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DESCRIPCION
Nanoparticulas de péptidos y usos de las mismas
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio a tenor de 35 U.S.C §119(e) de la Solicitud Provisional de los EE.UU. N.°
61/526.526, presentada el 23 de agosto de 2011.

Campo técnico
La presente invencion se refiere a péptidos anfifilicos y particulas que comprenden los péptidos anfifilicos.
Antecedentes

Las nanoparticulas son utiles en la estabilizacién y la entrega de medicamentos: mejoran la solubilidad, prolongan el
periodo de validez, reducen los efectos secundarios y mantienen la exposicion al farmaco para un efecto terapéutico
prolongado. La matriz utilizada para la entrega dirigida de farmacos por lo general se compone de lipidos, polimeros
o metales y se ensamblan en vesiculas, micelas o particulas. Véase Torchilin V. (2006) Adv Drug Deliv. 58:1532;
Stark W (2011) Angew Chem Int Ed. 50: 1242; Soussan E et al. (2009) ACIE. 48: 274. Las principales variables de
particula independientes que determinan la aplicabilidad in vