizar la protonación de los grupos carboxílicos de 55 
la tiopropina, y garantizar una monocapa de autoensamblado de tiopronina eficaz y densa que protege a las 
nanopartículas de oro. La adición del reductor NaBH4 proporciona una solución oscura mediante la reducción de la 
sal de oro y la formación de las nanopartículas. Las nanopartículas obtenidas eran solubles en agua y estables en 
condiciones fisiológicas. El exceso de tiopronina y sales se eliminó mediante diálisis y se caracterizó mediante 
UV/Vis y microscopía electrónica de transmisión (MET). Las imágenes de MET mostraron un diámetro medio de 60 
2,8 nm para el núcleo de oro de las nanopartículas de Au@tiopronina. Como consecuencia del pequeño tamaño de 
los grupos, los espectros de absorción UV/Vis mostraron una banda de plasmón superficial (BPS) casi indetectable. 
La funcionalización adicional de las nanopartículas con moléculas aminadas, tales como tiopronina, se ha llevado a 
cabo utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 5. Las nanopartículas resultantes se analizaron mediante 
potencial Zeta, UV/Vis, fluorescencia y espectroscopia de masas (SM), lo que mostró que los péptidos 65 
transportadores de la invención se incorporaron a las nanopartículas y lo que mostró no agregación del grupo 
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después del acoplamiento del péptido. 
 
Como control, los inventores utilizaron en primer lugar nanopartículas de oro-tiopronina simples que transportaban 
tetrametilrodamina TAMRA sin funcionalización con péptido. En este caso, la señal fue muy baja incluso 
aumentando la dosis y a lo largo de las primeras tres horas de incubación se internalizaron dentro de las células 5 
pocas nanopartículas. Como un segundo control se funcionalizaron nanopartículas de oro-tiopronina con un péptido 
que no se une a dineína (INTCT3). Estas otras nanopartículas de control permanecieron en su mayor parte en la 
membrana celular, esbozando el contorno celular. Muy pocas se internalizaron y esas se observaron dispersas en el 
citoplasma, no en el núcleo. 
 10 
Por el contrario, las nanopartículas accionadas por el motor celular y su carga útil, tal como las nanopartículas de 
Au@tiopronina funcionalizadas con un péptido de unión a dineína, se acumularon de forma eficaz dentro de las 
células y estaban enriquecidas en el área perinuclear (Fig. 7 b-c), y conservaron todas las propiedades descritas 
anteriormente para los péptidos de suministro; tales como la distribución intra- e intercelular, las propiedades de 
acumulación, la distribución intranuclear y la rápida transferencia a través de los contactos entre células. Las 15 
nanopartículas de oro-tiopronina funcionalizadas con un péptido de unión a dineína cargadas con TAMRA (por 
ejemplo, Au@TioproninaDynPro), se internalizaron rápidamente y presentaron un movimiento rápido a través del 
citoplasma, hacia las proyecciones celulares, y circularon de célula a célula propagándose a través de las uniones 
célula-célula (Fig. 7c). Además, estas nanopartículas atravesaron la envoltura nuclear y se movieron dentro del 
núcleo hacia el nucléolo (Fig. 7b). El tamaño más grande de las nanopartículas permitió observar una huella de su 20 
movimiento a lo largo del núcleo, que fue físicamente evidente utilizando microscopía de campo claro, como 
protrusiones lineales. Estos rastros “de tipo gusano” se observaron a medida que las nanopartículas se movían a 
través del área nuclear (flechas Fig. 7b). Con las nanopartículas funcionalizadas con alguna de las formulaciones 
del péptido transportador de la invención no se encontraron modificaciones ni de la viabilidad celular ni de la 
proliferación celular (Fig. 7 d-e). 25 
 
Las propiedades extraordinarias de estas nanopartículas funcionalizadas con péptidos de unión a dineína las hace 
especialmente apropiadas para cargar cualquier tipo de compuesto, fármaco o producto químico, y logran los 
requisitos deseados de suministro intracelular a todos los compartimentos, alcanzando el núcleo celular. Esas 
características, junto con su capacidad de acumulación intracelular, permitirían a su vez reducciones en las dosis de 30 
administración de un fármaco dado, debido a su mejor biodistribución. Además, la rápida propagación entre las 
células de estas nanopartículas motorizadas, que permanecen intracelulares, reduce la exposición al entorno 
extracelular de cualquier elemento transportado, por lo tanto, minimizando una eventual inmunogenicidad. Esto 
supera un problema extendido encontrado con los vectores víricos en la terapia génica o la vacunación: la inducción 
de una respuesta inmunitaria frente al vector vírico o de reacciones no deseadas frente al suero fetal de ternero 35 
(SFT), dado de que esos vectores víricos se obtienen, a títulos elevados, en cultivos celulares que contienen SFT 
(Bao, Moffat). 
 
Existe un puñado de aplicaciones del sistema de suministro objeto de la presente invención. En una realización 
preferente de la presente invención, se ha aumentado el tamaño y la estabilidad de las nanopartículas fusionando 40 
polietilenglicol (PEG), un polímero de óxido de etileno, con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y en 
medicina. Es importante mostrar que las nanopartículas PEGiladas, acopladas con los péptidos transportadores/de 
suministro de la invención, se internalizaron y acumularon en las células hacia el núcleo de forma muy eficaz y se 
transportaron de célula a célula difundiéndose de forma muy rápida a lo largo del cultivo celular, a pesar de su mayor 
tamaño (Fig. 7a). 45 
 
Esta capacidad de difusión célula-célula se hace más crucial en el suministro de fármacos en algunas enfermedades 
infecciosas en las que el agente infeccioso es intracelular (Salmonella, Listeria, enfermedades víricas) o en 
patologías en un entorno aislado o menos vascularizado de difícil acceso, tales como: tuberculosis, granulomas, 
enfermedad ósea, especialmente en tratamientos de la osteoporosis, médula ósea, sistema nervioso. En el campo 50 
de las enfermedades infecciosas, los péptidos transportadores/de suministro de la invención tendrían la capacidad 
de propagarse a las células presentadoras de antígeno de forma muy rápida. 
 
Las nanopartículas de unión a dineína accionadas son especialmente apropiadas para el suministro al sistema 
nervioso. La dineína axónica es un transportador muy activo a lo largo de los axones. Los inventores han 55 
demostrado que pudieron aprovechar su movimiento con el péptido de suministro de unión a dineína en líneas 
celulares de origen neuronal (Fig. 1C c-d). Cualquier molécula unida a la dineína axónica se propagaría de forma 
rápida a través tanto del sistema nervioso central como del periférico, dependiendo del sitio de inyección. Los 
tratamientos farmacológicos antinflamatorios y analgésicos actuales, utilizados en la terapia del dolor, en ocasiones 
se administran por vía intramedular. Estos fármacos unidos a nanopartículas motorizadas podrían reducir la 60 
dosificación de los antinflamatorios, expandiendo el tiempo para la recidiva de dolor. Podrían beneficiarse del 
suministro eficaz de fármacos utilizando el sistema transportador/de suministro de la invención otros tratamientos de 
enfermedades neurodegenerativas, Parkinson, Alzheimer, etc. 
 
Las nanopartículas accionadas por motor molecular serían un método útil para suministrar agentes de terapia 65 
génica, en lugar de utilizar vectores víricos (adenovirus, retrovirus), los cuales tienen los efectos secundarios no 
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deseados mencionados anteriormente. Las nanopartículas accionadas por motor molecular podrían sustituir el uso 
de los virus como vectores y utilizar, en cambio, las fracciones que utilizan los virus para ser transportados en la 
célula y alcanzar el núcleo, es decir, el dominio de unión a dineína de una proteína vírica. 
 
Una aplicación clara de las nanopartículas motorizadas de la invención sería el aumento de la biodistribución de 5 
cualquier producto químico o fármaco. Los tratamientos farmacológicos analgésicos o antinflamatorios serían más 
eficaces si se suministraran mediante el sistema de la invención, permitiendo así reducir la dosificación y los efectos 
secundarios. Para facilitar su amplio espectro de uso, los inventores incluirían un resto avidina en las nanopartículas 
motorizadas. Esas serían nanopartículas motorizadas adecuadas para los fines perseguidos por el diseño, siendo 
capaces de transportar cualquier compuesto, producto químico o fármaco unido a la proteína biotina, y de 10 
incorporarlo en la nanopartícula en un “clic” (una reacción química de una etapa debido a la afinidad natural de la 
biotina por la avidina, Fig. 7a). Los productos químicos o fármacos a transportar incluyen derivados hormonales, 
péptidos de enzimas, proteínas, enzimas, antígenos, lípidos, azúcares, ácidos nucleicos y cualquier otra molécula 
orgánica o inorgánica, ya sea para el uso terapéutico o diagnóstico. El campo de aplicación podría ser las 
enfermedades infecciosas, enfermedades metabólicas, tumores, etc., debido a que este método para suministrar 15 
fármacos aumenta la eficacia y reduce de forma simultánea los efectos secundarios, optimizando la distribución, el 
suministro y el transporte cuando es necesario, lo que permitirá, a su vez, reducir las dosis a administrar y los 
efectos secundarios no deseados. 
 
Esto sería un objetivo crucial para los tratamientos antineoplásicos. Así, los inventores han demostrado el suministro 20 
del agente antineoplásico leucovorina unido a nanopartículas de Au@tiopronina funcionalizadas con el péptido de 
unión a dineína (DynPro). Basado en el mismo principio, los fármacos quimioterapéuticos suministrados mediante 
nanopartículas motorizadas optimizarían la acumulación del agente quimioterapéutico en las células tumorales y 
esto permitiría la administración de una dosis activa más baja y minimizar los efectos secundarios. 
 25 
Además, existe un amplio campo de aplicación en el diagnóstico. Las nanopartículas motorizadas de la invención 
podrían aplicarse para el suministro de trazadores diagnósticos en cualquier célula, órgano o tejido. Las 
nanopartículas motorizadas fusionadas con moléculas de direccionamiento pueden ser herramientas útiles en los 
sistemas de detección diagnóstico, incluyendo los sistemas de formación de imágenes, por ejemplo de tumores, en 
el diagnóstico temprano de la micrometástasis. Los inventores han desarrollado nanopartículas que expresan 30 
antígenos tumorales tales como el antígeno carcinoembrionario (ACE) o la telomerasa humana (TERTh). Estos 
sistemas podrían utilizarse en experimentos de vacunación antineoplásica. 
 
Además, puede desarrollarse un tratamiento antineoplásico específico fusionando un péptido inhibidor de la 
telomerasa humana (TERTh) con las nanopartículas accionadas por motores moleculares de la presente invención. 35 
Como indica el estado de la técnica, esta secuencia es eficaz cuando se expresa en células cancerosas. PinX1 y su 
dominio pequeño TID se unen a la subunidad catalítica de la telomerasa TERTh e inhiben de forma potente su 
actividad (Zhou). Ha sidodenominado como supuesto supresor tumoral relacionado con el hígado (LPTS, siglas del 
inglés liver-related putative tumor suppressor). Además, se ha demostrado su actividad antitumoral (Liao). En la 
presente invención los inventores han incorporado el péptido inhibidor de la TERTh a las nanopartículas 40 
motorizadas, lo que constituye una estrategia completamente nueva en esta terapia frente al cáncer. Esto eludirá el 
problema de muchas terapias antineoplásicas que solo alcanzan partes del tumor debido a la mala y anormal 
vascularización de las células tumorales. Las nanopartículas accionadas por motor de la invención potenciarían la 
difusión de cualquier fármaco o fracción antineoplásica unido a ellas, y potenciaría la acumulación en células 
tumorales. 45 
 
De forma similar, fusionando el antígeno, el péptido de la telomerasa humana (TERTh), a las nanopartículas 
accionadas por motores moleculares de la invención, se desarrolla una vacuna potenciada antineoplásica de 
propagación. 
 50 
La dineína y las proteínas asociadas funcionan también en la polarización, migración y crecimiento celulares y 
facilitan la migración de los fibroblastos. Por consiguiente, los péptidos de unión a dineína objeto de la presente 
invención, serían útiles basados en sus propiedades exclusivas, ya sea por sí mismos o potenciando productos 
químicos, fármacos o factores de crecimiento utilizados en la cicatrización, para acelerar la curación de quemaduras, 
facilitando así la reparación tisular. 55 
 
Además, la dineína está implicada en la formación de los conos de crecimiento en las neuronas. Por lo tanto, los 
péptidos de unión a dineína de la invención serían útiles además para suministrar y para estimular el crecimiento de 
los nervios. Por lo tanto, podrían aplicarse por sí solos o en combinación con otros fármacos o factores de 
crecimiento nervioso en el daño nervioso periférico o de la médula espinal, estimulando el crecimiento y los procesos 60 
de reparación tisular. 
 
Por lo tanto, la primera realización de la presente invención se refiere a péptidos que se unen a una proteína del 
complejo motor microtubular celular, tal como la dineína, para su uso en el transporte y/o el suministro de sustancias 
a cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusión célula a célula. 65 
En una realización preferente de la invención, el péptido de unión a dineína comprende cualquier secuencia de 
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aminoácidos representada por las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de 
referencia). 
 
Los péptidos de la presente invención muestran la característica común principal el ser capaces de “secuestrar”, 
unirse o involucrar este sistema de transporte celular natural a través de la unión a una de estas proteínas del 5 
complejo motor microtubular. 
 
A los fines de la presente invención, el término “sustancia” se refiere a cualquier materia que pueda suministrarse 
mediante los péptidos de unión a proteína motora de la invención, por ejemplo (listado no exhaustivo): sustancias 
orgánicas, preferentemente seleccionadas de derivados hormonales, factores de crecimiento, péptidos, proteínas, 10 
polímeros, polisacáridos, enzimas, antígenos, lípidos, ácidos nucleicos, fármacos, productos farmacéuticos, flagelina 
de Salmonella, fármacos antinflamatorios, fármacos analgésicos, interferones, citocinas, anticuerpos, agentes 
antitumorales o terapéuticos, indicadores diagnósticos, los agentes antitumorales leucovorina o péptidos inhibidores 
de TERTh, antígenos TERTh, M2 del virus de la gripe o el ACE; o sustancias inorgánicas, preferentemente metales, 
oro, óxido de hierro o compuestos magnéticos. 15 
 
A los fines de la presente invención, la expresión “compartimento celular” se refiere al emplazamiento en donde 
dichas “sustancias” se pueden suministrar de forma eficaz, comprendiendo todas las partes encerradas dentro de 
una célula, cuyo lumen habitualmente está rodeado por una membranamono- o bicapa lipídica, en particular el 
compartimento nuclear que comprende el núcleo y la envoltura nuclear, los orgánulos y el citosol, y de forma más 20 
particular el nucléolo, las vesículas, las vacuolas, el centriolo y también las uniones y conexiones célula a célula. 
 
Otra realización de la presente invención se refiere a una estructura funcionalizada con un péptido de unión a una 
proteína motora. El término “estructura” se refiere a cualquier entidad a la que los péptidos de la invención pueden 
unirse, por ejemplo: nanopartículas, dendrímeros, virus, liposomas, micelas, armazones, redes, superficies o 25 
matrices. En una realización preferente de la invención, la presente invención se refiere a nanopartículas 
funcionalizadas con un péptido de unión a dineína que preferentemente comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID 
NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia). Dichas nanopartículas pueden comprender 
adicionalmente adyuvantes, preferentemente PEG, otros polímeros, protamina o avidina. 
 30 
Además, a los fines de la presente invención, “funcionalización” significa cualquier modificación de la superficie, es 
decir, el acto de modificar la superficie de un material aportando características físicas, químicas o biológicas, 
distintas de las encontradas de forma original en la superficie de dicho material. Esta modificación se realiza 
habitualmente en materiales sólidos, pero es posible encontrar ejemplos de la modificación de la superficie de 
líquidos específicos. La modificación puede realizarse mediante distintos métodos, con miras a modificar un amplio 35 
intervalo de características de la superficie, tales como: rugosidad, hidrofobicidad, carga superficial, energía 
superficial, biocompatibilidad y/o reactividad, entre otros. 
 
Otra realización de la presente invención se refiere a la composición farmacéutica que comprende un péptido con la 
capacidad de unirse a una proteína del complejo motor microtubular, tal como la dineína, o una estructura 40 
funcionalizada unida a un péptido con la capacidad de unirse a una proteína del complejo motor microtubular, tal 
como la dineína, en ambas realizaciones acoplada a al menos una sustancia a suministrar en cualquier diana 
requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusión célula a célula. En una 
realización preferente, la estructura funcionalizada con un péptido con la capacidad de unirse a una proteína del 
complejo motor microtubular es una nanopartícula. En otra realización preferente de la invención, la composición 45 
farmacéutica comprende un péptido de unión a dineína que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y 
SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), o una estructura funcionalizada unida a un péptido de unión a 
dineína que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de 
referencia), acoplada a una sustancia a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular 
requerido, que comprende la difusión célula a célula. 50 
 
La composición farmacéutica anterior puede ser una composición de vacuna que comprende un péptido con la 
capacidad de unirse a una proteína del complejo motor microtubular, preferentemente un péptido de unión a dineína 
que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), o 
una estructura funcionalizada unida a un péptido de unión a dineína que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID 55 
NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de referencia), en ambas realizaciones, acoplado a un antígeno a 
suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que comprende la difusión 
célula a célula; o una composición antiviral que comprende una estructura funcionalizada unida a un péptido de 
unión a dineína que comprende las SEQ ID NO: 1 a 11 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 10 citadas como ejemplos de 
referencia), a suministrar en cualquier diana requerida, en cualquier compartimento celular requerido, que 60 
comprende la difusión célula a célula. 
 
El conjunto de enfermedades que pueden tratarse, diagnosticarse o prevenirse con la composición farmacéutica de 
la invención depende de forma directa de la sustancia específica a ser suministrada mediante los péptidos de la 
invención. Como se cita anteriormente, dado que pueden suministrarse sustancias orgánicas o inorgánicas, pueden 65 
tratarse, diagnosticarse o prevenirse un amplio conjunto de enfermedades con la composición farmacéutica de la 
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invención, por ejemplo (listado no exhaustivo): cáncer y otras neoplasias, enfermedades infecciosas, tuberculosis, 
granulomas, enfermedades óseas, osteoporosis, enfermedad congénitas, defectos enzimáticos ya sea adquiridos o 
hereditarios, enfermedades endocrinas, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades de la médula ósea, 
enfermedades del sistema nervioso, enfermedades neurodegenerativas, tratamiento del dolor, cicatrización, curación 
de quemaduras o enfermedades inflamatorias. 5 
 
Breve descripción de las figuras 
 
 Figura 1 
 10 
 A. Eficacia de la captación celular de una proteína propulsada mediante el péptido de suministro de 

una carga. Localización de los péptidos que se unen a la proteína del complejo motor microtubular dineína 
frente al control que no se une a una proteína motora. 1A a, c: La captación celular de la proteína de carga 
rodamina unida al péptido DynPro (propulsado por la dineína) se observa como puntos distribuidos en el 
citoplasma (5 M). 1A b,d: Rodamina unida al péptido de control INTCT3 en cultivo de células Vero 15 
sembradas en placa después de 18 h de exposición a los péptidos. 1A e: Otras secuencias que se unen a 
una proteína del complejo motor microtubular. Acumulación celular después de la incubación de células las 
Vero con el péptido TransRB. 1A f: Células incubadas con TransBA. La distribución subcelular y las 
propiedades dinámicas de todas las secuencias de unión a dineína probadas fueron las mismas con todos los 
péptidos de unión a dineína. 20 

 
 B. Grupo de péptidos de unión a dineína en el área perinuclear, cerca del centro organizador de microtúbulos 

(COMT; Fig. 1B c flecha) que sigue del movimiento de la proteína motora dineína unida a los microtúbulos. 
1B a-c: Acumulación temporal progresiva de rodamina cuando está unida al péptido de unión a dineína en 
cultivo de células Vero sembradas en placa después de 30-120 min de incubación con los péptidos.  25 
1C a,b: Células HEK293T después de 1 hora de incubación con el péptido de unión a dineína. 1C c,d: Línea 
celular de neuroblastoma humano SK-N-MC después de 1 h de incubación con el péptido. El péptido se 
movió rápidamente a través del citoplasma y de célula a célula (puntas de flecha). Los péptidos de unión a 
dineína presentaban la misma distribución subcelular, capacidad de transporte intercelular y propiedades 
dinámicas en un amplio intervalo de tipos celulares probados. 30 

 
 Figura 2. Los péptidos de unión a la proteína motora molecular dineína suministran cargas de célula a 

célula. La proteína rodamina unida a los péptidos transportadores/de suministro de la invención se transporta de 
forma activa a través de las uniones y conexiones célula-célula mediante uniones adherentes, filopodios y 
procesos celulares. Este bombeo de la proteína hacia afuera la hace que se propague de forma rápida entre las 35 
células por todo el cultivo celular. 2a: Movimiento de entrada a la célula siguiendo una extensión del microtúbulo. 
2 b-f: Propagación del péptido a través de las conexiones y proyecciones entre células. La figura muestra las 
células Vero después de la incubación con el péptido de suministro DynPro 10 M, contrateñidas con 2 a-c: un 
anticuerpo anti-cadena ligera de dineína (DLC8) 2d: anticuerpo anti-tubulina 2e: anticuerpo de (cadena 
intermedia de dineína) que es otra cadena de dineína que forma parte del complejo motor microtubular junto con 40 
las cadenas pesadas, intermedias ligeras y ligeras. 2f: con aglutinina de germen de trigo (AGT-488), que marca 
la superficie celular, los contactos célula-célula y los procesos. 

 
 Figura 3: El movimiento rápido del péptido de suministro es un movimiento asociado a microtúbulos. 
 3A a-c: El movimiento de transporte del péptido de suministro se anuló añadiendo a los medios de cultivo un 45 

fármaco despolimerizante de microtúbulos, nocodazol 2,5 M, durante 30 min (3Aa: 0 s, b: 4 s, c: 8 s).  
3Ad-f: Después, se retiró el medio y después del lavado se recuperó el movimiento del péptido de suministro, y el 
péptido de suministro continuó propagando la proteína rodamina en las células (3Ad: 8 s, 3Ae: 16 s, 3Af: 24 s). 
3B: Por el contrario, los fármacos despolimerizantes de actina produjeron una contracción de la célula apreciable 
debido al colapso del citoesqueleto de actina, pero se preservó el transporte y se registró el péptido de suministro 50 
moviéndose a lo largo de las células y de las proyecciones que quedaban (latrunculina A 0,1 M) 3Ba: Sin 
fármaco, 3Bb: después de 15 min de incubación con el fármaco, 3Bc: 30 min. Se añadió DynPro 10 M a las 
células vero y después de 30 min se añadieron los medios que contenían los fármacos despolimerizantes del 
citoesqueleto. 

 55 
 Figura 4. Los péptidos de unión a dineína tienen la capacidad de suministrar cargas a través de la 

membrana nuclear. 4a: El suministro de rodamina a través de la membrana nuclear se observa como rastros de 
péptidos dentro del núcleo. 4 b-c: La envoltura nuclear se tiñó con lámina B1-GFP. 4b: la envoltura nuclear 
aparece discontinua cuando los péptidos están atravesándola. 4c: Imágenes subsecuentes de videomicroscopía 
que muestran los péptidos que atraviesan la envoltura nuclear y las arrugas de la envoltura nuclear a medida que 60 
los sitios de la alteración por el péptido se reorganizan. 4d: Reconstrucción tridimensional de la cubierta de la 
envoltura nuclear que muestra que los péptidos entran al núcleo. 4e: Arrugas de la envoltura nuclear en los sitios 
de entrada. La figura representa células vero transfectadas con lámina B1-GFP y tratadas con péptido DynPro 
10 M. 

 Figura 5. Los péptidos de unión a dineína suministran cargas en el nucléolo. 5a: Videomicroscopía a 65 
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intervalos regulares de 1 imagen/s de células Vero transfectadas con nucleolina B3-GFP después de 1 h de 
incubación con DynPro 10 M. Las flechas muestran el tráfico del péptido de suministro hacia adentro y hacia 
afuera del nucléolo teñido con nucleolina. 5 b-c: La viabilidad celular no estuvo afectada con dosis crecientes de 
péptido de unión a dineína o de control, por sí mismos o unidos a TAMRA. 5 d-e: La proliferación celular no se 
modificó con dosis crecientes del péptido de unión a dineína o del control, por sí mismos o unidos a TAMRA. 5 

 
 Figura 6. El antígeno suminstrado por el péptido de unión a dineína provoca una respuesta inmunitaria 

de anticuerpos eficaz. 6a Células vero cargadas con el péptido DynPro unido al antígeno M2 de la gripe. 6b: 
Con un anticuerpo que reconoce el antígeno M2 de la gripe, fue posible detectar en las mismas células el 
suministro y la amplia distribución intracelular del antígeno. 6 c-e: La respuesta de los anticuerpos provocada en 10 
ratones por las distintas preparaciones del péptido y del control (Preinm), después de la primera y la segunda 
inoculación. Grupo A: 2 g de DynPro con el adyuvante incompleto de Freund (AIF). Grupo B: 2 g de M2 con 
AIF. Grupo C: 2 g de M2-DynPro con AIF. Grupo D: 2 g de M2- DynPro. 6e: Comparación de los títulos IgG 
por ELISA obtenidos en los distintos grupos de ratones inoculados con las preparaciones del péptido y de los 
controles. El eje X representa cada uno de los animales de cada uno de los grupos en la primera (barras grises) 15 
y la segunda inoculación (barras negras). 

 
 Figura 7. Nanopartículas funcionalizadas con el péptido de unión a dineína. 7a: Esquema de la estructura 

de la nanopartícula; las propiedades motoras del péptido de suministro actúan como un propulsor para las 
nanopartículas de Au-tiopronina. Este tipo de estructura tiene la capacidad de transportar trazadores 20 
diagnósticos (TAMRA), polímeros (PEG), antígenos y otros compuestos químicos. 7b: Las nanopartículas de Au-
tiopronina-TAMRA funcionalizadas con el péptido de suministro de unión a dineína DynPro se incubaron con las 
células Vero durante 1 hora. Flecha: La nanopartícula que entra al núcleo deja una huella visible a lo largo de su 
trayecto debido a su tamaño más grande con el contraste de fase. 7c: Nanopartículas de Au-tiopronina-TAMRA 
funcionalizadas con péptido de suministro de unión a dineína incubadas durante 2 h. La acumulación de 25 
rodamina es visible en el citoplasma y las proyecciones célula-célula. 7 d-e: La proliferación celular no se 
modificó con dosis crecientes de las distintas formulaciones de nanopartículas. 

 
 Figura 8. 
 30 
 A. Dominio de unión a dineína de la miosina V, TransMy. La videomicroscopía de molécula única mostró que 

estos péptidos entran al núcleo mediante el remodelado de la envoltura nuclear, se transportan a través de la 
envoltura nuclear y alcanzan el nucléolo en células Vero y en otros tipos celulares. 

 B. Se funcionalizaron nanopartículas de oro con TransMy como una herramienta para el suministro de 
genes/fármacos en el citoplasma y el núcleo celular. Las nanopartículas prolongan la biodisponibilidad del 35 
péptido y confieren estabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad, no teniendo efecto adverso sobre la 
viabilidad o la morfología celular. También permiten la detección mediante microscopía electrónica o 
reconocimiento molecular. Además, dos pcDNA que contenían la proteína de HA1 de la gripe (pcAPCH-Lk1-
HA1) y la proteína M2 de la gripe (pcAPCH-Lk1-4M2) respectivamente, se incorporaron a las nanopartículas 
Au@p3k-TransMy en una proporción de 0,1 mg de plásmido por mg de nanopartícula, a los fines del 40 
suministro y la expresión de proteínas. La videomicroscopía de molécula única muestra la distribución de las 
nanopartículas dentro de la célula y alcanzando el núcleo. 

 C. Para mostrar la expresión de la proteína, las nanopartículas Au@p3k-TransMy-pcAPCH-Lk1-HA1 
incubadas en células Vero se analizaron por inmunohistoquímica, utilizando un anticuerpo monoclonal frente 
a HA1. 45 

 D. Para mostrar la expresión de la proteína, las nanopartículas Au@p3k-TransMy-pcAPCH-Lk1-4M2 
incubadas en células Vero se analizaron mediante inmunohistoquímica, utilizando un anticuerpo monoclonal 
frente a M2. 

 E. Mapa de pcAPCH-Lk1-HA1 (7345 PB) (SEQ ID NO: 13). 
 F. Mapa de pcAPCH-Lk1-4M2 (6600 PB) (SEQ ID NO: 14). 50 
 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1. Suministro de la proteína rodamina mediante su unión a las secuencias que se unen a la dineína 55 
motora citoplasmática del péptido transportador en células Vero. 
 
1.1. MATERIALES 
 
1.1.1 Líneas celulares y medios de cultivo utilizados. 60 
 
A lo largo de este ejemplo se ha utilizado como modelo la línea celular Vero. Las pruebas de los péptidos se 
desarrollaron en esta línea celular establecida, aneuploide y de crecimiento indefinido en cultivo. Procede de riñón 
de mono verde africano (Cercopithecus) adulto y se obtuvo a través de la Colección Europea de Cultivos Celulares 
(CCEC), depositada con el número 84113001. Su morfología es del tipo de fibroblastos y se cultivó utilizando medio 65 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza), complementado con suero fetal bovino al 5 % (SFB, Lonza) 
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inactivado durante 30 minutos a 56 ºC, glutamina 4 mM (Invitrogen), penicilina 200 UI/ml y estreptomicina 100 mM 
(Invitrogen). Las condiciones de cultivo de las células fueron a 37 ºC y una atmósfera de CO2 al 5 %. De forma 
rutinaria, estas células se subcultivaron 1:6 dos veces por semana, en matraces de cultivo Easy-T-Flasks de 75 cm2 
recubiertos con Nunclon (Nunc). El medio de cultivo DMEM se complementó de varias formas, dependiendo de los 
requerimientos particulares del ensayo. Por lo tanto, los inventores se refieren a DMEM SC cuando se utilizó sin 5 
antibióticos, glutamina o SFB. Los inventores se refieren a DMEM al 2 % cuando el porcentaje de SFB es añadido 
en este porcentaje, manteniendo los otros aditivos en las concentraciones mencionadas. 
 
1.1.2. Material fungible utilizado. 
 10 
 Criotubos de 1 ml de capacidad (Nalgene) para mantener la línea celular Vero en nitrógeno líquido. 
 Micropipetas (Gilson) con capacidades máximas de 1000, 200 y 20 l. 
 Puntas de micropipeta (Arc) con filtro y libres de ARNasas, para evitar posibles contaminaciones, de 1000, 200 y 

20 l de capacidad. 
 Tubos de 1,5 ml de capacidad (Eppendorf) libres de ARNasas. 15 
 Placas de cultivo celular multipocillo de 4, 6, 12 y 24 pocillos (Nunc). 
 Cubreobjetos de 12 mm de diámetro y portaobjetos rectangulares convencionales (Laboratorios Geber). 
 
1.1.3. Anticuerpos y cromógenos utilizados. 
 20 
 el anticuerpo policlonal anti-DLC8 obtenido en conejos inmunizados con la proteína DLC8 unida a 10 restos 

histidina, expresada en E. coli y más tarde purificada, se utilizó a una dilución 1:50. Generado en el laboratorio de 
los inventores. 

 Anticuerpo monoclonal anti -tubulina (1:2000, Sigma). 
 Aglutinina de germen de trigo (AGT) conjugada al fluorocromo Alexa 488 (1:200, Invitrogen). 25 
 Anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado al fluorocromo Alexa 594 y anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado al 

fluorocromo Alexa 488 (1:200 y 1:300 respectivamente, Molecular Probes). 
 Anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa HRP y anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a 

peroxidasa HRP (ambos 1:5000-10.000, GE Healthcare). 
 30 
1.1.4 Plásmidos. 
 
El vector que codifica EGFP-Lámina B1 fue un obsequio generoso de Howard Worman de la Columbia University, 
Nueva York. Loren Fong de la UCLA proporcionó amablemente el vector que codifica la proteína verde fluorescente 
potenciada (EGFP)-LBR (receptor de Lámina B). EGFP-tubulina y -actina eran de Clontech. Carmen Rivas del 35 
Centro Nacional de Biotecnología, Madrid, proporcionó amablemente el vector que codifica la proteína nucleolar 
B23. 
 
1.1.5. Otros reactivos. 
 40 
 Triton X-100, Tween 20, seroalbúmina bovina (BSA), solución salina tamponada con fosfato (PBS) B-

mercaptoetanol, SDS, Tris base (Sigma) 
 Agua libre de ARNasa y solución RNAseZAP (Ambion) para eliminar la actividad ARNasa de las superficies de 

trabajo y de los materiales. 
 ProLong, reactivo de montaje para conservar la fluorescencia (Invitrogen). 45 
 
1.1.6. Péptidos utilizados. 
 
Se utilizaron: un péptido que contenía el motivo de unión a DLC8 descrito anteriormente en la proteína p54 (DynPro) 
del virus de la fiebre porcina africana, la proteína P (TransRb) del virus de la rabia y Va (TransMy) de la miosina, y 50 
otros péptidos con secuencias de aminoácidos aleatorias irrelevantes con una cola de argininas como controles 
negativos (péptido INTCT3) (Fig. 1A). Los péptidos se unieron a la proteína rodamina B (extremo C-terminal o N-
terminal) o a tetrametil-rodamina (TAMRA), en una cadena lateral del aminoácido lisina, como se describe en la 
Tabla 1. 
 55 
Genecust sintetizó todos los péptidos diseñados utilizados a lo largo del presente ejemplo. La purificación de los 
mismos se llevó a cabo mediante HPLC, obteniendo en todos los casos un grado de pureza de más del 95 %. Una 
vez sintetizados y purificados, los péptidos se recibieron en el laboratorio como un liofilizado. 
 
MÉTODOS 60 
 
1.2.1 Manipulación de los péptidos. 
 
Los péptidos se resuspendieron de acuerdo con su peso molecular en el volumen de H2O con el correspondiente 
grado de pureza mQ y estéril, para obtener una solución madre a una concentración de 5 mM. Se puso especial 65 
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atención para evitar la turbidez en la solución y las puntas siempre se utilizaron con un filtro, para evitar posibles 
contaminaciones cruzadas. Se prepararon alícuotas de 20 l y se conservaron a -80 ºC hasta el momento de su uso. 
Para utilizarlas, su descongelamiento fue lento, en hielo. 
 
Las soluciones de trabajo de los péptidos se prepararon a partir de las soluciones madre en medio DMEM SC (PS al 5 
1 %, G al 1 %, sin SFB) en el intervalo de concentraciones de 0 - 100 M, siempre en condiciones estériles y justo 
antes de su adición al cultivo celular para evitar su degradación. 
 
1.2.2 Incubación de los péptidos en el cultivo celular. 
 10 
La noche anterior al experimento se cultivaron 9 x 104 células Vero en placas de 24 pocillos. A la mañana siguiente, 
las células se lavaron en DMEM SC y el medio existente se reemplazó con 300 l de las soluciones que contenían 
los distintos péptidos en distintas concentraciones. La incubación de las células con los péptidos tuvo lugar durante 
distintos periodos de tiempo, variando entre 1 min a 2 horas a 37 ºC y CO2 al 5 % (Fig. 1). 
 15 
1.2.3. Análisis de citotoxicidad. Ensayos de viabilidad y proliferación celular. 
 
Para evaluar la viabilidad celular se incubaron las células Vero, sembradas en las placas de 24 pocillos, en DMEM 
que contenía los péptidos de suministro DynPro, etc. o INTCT3 de control negativo unido a rodamina B o TAMRA, a 
concentraciones que variaban de 0 a 100 M (Fig. 5b-c). Después de la incubación con los péptidos durante 24 h, 20 
las células se recogieron y mediante ensayo de exclusión del colorante azul de Tripán (Sigma) se determinó el 
número de células viables presentes en las suspensiones celulares. Brevemente, se añadieron 20 l de PBS con 
azul de Tripán al 0,08 % a un volumen equivalente de suspensión celular y se mezcló. Después de 2 minutos se 
contaron las células azules (células muertas) utilizando un hemocitómetro y un microscopio óptico convencional 
(Fig. 5 b-c). 25 
 
Para evaluar la proliferación celular, se incubaron 3x104 células Vero, sembradas en placas de 96 pocillos, en 50 l 
de DMEM que contenía los péptidos de suministro DynPro, etc. o INTCT3 de control negativo a concentraciones que 
variaban entre 0 a 100 M. Después de una incubación de 36 h, se determinó la proliferación celular utilizando el 
ensayo CellTiter 96 Aqueous™ (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante (Fig. 5d-e). 30 
 
1.2.4. Inmunofluorescencia. 
 
Las células expuestas anteriormente a los péptidos se lavaron con PBS antes de fijarlas con una solución de  
PBS-paraformaldehído al 3,8 % a temperatura ambiente (TA) durante 10 min. Después del lavado con PBS, las 35 
células se permeabilizaron utilizando PBS-Triton X-100 al 0,1 % durante 10 min a TA. Después del lavado con PBS, 
las células se incubaron en solución de bloqueo (PBS-seroalbúmina bovina al 2 %) a 37 ºC durante 45 min. Los 
anticuerpos primarios se incubaron a las correspondientes diluciones durante 1 h a 37 ºC. Después del lavado en 
PBS, las células se incubaron durante 30 min a TA con el anticuerpo secundario a las concentraciones deseadas 
durante 45 min a temperatura ambiente. Se montaron los cubreobjetos con Prolong y se observaron en un 40 
microscopio confocal (Leica; Fig. 2). Los microtúbulos se detectaron mediante tinción con el anticuerpo monoclonal 
anti--tubulina (Sigma) diluido 1:1.000. Se generó un suero de conejo específico frente a DLC8 después de la 
inmunización con DLC8 no marcada producida en E. coli, como se describe en los Materiales. Este suero se diluyó 
1:100 en PBS para detectar la distribución celular de DLC8. Se utilizaron como anticuerpos secundarios anticuerpos 
anti-IgG de ratón o anti-IgG de conejo conjugados con Alexa 594 (Molecular Probes), diluidos 1:200 en PBS. Los 45 
contactos célula-célula y las membranas celulares se marcaron con aglutinina de germen de trigo (AGT) conjugada 
con el fluorocromo Alexa 488 diluida 1:200 en PBS (Fig. 2). 
 
1.2.5. Transfecciones. 
 50 
Las transfecciones se realizaron utilizando el reactivo de transfección TransIT 2020 de Mirus, de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, las células Vero se cultivaron en placas de cultivo tisular de 35 mm, 
en DMEM con suero al 5 % (PS al 1 %, G al 1 %), hasta el 80 % de confluencia. De forma separada, se mezclaron 
50 l de DMEM, sin suero y sin antibióticos, con 0,5 g de ADN de cada plásmido y 1,5 l de TransIT 2020. La 
mezcla se incubó durante 20 min a temperatura ambiente antes de la adición de las células. Para minimizar la 55 
citotoxicidad y aumentar la eficacia de la transfección, antes de añadir la mezcla de ADN-TransIT el medio de las 
células se reemplazó con 300 l de DMEM recién preparado con suero al 5 % y sin antibióticos. De forma similar, 
después de 4 h la mezcla de transfección se retiró de las células y se añadieron 500 l de medio recién preparado 
con suero al 5 % (PS al 1 %, G al 1 %). A las 24 h después de la transfección, las células se incubaron con los 
péptidos según se explica anteriormente y se analizaron mediante microscopía confocal. 60 
 
1.2.6. Fármacos inhibidores. 
 
Se utilizaron inhibidores de la polimerización de microtúbulos para demostrar que el movimiento del péptido 
suministrado fue el movimiento esperado dependiente del motor microtubular (Fig. 3A). Se incubaron las células 65 
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Vero al 100 % de confluencia en una placa de 35 mm con DynPro a 10 M (en 500 l de DMEM SFB) durante 30 
min en un microscopio confocal a 37 ºC y CO2 al 5 %, y se registró el movimiento de suministro intra e intercelular. 
Después, se añadió al medio nocodazol 2,5 M y se incubó adicionalmente a 37 ºC y CO2 al 5 %, y se registró el 
movimiento asociado a los microtúbulos. Después de aproximadamente 30-15 min el efecto del fármaco sobre las 
células fue apreciable y el movimiento se detuvo. Después de 2,5 h el medio se reemplazó por medio recién 5 
preparado y se registró en el microscopio durante 1 h, y se registró la recuperación del movimiento (Fig. 3A). 
 
Para comprobar su impacto en el movimiento, se utilizaron inhibidores de la polimerización de la actina, como la 
latrunculina A (Fig. 3B). Se incubaron las células Vero al 100 % de confluencia no transfectadas o transfectadas con 
actina en un MW4 con péptido DynPro a 50 M (en 500 l de DMEM, SFB-), durante 30 min a 37 ºC y CO2 al 5 %. 10 
Después, se añadió latrunculina A (0,1 M) o PBS en los controles, y se incubó durante 1,5 h a 37 ºC y CO2 al 5 %. 
Después del lavado con PBS, las células se montaron en reactivo antidecoloración ProLong Gold. 
 
1.2.7. Microscopía de video a intervalos regulares. 
 15 
Se llevó a cabo microscopía confocal utilizando un microscopio confocal TCS SPE de Leica que incluía una cámara 
de incubación, un controlador de CO2 y una unidad de calefactora. Para la observación del movimiento in vivo, se 
registraron series apiladas cada 10 segundos utilizando el programa Microsystems LAS AF de Leica y las películas 
se presentaron a 1-5 imágenes por segundo. 
 20 
En conclusión, el Ejemplo 1 muestra que las secuencias del péptido que se unen a una proteína del complejo motor 
microtubular celular, tal como el motor molecular dineína, pueden utilizarse de forma eficaz para diseñar un conjunto 
de péptidos transportadores que dirijan el movimiento intracelular unido a los microtúbulos (Tabla 1). Estos péptidos 
transportadores propulsados por motor molecular tuvieron la capacidad de transportar, con elevada eficacia, 
cualquier molécula o fármaco unido a ellos. La proteína rodamina B o a tetra-metil-rodamina (TAMRA) se unieron 25 
como una carga útil al péptido de suministro y se añadieron a las células Vero. Su movimiento se registró mediante 
videomicroscopía a intervalos regulares y se comparó con el de la rodamina unida a los péptidos de control con la 
secuencia de aminoácidos que no se une a dineína (INTCT3 de control interno; Fig. 1A b,d). La captación celular de 
rodamina B fue mucho más eficaz, y las proteínas fluorescentes se acumularon de forma rápida en el citoplasma de 
las células tratadas cuando estaban unidas a los péptidos de unión a dineína probados (propulsadas por dineína), 30 
como se puede observar en la Fig. 1A a,c, para el péptido Dinpro y en la Fig. 1A e,f, para los péptidos TransRB y 
TransBA, respectivamente. Las proteínas se distribuyeron cerca del núcleo y en el área del centro organizador de 
microtúbulos o se dispersaron a través del citoplasma (Fig. 1, 2). No se encontró ni toxicidad celular ni 
modificaciones de la proliferación celular (Fig. 5b-e). 
 35 
Además, los transportadores peptídicos tuvieron la capacidad de atravesar la envoltura nuclear para entrar en el 
núcleo (Fig. 4, 5). Los inventores encontraron que los péptidos transportadores pudieron transportar proteínas 
fluorescentes a través de la envoltura nuclear y de la lámina nuclear, como se muestra en las células transfectadas 
con lámina B1-GFP (Fig. 4). Se ha demostrado que estos péptidos de suministro pueden acumularse en el nucléolo 
o moverse y salir otra vez, como se demostró en células transfectadas con un plásmido que codificaba la proteína 40 
nucleolar B23 (Fig. 5a). 
 
La proteína rodamina B o TAMRA unida a los péptidos de suministro se transportaron de forma activa a través de las 
uniones y de las conexiones célula-célula mediante uniones adherentes, filopodios y procesos celulares. Este 
bombeo hacia afuera de la proteína dio como resultado la rápida propagación entre las células (Fig. 1-3). 45 
 
Se demostró que el transporte del péptido de suministro es dependiente de los microtúbulos, dado el característico 
movimiento dependiente de dineína y que se detuvo con los fármacos despolimerizantes de microtúbulos como 
nocodazol, y que el transporte se recuperó después del lavado del fármaco (Fig. 3A). No obstante, otros agentes 
despolimerizantes del citoesqueleto de actina (latrunculina A) no tuvieron impacto sobre este transporte, como se 50 
esperaba, debido a que no están relacionados (Fig. 3B). 
 
 
Ejemplo 2.  Suministro de la proteína rodamina mediante su unión a las secuencias del péptido 
transportador que se unen a la dineína motora citoplasmática en células de diversos orígenes. 55 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
La mayoría de los materiales y métodos fueron equivalentes a los del ejemplo anterior, con las siguientes 
peculiaridades: 60 
 
2.1. Líneas celulares y medios de cultivo utilizados. 
 
En este ejemplo, los inventores probaron diversas líneas celulares de distintos orígenes para el uso de los péptidos 
suministrados. 65 
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 a) La línea celular HEK 293T/17 (Colección Americana de Cultivos Tipo ATCC n.º CRL-11268) procede de 
células de riñón embrionario humano transformadas con adenovirus 5 y contiene, además, el antígeno T grande 
de SV40. Las células HEK 293 y varias otras líneas celulares humanas generadas mediante transformación con 
adenovirus de las células de riñón embrionario humano tienen la morfología (Fig. 1Ca-b) y muchas propiedades 
de las neuronas inmaduras, tal como la presencia de ARNm y de productos génicos encontrados normalmente 5 
en las neuronas. 

 Esta línea celular se cultivó utilizando medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza), complementado 
con suero fetal bovino (SFB, Lonza) al 5 %, inactivado durante 30 minutos a 56 ºC, glutamina 4 mM (Invitrogen), 
penicilina 200 UI/ml y estreptomicina 100 mM (Invitrogen). Las condiciones de cultivo de las células fueron a 
37 ºC y una atmósfera de CO2 al 5 %. De forma rutinaria, estas células se subcultivaron 1:6 dos veces a la 10 
semana, en matraces de cultivo Easy-T-Flasks de 75 cm2 recubiertos con Nunclon® (Nunc). El medio del cultivo 
DMEM se complementó de varias formas dependiendo de los requerimientos particulares del ensayo. Por lo 
tanto, los inventores se refieren a DMEM SC cuando se utilizó sin antibióticos, glutamina o SFB. Los inventores 
se refieren a DMEM al 2 % cuando el porcentaje de SFB se añade en este porcentaje, manteniendo los otros 
aditivos en las concentraciones mencionadas. 15 
b) La línea celular SK-N-MC de células de neuroblastoma humano (ATCC HTB-10) de origen neurogénico y con 
actividad dopamina beta hidrolasa. Esta línea celular se cultivó en medio esencial mínimo de Eagle con piruvato. 
El procedimiento y la composición fueron similares a los de la línea celular anterior (Fig. 1Cc-d). 
c) La línea celular COS-7 de riñón de mono verde africano obtenida de CV-1, una línea celular de simio 
(Cercopithecus aethiops), mediante transformación con un mutante de origen defectivo del SV-40. Morfología de 20 
fibroblastos. N.º de ATCC CRL-1651, EC ACC 60. Esta línea celular se cultivó como se explica para a). 
d) La línea MDCK de células epiteliales de riñón de canino Madin-Darby. Células de origen epitelial, positivas 
para queratinas y rodeadas de lámina basal. ATCC CCL-34. Esta línea celular se cultivó como se explica para a). 
e) Línea celular inmortal HeLa obtenida de células epidérmicas de cáncer de cuello uterino. Origen epitelial, 
expresa queratinas. ATCC CCL-2. Esta línea celular se cultivó como se explica para a). 25 
f) Células de ovario de hámster chino (CHO). Las células CHO no expresan el receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGFR). ATCC CCL-61. Esta línea celular se cultivó como se explica para a), añadiendo en el medio 
prolina 4 mM (Invitrogen). 
g) La línea celular de macrófagos humanos THP1 (ATCC TIB-202) se cultivó en suspensión con medio RPMI-
1640. Las células se sembraron 24 horas antes del tratamiento con el péptido y se añadió acetato de forbol 30 
miristato al 5 % (PMA, Lonza). 
h) La línea celular de linfocitos humanos KARPAS-422 procedente de células de linfoma no Hodgkin se cultivó en 
suspensión con medio RPMI-1640 (ICLC: HTL99023). 
i) Línea de células de insecto SF9: las células SF9 proceden de Spodoptera frugiperda (oruga cogollera) (ATCC 
CRL-1711). 35 
 

En conclusión, el Ejemplo 2 muestra que los péptidos de unión a dineína del complejo motor microtubular son útiles 
para el suministro satisfactoria de sustancias en muchos tipos celulares distintos, procedentes de distintos orígenes 
tisulares: fibroblastos, células epiteliales, macrófagos, linfocitos, etc. y de distintas especies (ser humano, mono, 
hámster, perro) y tanto transformadas como no transformadas. Esto apoya la aplicación de los péptidos de 40 
suministro de unión a dineína en células procedentes de tumores sólidos (carcinoma epidérmico de cuello uterino) o 
de neoplasias hematológicas (linfoma no Hodgkin). 
 
Ejemplo 3. Suministro del antígeno M2 del virus de la gripe mediante su unión a una secuencia del péptido 
transportador (DynProp) que se une a la dineína motora citoplasmática. 45 
 
Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, excepto en los siguientes puntos: 
 
3.1 Péptidos utilizados. 
 50 
Se utilizó un péptido que contenía el motivo de unión a DLC8 descrito anteriormente en la proteína p54 del VFPA 
(DynPro) y unido al péptido M2 del virus de la gripe. Esta es una proteína interna del núcleo del virus de la gripe se 
ha caracterizado recientemente como responsable de la generación de la respuesta del inflamasoma en las células 
durante la infección. Este péptido actualmente se incluye en algunas formulaciones nuevas de vacuna frente a la 
gripe, junto a la hemaglutinina, o solo. Como controles negativos se incluyeron otros péptidos con secuencias 55 
irrelevantes (péptido INTCT3). Todos se unieron a la proteína tetrametil-rodamina (TAMRA) y se describen en la 
Tabla 1. 
 
La fuente, la manipulación de los péptidos y otros métodos, fueron los mismos que los descritos en el Ejemplo 1. 
 60 
3.2. Anticuerpos. 
 
Se utilizó el anticuerpo anti-antígeno M2 de la gripe, obtenido de conejos inmunizados con la proteína M2 de la gripe 
unida a 10 restos de histidina, expresada en baculovirus y más tarde purificada, a una dilución 1:50. Se generó en el 
laboratorio de los inventores. Los protocolos de inmunofluorescencia fueron los mismos que lo explicado para el 65 
Ejemplo 1. 
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En conclusión, el Ejemplo 3 muestra que el péptido de suministro fusionado al antígeno M2 de la gripe mostró las 
mismas propiedades dinámicas que el péptido solo o que la proteína que transportaba rodamina (TAMRA). Tiene la 
misma distribución intracelular extendida y las misma propiedades de acumulación intracelular (Fig. 6a). Los 
inventores fueron capaces de detectar el antígeno M2 de la gripe con un anticuerpo específico que colocaliza con el 5 
péptido de suministro, lo que demuestra que se transportó mediante el péptido a los emplazamientos celulares 
(Fig. 6b). Esto demuestra que la carga a transportar de forma satisfactoria pueden ser péptidos, proteínas y/o 
antígenos, entre otros. 
 
Ejemplo 4. Suministro en ratones in vivo del antígeno M2 del virus de la gripe unido a la secuencia de 10 
péptido transportador (DynPro) 
 
Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 1, excepto en los siguientes puntos. 
 
Se inocularon por vía intraperitoneal 30 ratones hembra BALB/c (subgrupo AnNHsd) de 6-8 semanas de edad, con 15 
un volumen de 100 l de las distintas formulaciones, según se explica a continuación, en los días 0, 14 y 28 
posinoculación, y para analizar los sueros se les extrajo sangre en los días 0, 14, 28, 42 y 63. 
 
Los inventores compararon el efecto del antígeno M2 del virus de la gripe solo y/o unido con el péptido de suministro 
o el péptido de suministro solo, inoculando 30 ratones en 5 grupos y comparando la respuesta inmunitaria. Además, 20 
se añadió el adyuvante incompleto de Freund en las formulaciones indicadas (Fig. 6c-e). Se probaron distintas 
combinaciones mediante la inoculación intraperitoneal de 2 g de péptido/ratones/dosis como se indica a 
continuación: 
 
 GRUPO A (6 ratones): Péptido de suministro DynPro en PBS + adyuvante incompleto de Freund 25 
 GRUPO B (6 ratones): Antígeno M2 de la gripe en PBS + adyuvante incompleto de Freund 
 GRUPO C (6 ratones): Antígeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro DynPro en PBS + adyuvante 

incompleto de Freund 
 GRUPO D (6 ratones): Antígeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro DynPro en PBS 
 30 
4.1. Determinación de anticuerpos específicos. 
 
Mediante ELISA se evaluó la respuesta de IgG específica para M2 de la gripe. Para recubrir las microplacas de 
ELISA (Polysorp, Nunc, Dinamarca) se utilizó péptido M2 purificado (GL Biochem) en tampón carbonato/bicarbonato 
50 mM, pH 9,6, durante una noche a 4 ºC, a una concentración de 500 ng/pocillo. Las placas se lavaron cuatro 35 
veces con PBS-Tween 20 (PBST al 0,1 %) y se incubaron con solución de bloqueo (PBST-BSA al 2 %, 
100 l/pocillo) durante 1 hora a 37 ºC con agitación constante. Se incubaron diluciones con factor dos de las 
muestras de suero de 1:50 a 1:12.800 en tampón de bloqueo, durante 1 hora a 37 ºC con agitación. Después, las 
placas se lavaron otra vez 4 veces con PBST y se añadieron 100 ul/pocillo de anticuerpo monoclonal anti-IgG de 
ratón conjugado con HRP (GElifesciences, Estados Unidos), diluido 1:2.000 en solución de bloqueo. Para la 40 
reacción con el sustrato, las placas se lavaron cuatro veces con PBST y se añadieron a las placas 100 ul/pocillo de 
ácido 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 1 mM (ABTS, KPL, Estados Unidos). Para desarrollar los 
inmunocomplejos se dejó reaccionar durante 15 min la reacción de peroxidasa a temperatura ambiente y las placas 
se leyeron a 450 nm en un lector de microplacas de ELISA (Multiskan EX, Thermo Electron Corp, Estados Unidos). 
El umbral límite que discriminaba entre sueros negativos y positivos se estableció en 2 veces la media de la DO405 45 
de tres sueros de control negativo incluidos en cada ensayo (Fig. 6c-e). 
 
En conclusión, el Ejemplo 4 muestra la inoculación de ratones con el antígeno M2 de la gripe solo o unido al péptido 
de suministro, para comparar la respuesta inmunitaria producida. Todos los ratones permanecieron sanos, estables 
en peso y temperatura, sin signos de toxicidad. Se analizaron los sueros obtenidos de los ratones para ensayar la 50 
respuesta de anticuerpos. La primera inoculación mostró una fuerte respuesta de anticuerpos en los ratones 
inoculados con el antígeno M2 de la gripe con el adyuvante Incompleto de Freund y una respuesta inicial más baja 
en los inoculados con el antígeno M2 de la gripe unido al péptido de suministro (Fig. 6c). Después de una segunda 
inoculación, la respuesta de los anticuerpos se elevó de forma similar con o sin el péptido de suministro, siendo la 
prueba de que este método es adecuado para la vacunación (Fig. 6d-e). 55 
 
Ejemplo 5. Suministro de las nanopartículas funcionalizadas con la secuencia del péptido que transporta la 
dineína. 
 
Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, añadiendo los siguientes puntos: 60 
 
5.1.1. Productos químicos para la síntesis de nanopartículas. 
 
Todos los productos químicos eran de calidad reactiva y se utilizaron sin purificación adicional. El tetracloruroaureato 
(III) de hidrógeno trihidratado (al 99,9+ %), el clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida y el ácido  65 
2-[N-morfolino]etanosulfónico (al 99,5 %) se compraron a Sigma-Aldrich, la N-(2-mercaptopropionil)glicina (>98 %) y 
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la N-hidroxisulfosuccinimida (>97 %) a Fluka, NaBH4 (98 %) a Lancaster, las secuencias de péptido procedentes de 
la proteína p54 del VFPA (M2-DynPro, DynPro y el péptido de control INTCT3) a Genecust, CH3O-PEG-NH2 (750 
Da) a Rapp-Polymere. El agua destilada en el laboratorio se purificó adicionalmente utilizando un sistema de agua 
de calidad reactiva Milli-Q (Millipore). Los tampones se prepararon de acuerdo con el procedimiento de laboratorio 
convencional. Otros productos químicos eran de calidad reactiva y se utilizaron como se recibieron. 5 
 
MÉTODOS 
 
5.2.1 Síntesis y caracterización de las nanopartículas. 
 10 
Procedimientos generales. Los espectros UV-vis se llevaron a cabo con el espectrofotómetro Varian Cary 50. Los 
espectros de fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrómetro de fluorescencia LS-55. Las mediciones del 
potencial Zeta ( en mV) se realizaron utilizando un analizador ZetaPALS de Brookhaven. Todos los espectros se 
recolectaron en MES 50 mM, pH 6,5. Para los exámenes por MET, se colocó una única gota (10 l) de la solución 
acuosa (0,1 mg·ml-1) de las nanopartículas de oro sobre una rejilla de cobre recubierta con una película de carbono. 15 
La rejilla se dejó secar al aire durante varias horas a temperatura ambiente. El análisis por MET se llevó a cabo en 
un microscopio FEI Tecnai 20 operado a 200 KV. La distribución del tamaño de partículas de las nanopartículas de 
Au se evaluó a partir de varias micrografías, utilizando un programa para el procesamiento y el análisis de imágenes 
(ImageJ). El número de partículas seleccionado para la estimación fue de alrededor de 400, lo que dio como 
resultado una estadística de distribución de tamaño estable. 20 
 
Producción de Au@tiopronina: Se codisolvió tetracloroaureato (III) de hidrógeno trihidratado (0,15 g, 0,4 mmol,  
1 equiv) y N-(2-mercaptopropionil) glicina (tiopronina; 0,19 g, 1,2 mmol, 3 equiv) en 20 ml de metanol/ácido acético 
6:1, proporcionando una solución rojo rubí. Se añadió NaBH4 (0,30 g, 8,0 mmol, 20 equiv) en 7,5 ml de H2O con 
agitación rápida. La suspensión negra formada se agitó durante 30 min adicionales después del enfriamiento y, 25 
después, el disolvente se retiró al vacío a 40 ºC. La Au@tiopronina cruda era completamente insoluble en metanol 
pero bastante soluble en agua. Se purificó mediante diálisis, en la que el pH de 130 mg de producto crudo disuelto 
en 20 ml de agua se ajustó a 1 mediante la adición gota a gota de HCl concentrado. Esta solución se cargó en 
segmentos de 15 cm de membrana de diálisis de éster de celulosa sin fisuras (Sigma, LPM de 10 kDa) colocados en 
vasos de precipitado de agua de 4 l y se agitaron de forma lenta, recargando con agua fresca aproximadamente 30 
cada 10 h en el transcurso de 72 h. Las soluciones de Au@tiopronina azul oscuras se recolectaron a partir de los 
tubos de diálisis y se liofilizaron. Rendimiento: 96 mg. Diámetro promedio: 2,8 nm. UV/vis (H2O)  = 450, 560 nm 
(banda de plasmón superficial). Potencial Z,  (mV) = -28,00. 
 
La unión del péptido a las nanopartículas (Au@#péptido#): se añadió clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-35 
etilcarbodiimida (EDC; 2 mg, 0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de 
Au@tiopronina (2 mg) en ácido 2-[N-morfolino] etanosulfónico (MES) (50 mM, pH 6,5). Se añadió el péptido  
DynPro TAMRA (0,138 µmol) o péptido M2-DynPro TAMRA (0,130 µmol) o péptido INTCT3 TAMRA (0,138 µmol) o 
TAMRA (0,036 µmol), y la mezcla se agitó durante la noche. Después, esta solución se cargó en filtros centrífugos 
(Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificación del péptido no acoplado DynPro o TAMRA y el exceso de EDC/sulfo NHS. 40 
UV/vis (H2O)  = 450, 560 nm (banda de plasmón superficial). Potencial Z  (DynProTAMRA)= -14,957,85 mV;  
(M2-DynProTAMRA)= -18,624,01 mV y  (INTCT3TAMRA)= -36,323,98 mV;  (TAMRA) = -3,461,96 mV; 
Esquema de la estructura de la nanopartícula (Fig. 7a). 
 
Preparación de las nanopartículas de Au@tiopronina: Las nanopartículas de Au@tiopronina se prepararon utilizando 45 
el procedimiento de Murray et al. (Templeton). La reacción se ejecutó en una mezcla metanólica/ácido acético. La 
codisolución de HAuCl3 y tiopronina proporcionó una solución rojo rubí estable. La adición del reductor NaBH4 
proporcionó una solución marrón oscura. La funcionalización de las nanopartículas con el #péptido# y  
CH3O-PEG-NH2 se llevó a cabo utilizando el siguiente procedimiento. La suspensión se agitó durante 
aproximadamente 30 min y, después se eliminó el disolvente. Las nanopartículas se purificaron mediante diálisis y 50 
se caracterizaron por UV/vis y MET. Para el núcleo de oro de las nanopartículas se encontró un diámetro medio de 
2,8 nm. Como consecuencia del pequeño tamaño de los grupos el espectro de absorción UV/vis mostró una banda 
de plasmón superficial (banda de PS) indetectable. La fluorescencia y los espectros de MS confirmaron la presencia 
en las nanopartículas del péptido marcado con TAMRA. La funcionalización de Au@tiopronina con la secuencia de 
péptido (DynPro) se llevó a cabo utilizando la reactividad del grupo carboxilo libre de la tiopronina (Esquema de la 55 
Fig. 7a). La reacción utiliza el carbodiimida EDC soluble en agua para catalizar reacciones entre los grupos ácidos 
de la nanopartícula y cualquiera de los grupos amino del péptido. Los inventores incluyeron sulfo NHS en la mezcla 
de reacción para mejorar la eficacia de la reacción de formación de la amida mediada por carbodiimida, mediante la 
producción de intermediarios éster activos de reacción resistentes a la hidrólisis. Las nanopartículas resultantes se 
analizaron por UV/vis, fluorescencia y espectroscopia de masas (MS), así como análisis del potencial Zeta y MET; 60 
después del acoplamiento del péptido no se observó agregación. 
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5.2.2 Incubación de las nanopartículas en las células 
 
Todos los experimentos se llevaron a cabo en condiciones estériles y seguras, trabajando con cabinas de seguridad 
de microbiológica de clase II. Las nanopartículas se resuspendieron en H2O, con un grado de pureza mQ y estéril, 
para obtener soluciones madre a distintas concentraciones. Se puso especial atención para evitar la turbidez en la 5 
solución y las puntas siempre se utilizaron con un filtro para evitar posibles contaminaciones cruzadas. Se 
almacenaron  a 4 ºC alícuotas de 500 l a hasta el momento de uso. Las soluciones de trabajo de las nanopartículas 
se prepararon a partir de las soluciones madre en medio de DMEM SC (PS al 1 %, G al 1 %) y se ajustaron a 8 M, 
que era la concentración óptima. Este procedimiento se realizó justo antes de añadir las nanopartículas al cultivo 
celular, para evitar la degradación. Para realizar los ensayos in vivo, se cultivaron durante una noche 106 células 10 
Vero en placas de vidrio de 35 mm. Las células se lavaron en DMEM SC (PS al 1 %, G al 1 %), y el medio presente 
se reemplazó por 300 ml de las soluciones que contenían las nanopartículas a la concentración óptima. Las 
nanopartículas se incubaron a 8 mM en cámaras de incubación a 37 ºC y CO2 al 5 %, y se observaron con el 
microscopio confocal. Para observar distintas fases de la acumulación en las células los periodos de tiempo de 
incubación variaron de 1 minuto a 3 horas. 15 
 
5.3.1 Análisis de citotoxicidad. Ensayos de viabilidad y proliferación celulares. 
 
Para evaluar la viabilidad celular, se incubaron células Vero sembradas en placas de 24 pocillos en DMEM que 
contenía nanopartículas de Au-tiopronina funcionalizadas con los péptidos de suministro DynPro, DynPro-M2 o el 20 
INTCT3 de control negativo, unidos a las nanopartículas a concentraciones que variaban de 0 a 50 M. Después de 
la incubación con los péptidos durante 24 h, las células se recogieron y se determinó el número de células viables 
presentes en las suspensiones celulares mediante ensayo de exclusión del colorante azul de Tripán (Sigma) 
(Fig. 7d). Brevemente, se añadieron 20 l de PBS con azul de Tripán al 0,08 % a un volumen equivalente de 
suspensión celular y se mezcló. Después de 2 minutos, las células azules (células muertas) se contaron utilizando 25 
un hemocitómetro y un microscopio óptico convencional. 
 
Para evaluar la proliferación celular, 3x104 células Vero sembradas en placas de 96 pocillos se incubaron en 50 l 
de DMEM que contenía los péptidos de suministro DynPro o INTCT3 de control negativo, unidos a las 
nanopartículas a concentraciones que variaban de 0 a 50 M. Después de 36 h de incubación, se determinó la 30 
proliferación celular utilizando el ensayo CellTiter 96 Aqueous™ (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante 
(Fig. 7e). 
 
En conclusión, el Ejemplo 5 muestra que el péptido de suministro de unión a dineína puede unirse a distintos 
fármacos y productos químicos, tanto orgánicos (proteína rodamina) como inorgánicos (metal Au), para formar 35 
nanopartículas funcionalizadas con los péptidos de suministro. Estas nanopartículas no muestran ninguna toxicidad 
o efecto proliferativo en las células. Estas nanopartículas pueden adicionalmente unirse a fármacos o productos 
farmacéuticos (tal como la tiopronina utilizada en enfermedades renales), a otros péptidos o antígenos (tal como el 
péptido M2 de la gripe) y otros, como indica el estado de la técnica. Ellos conservan las capacidades de distribución, 
acumulación intracelular y difusión intercelular de los péptidos de suministro de unión a dineína y su capacidad de 40 
entrar a través de la membrana nuclear o de una célula a otra, independientemente de su tamaño. 
 
 
Ejemplo 6. Efecto antiviral de los péptidos fusionados a nanopartículas. 
 45 
Las nanopartículas estabilizan los péptidos que van a ser suministrados, para tratamientos antivírales y para mejorar 
la biodisponibilidad y otras propiedades farmacológicas de los péptidos para ser usados en tratamientos antivírales 
in vivo. En este ejemplo, los inventores demuestran el efecto antiviral del péptido DynPro y el control INTCT3 
fusionados a las nanopartículas de oro-tiopronina del Ejemplo 5. Los materiales y métodos de este ejemplo son 
coincidentes con el Ejemplo 1, añadiendo los siguientes puntos: 50 
 
6.1.1. Aislados víricos utilizados. 
 
El aislado del virus de la fiebre porcina africana utilizado en las pruebas de inhibición de la infección fue BA71 V, 
adaptado para crecer en la línea celular Vero. La reserva vírica se conservó en alícuotas de 100 l a - 80 ºC en 55 
medio DMEM complementado con suero fetal bovino al 15 %. En el momento de su uso, las alícuotas necesarias se 
descongelaron de forma rápida en un baño a 37 ºC y se mantuvieron en hielo. 
 
6.1.2. Anticuerpos y cromógenos utilizados. 
 60 
 anticuerpo monoclonal anti-p30: desarrollado en el laboratorio del Dr. José Ángel Martínez Escribano, reconoce 

de forma específica y detecta la proteína temprana p30 del VFPA. 
 anticuerpo monoclonal anti-p72 (anti-p73): comercializado por Ingenasa, reconoce de forma específica y detecta 

la proteína estructura tardía, principalmente p72 o p73, del VFPA. 
 anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con el fluorocromo Alexa 594 (Molecular Probes). 65 
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 anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes). 
 anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa HRP (GE Healthcare). 
 anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa HRP (GE Healthcare). 
 
6.2.1 Efecto antiviral del péptido unido a las nanopartículas. 5 
 
La noche antiviral al experimento se cultivaron 9 x 104 células Vero en placas de 24 pocillos. La mañana siguiente, 
las células se lavaron en DMEM SC y el medio presente se reemplazó con 300 l de las soluciones que contenían 
los distintos péptidos unidos a las nanopartículas a distintas concentraciones. La incubación de las células con los 
péptidos unidos a las nanopartículas tuvo lugar durante 1 hora a 37 ºC y CO2 al 5 %, después de lo cual las células 10 
se infectaron con el VFPA. Para infectar las células, el cultivo celular existente se retiró y se reemplazó hasta 350 l 
al 2 %/pocillo, que contenían la cantidad correspondiente para obtener una multiplicidad de infección de 1 unidad 
formadora de placas (ufp) por célula. La infección se dejó transcurrir durante el tiempo deseado a 37 ºC y CO2 al 
5 %. 
 15 
Después del periodo de absorción (2 h a 37 ºC), el virus residual se retiró lavando dos veces con DMEM SC y para 
finalizar, las células se dejaron en 300 l de DMEM SC recién preparado que contenía la concentración de péptidos 
correspondiente. Se dejó transcurrir la infección a 37 ºC durante el tiempo deseado en cada experimento, 
dependiendo del parámetro de la infección a analizar. 
 20 
6.2.2 Detección de las células infectadas por VFPA mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI). 
 
La detección de las células infectadas por VFPA en células expuestas previamente a los péptidos unidos a las 
nanopartículas se realizó 6 horas posinfección. Las técnicas de IFI utilizadas para detectar las células infectadas con 
VFPA mediante inmunofluorescencia fueron las convencionales. En resumen, las células se lavaron con 1 ml de 25 
PBS antes de fijarlas con una solución de PBS-paraformaldehído al 3,8 %, a temperatura ambiente durante 10 
minutos. Después, el paraformaldehído residual se eliminó lavando 3 veces las células con 1 ml de PBS. La 
permeabilización de las membranas celulares se realizó utilizando PBS-Triton X-100 al 0,2 % durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Después de otros 3 lavados con PBS, las células se incubaron a 37 ºC en solución de 
bloqueo (PBS-BSA al 3 %) durante 45 minutos. Como antígeno vírico a detectar se eligió la proteína temprana p30 30 
[5] del VFPA y su detección se llevó a cabo utilizando el anticuerpo anti-p30 diluido 1:200 en PBS durante 1 hora a 
37 ºC. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con una 
solución con anticuerpo anti-IgG de ratón diluido 1:300 en PBS. Las células se lavaron en PBS y para finalizar se 
incorporó un marcaje de núcleo con Hoechst 3332. Para finalizar, los cubreobjetos que contenían las células se 
montaron sobre portaobjetos utilizando Prolong como medio de montaje. Las preparaciones se observaron en un 35 
microscopio de fluorescencia convencional (Leica) para contar el número de células positivas para el antígeno vírico 
p30. 
 
6.2.3. Evaluación del efecto antiviral de las nanopartículas unidas al péptido mediante análisis de la síntesis de 
proteínas víricas FPA mediante western blot. 40 
 
Las proteínas víricas sometidas a análisis fueron la proteína p30 temprana del VFPA, expresada durante las fases 
iniciales de la infección, y la proteína p72 (también llamada p73) expresada durante la fase tardía de la infección. Se 
llevó a cabo el western blot sobre las células, las cuales se lavaron con 1 ml de PBS frío, antes de recogerlas en 50 
l de tampón de extracción de proteínas RIPA helado (NaCl 150 mM, -mercaptoetanol 5 mM, NP40 al 1 %, SDS al 45 
1 % y Tris-HCl 50 mM pH = 8). Para solubilizar las proteínas se incubaron a 4 ºC con agitación orbital durante 20 
minutos y después se centrifugaron a 12.000 rpm en una centrífuga de mesa a 4 ºC durante 10 minutos. Los 
precipitados se descartaron y se recolectaron los sobrenadantes, los cuales se almacenaron a -70 ºC hasta su 
análisis mediante transferencia de western. 
 50 
Las muestras se descongelaron en hielo y se cuantificó la cantidad de proteína en las distintas muestras mediante el 
método de Bradford. Se separaron 20 g de proteína total desnaturalizada a 100 ºC durante 5 minutos, mediante 
electroforesis en geles de acrilamida:bis-acrilamida al 15 %, durante 90 minutos a 100 V constantes. Las proteínas 
separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 90 minutos a 100 V constantes en presencia de 
un tampón de transferencia (Tris-glicina, metanol al 20 %). La membrana se bloqueó en presencia de PBS-leche en 55 
polvo desnatada al 5 % a temperatura ambiente durante un mínimo de 1 hora con agitación orbital. Después, la 
membrana se hibridó con 10 ml de anticuerpo policlonal anti-DLC8 diluido 1:50 en PBS, durante 1 hora a 
temperatura ambiente con agitación. Después de este tiempo, la membrana se lavó 3 veces con 20 ml de  
PBS-Tween al 0,05 %, a temperatura ambiente durante 15 minutos cada una. La incubación con el anticuerpo 
secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa y diluido 1:4000 en PBS duró 1 h a temperatura ambiente 60 
con agitación. Después, las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween al 0,005 % durante 15 minutos cada 
una. Para finalizar, se realizó la detección mediante quimioluminiscencia utilizando ECL siguiendo las instrucciones 
del fabricante de manera convencional. 
 
Como muestra de partida para el análisis, se utilizaron extractos de proteínas solubles totales procedentes de 65 
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células Vero expuestas o no a las distintas nanopartículas unidas a péptidos y más tarde infectadas o no con VFPA 
durante 16 horas. 
 
Como anticuerpos primarios, se utilizaron en membranas independientes el anticuerpo monoclonal anti-p30 diluido 
1:100 en PBS y el anticuerpo monoclonal anti-p72 diluido 1:2000 en PBS. Las membranas se incubaron con ambos 5 
anticuerpos durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación orbital. Como anticuerpo secundario, se utilizó en 
ambos casos anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa. Para finalizar, se realizó densitometría de la 
reacción de quimioluminiscencia para cuantificar y relativizar la cantidad de proteína existente en cada banda 
detectada. 
 10 
En conclusión, el Ejemplo 6 muestra que las nanopartículas funcionalizadas para suministrar péptidos son útiles 
como agentes antivirales y que sus propiedades farmacológicas, como la vida media prolongada, las hace 
especialmente adecuadas para cualquier composición farmacéutica. 
 
Ejemplo 7. Construcción de nanopartículas de Au-tiopronina accionadas por motor molecular pegiladas 15 
nuevas para aumentar las propiedades de estabilidad de la nanopartícula y la vida media in vivo. 
 
Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios específicos en 
la síntesis y preparación de las nanopartículas: 
 20 
7.1. Síntesis y caracterización de las nanopartículas pegiladas. 
 
Preparación de Au@péptido/PEG: Se añadió clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC; 
2 mg, 0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de Au@tiopronina (2 mg) en 
ácido 2-[N-morfolino] etanosulfónico (MES) (50 mM, pH 6,5). Después, se añadió el péptido DynPro (0,138 mol) o 25 
el péptido M2-DynPro (0,130 mol) o el péptido INTCT3 (0,138 mol) o TAMRA (0,036 mol), y se agitó durante 20 
minutos; después de este tiempo para el acoplamiento del péptido a las partículas, se añadió a las soluciones  
CH3O-PEG-NH2 (0,525 mg, 700 nmol) y se dejó en agitación durante una noche. Las distintas preparaciones se 
cargaron en filtros centrífugos (Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificación de los péptidos no acoplados o TAMRA, 
CH3O-PEG-NH2 y el exceso de EDC/sulfo NHS. UV/vis (H2O)  = 450, 560 nm (banda de plasmón superficial). 30 
Potencial Z  (DynProTAMRA/PEG)= -1,601,21 mV;  (M2DynProTAMRA/ PEG)= -18,135,85 mV y  
 (INTCT3TAMRA/PEG)= -30,335,53 mV;  (TAMRA/PEG)= -0,030,03 mV. Esquema de la composición de la 
nanopartícula (Fig. 7a). 
 
La adición sobre el cultivo celular y la evaluación se realizó como en el Ejemplo 5. 35 
 
En conclusión, el Ejemplo 7 muestra que las nanopartículas funcionalizadas con el péptido de suministro se pueden 
unir a distintas cargas tales como polímeros, siendo las cadenas poliméricas de polietilenglicol (PEG) un ejemplo 
característico con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y medicina. Estas nanopartículas conservan las 
capacidades de distribución, acumulación intracelular y difusión intercelular de los péptidos de unión a dineína de 40 
suministro y su capacidad de entrar a través de la membrana nuclear o de una célula a otra, independientemente de 
su tamaño. 
 
Ejemplo 8. Construcción de nanopartículas de Au-Tiopronina-carbohidratos accionadas por motor molecular 
nuevas para suministrar el péptido TERTh o ACE para diagnóstico, terapia o vacunación antineoplásica. 45 
 
Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios específicos en 
la síntesis y preparación de las nanopartículas: 
 
Las secuencias del péptido TERTh y/o ACE se unieron a las nanopartículas de Au-Tiopronina funcionalizadas con el 50 
péptido de unión a dineína DynPro. La adición sobre el cultivo celular y la evaluación fue la misma que en el 
Ejemplo 5 pero, además, esta formulación se probó en líneas celulares de origen tumoral. Se estudiaron varias 
líneas celulares procedentes de los tumores humanos más comunes, incluyendo las células HeLa (de carcinoma de 
cuello uterino que portaba virus del papiloma humano, con p53 de tipo silvestre pero inactivada), la línea celular SK-
N-MC de células de neuroblastoma humano, las líneas celulares de linfocitos humanos CARPAS 446 procedentes 55 
de células de linfoma no Hodgkin, las células A431 (carcinoma epidermoide; p53 mutada), las células HT29 
(adenocarcinoma de colon; p53 mutada), las células MCF7 (adenocarcinoma de mama; p53 de tipo silvestre), las 
células Saos-2 (osteosarcoma; ausencia de p53) y tres líneas celulares de melanoma maligno uveal: MKTBr (p53 
mutada), OCM1 (p53 mutada) y Sp6 (p53 de tipo silvestre). 
 60 
La viabilidad celular se evaluó después del tratamiento con las nanopartículas. Se sembraron en placa un total de 
4 X 104 células/pocillo en placas de cultivo de 24 multipocillos; la densidad celular se evaluó mediante el método de 
cristal violeta. Brevemente, las células se fijaron con glurataldehído al 1 % durante 10 minutos, se lavaron dos veces 
en PBS y se tiñeron con 1,5 ml de solución de cristal violeta al 0,1 % durante 30 minutos. Las células se aclararon 
en un vaso de precipitado con una corriente suave de agua destilada hasta que el colorante se lavó y se dejaron 65 
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secar durante una noche. La absorbancia se leyó a 590 nm por la captación de colorante en ácido acético al 10 %. 
 
En conclusión, el Ejemplo 8 muestra que las nanopartículas funcionalizadas con el péptido de suministro que 
transportaban los péptidos tumorales (ACE, TERTh) son útiles como sistema de suministro en células tumorales, 
con uso potencial en diagnóstico y vacunación antineoplásica. 5 
 
Ejemplo 9. Construcción de nanopartículas de Au-Tiopronina accionadas por motor molecular que 
transportan un péptido antitumoral inhibidor de TERTh. 
 
Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios específicos en 10 
la síntesis y preparación de las nanopartículas: 
 
La adición sobre el cultivo celular y la evaluación fueron las mismas que en el Ejemplo 5 pero, además, esta 
formulación se probó en líneas celulares de origen tumoral. Se estudiaron varias líneas celulares procedentes de los 
tumores humanos más comunes, incluyendo las células HeLa (procedentes de carcinoma de cuello uterino que 15 
portaba virus del papiloma humano, con p53 del tipo silvestre pero inactivada), las células A431 (carcinoma 
epidermoide; p53 mutada), las células HT29 (adenocarcinoma de colon; p53 mutada), las células MCF7 
(adenocarcinoma de mama; p53 del tipo silvestre), la línea celular SK-N-MC de células de neuroblastoma humano, 
la línea celular de linfocitos humanos CARPAS 446 procedente de células de linfoma no Hodgkin y las células Saos-
2 (osteosarcoma; ausencia de p53). 20 
 
La viabilidad celular se evaluó después del tratamiento con las nanopartículas. Se sembraron en placa un total de 
4 X 104 células por pocillo en placas de cultivo de 24 multipocillos. La densidad celular se evaluó mediante el método 
de cristal violeta. Brevemente, las células se fijaron con glutaraldehído al 1 % durante 10 minutos, se lavaron dos 
veces en PBS y se tiñeron con 1,5 ml de solución de cristal violeta al 0,1 % durante 30 minutos. Los pocillos se 25 
aclararon en un vaso de precipitados con una corriente suave de agua destilada hasta que se lavó el colorante y se 
dejaron secar durante una noche. La absorbancia se leyó a 590 nm mediante captación del colorante en ácido 
acético al 10 %. 
 
En conclusión, el Ejemplo 9 muestra que las nanopartículas funcionalizadas con el péptido de suministro que 30 
transportaba el péptido anti-TERT eran citotóxicas en células de origen tumoral, siendo la base para un nuevo 
sistema de suministro de agentes para terapia para el cáncer. 
 
Ejemplo 10. Distribución subcelular de una formulación de péptido que comprende la SEQ ID NO: 11 
(TransMy). 35 
 
Los materiales y métodos de este ejemplo son coincidentes con el Ejemplo 1, con excepción de los siguientes 
puntos: 
 
10.1 Péptido utilizado: 40 
 
Se utilizó un péptido con la SEQ ID NO: 11 (TransMy) unido a una cola de octa-arginina. El péptido INTCT3 se utilizó 
como control. Ambos péptidos se unieron a la proteína tetrametil-rodamina (TAMRA) y se describen en la Tabla 1. 
 
La fuente, la manipulación de los péptidos y otros métodos fueron los mismos que los descritos en el Ejemplo 1. 45 
 
La Fig. 8 muestra la acumulación intracelular eficaz de dichos péptidos y su distribución intra e intercelular. Muestra 
su localización por todo el citosol y, lo que es de la mayor importancia, también en el núcleo. 
 
Ejemplo 11. Construcción del péptido TransMy de la SEQ ID NO: 11 funcionalizado con nanopartículas de 50 
Au-Tiopronina PEGiladas para suministrar una vacuna de ADN que codifica los antígenos HA1 
(hemaglutinina) y M2 del virus de la gripe 
 
Los materiales y métodos son coincidentes con el Ejemplo 5 precedente, con los siguientes cambios específicos en 
la síntesis y preparación de las nanopartículas: 55 
 
11.1. Síntesis y caracterización de las nanopartículas pegiladas: Au@p3k-TransMy 
 
Preparación de Au@péptido/PEG: se añadió clorhidrato de (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC; 2 mg, 
0,01 mmol) y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo NHS; 3 mg, 0,014 mmol) a 4 ml de Au@tiopronina (2 mg) en ácido  60 
2-[N-morfolino] etanosulfónico (MES) (50 mM, pH 6,5). Después, se añadió el péptido TransMy (0,138 mol) o el 
péptido INTCT3 (0,138 mol) o TAMRA solo (0,036 mol) y se agitó durante 20 minutos; después de este tiempo 
para el acoplamiento del péptido a las nanopartículas, se añadió CH3O-PEG-NH2 (0,525 mg, 700 nmol) a las 
soluciones y se dejó en agitación durante la noche. Las distintas preparaciones se cargaron en filtros centrífugos 
(Amicon Ultra-0,5 ml) para la purificación de los péptidos no acoplados o de TAMRA, CH3O-PEG-NH2 y el exceso de  65 
EDC/sulfo NHS. UV/vis (H2O)  = 450, 560 nm (banda de plasmón superficial). Potencial Z  
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(TransMyTAMRA/PEG)= -1,591,22 mV;  (INTCT3TAMRA/PEG)= -30,335,53 mV y  (TAMRA/PEG)= -0,03 
0,03 mV. 
 
Incorporación de plásmido: Como ejemplo, se incorporó una composición de vacuna de ADN que comprende un 
plásmido pcDNAs que codifica la hemaglutinina HA1 de la gripe (pcAPCH-Lk1-HA1) y/o el casete de expresión de la 5 
proteína M2 (pcAPCH-Lk1-4M2) en las nanopartículas Au@p3k-TransMy a una proporción de 0,1 mg de 
plásmido/mg de nanopartícula, con el fin del suministro y la expresión de proteína. La adición sobre el cultivo celular 
y la evaluación se realizaron tal como se muestra para el Ejemplo 5. 
 
En conclusión, el Ejemplo 11 muestra que las nanopartículas funcionalizadas con el péptido de suministro se 10 
pueden unir a distintas cargas tales como polímeros, siendo las cadenas poliméricas del polietilenglicol (PEG), un 
ejemplo característico con muchas aplicaciones en productos farmacéuticos y en medicina. Estas nanopartículas 
conservan las capacidades de distribución, acumulación intracelular y difusión intercelular de las otras formulaciones 
de péptidos de suministro de unión a dineína, y su capacidad para entrar a través de la membrana celular o de una 
célula a otra, independientemente de su tamaño, tal como se muestra en la Figura 8B. 15 
 
Además, se detectó en las células la expresión satisfactoria de cada vector plasmídico o vacuna de ADN utilizando 
inmunofluorescencia, con un anticuerpo frente a la hemaglutinina de la gripe (anti-HA; Figura 8E) y frente a M2 de la 
gripe (anticuerpo anti-M2; Figura 8F). 
 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3 acoplado a una sustancia a ser suministrada en 
cualquier compartimento celular requerido, incluyendo el suministro dentro del núcleo o del nucléolo, para uso en la 
prevención o tratamiento de enfermedades humanas o animales. 5 
 
2. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevención o tratamiento de enfermedades humanas o 
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular 
requerido, de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque el péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 se 
selecciona entre: SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9, y el 10 
péptido que comprende la SEQ ID NO: 3 es el péptido de SEQ ID NO: 11. 
 
3. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevención o tratamiento de enfermedades humanas o 
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular 
requerido, de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la sustancia se selecciona de: derivados hormonales, 15 
factores de crecimiento, péptidos, proteínas, polímeros, polisacáridos, enzimas, lípidos, ácidos nucleicos, fármacos o 
productos farmacéuticos; o sustancias inorgánicas preferentemente seleccionadas entre: metales, oro, óxido de 
hierro o compuestos magnéticos. 
 
4. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevención o tratamiento de enfermedades humanas o 20 
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular 
requerido, de acuerdo con la reivindicación 3, en la que la sustancia se selecciona entre: fármacos antinflamatorios; 
fármacos analgésicos; interferones; citocinas; anticuerpos; flagelina de Salmonella; antígenos, preferentemente, 
TERTh, M2 del virus de la gripe o ACE; agentes antitumorales, preferentemente, leucovorina o péptidos inhibidores 
de TERTh; agentes terapéuticos o indicadores diagnósticos. 25 
 
5. Péptido acoplado a una sustancia, para su uso en la prevención o tratamiento de enfermedades humanas o 
animales, mediante el transporte y/o el suministro de sustancias terapéuticas a cualquier compartimento celular 
requerido, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, unido a una nanopartícula funcionalizada. 
 30 
6. Nanopartícula funcionalizada fusionada o unida a un péptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3. 
 
7. Nanopartícula funcionalizada, de acuerdo con la reivindicación 6, fusionada o unida a un péptido que comprende 
la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8 o la SEQ ID NO: 9 o la SEQ 
ID NO: 11. 35 
 
8. Nanopartícula funcionalizada, de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, que comprende adicionalmente al menos 
un adyuvante. 
 
9. Nanopartícula funcionalizada, de acuerdo con la reivindicación 8, en la que el adyuvante es al menos uno 40 
seleccionado entre: polímeros, preferentemente PEG, protamina o avidina. 
 
10. Composición que comprende las nanopartículas funcionalizadas de las reivindicaciones 6 a 9 acopladas a una 
sustancia a suministrar en cualquier compartimento celular requerido, incluyendo el suministro dentro del núcleo o el 
nucléolo. 45 
 
11. Vacuna que comprende la composición de la reivindicación 10. 
 
12. Antiviral que comprende la composición de la reivindicación 10. 
 50 
13. Composición de la reivindicación 10 para su uso en la prevención, tratamiento o diagnóstico de tumores, 
enfermedades infecciosas, enfermedades congénitas, enfermedades del sistema nervioso, cicatrización, curación de 
quemaduras o enfermedades inflamatorias. 
 
14. Composición de la reivindicación 10 para su uso en terapia génica. 55 
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN 
 
La lista de referencias citadas por el solicitante es, únicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del 
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse 
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto. 5 
 
Documentos de patente citados en la descripción 
 

 

Literatura no patente citada en la descripción 10 
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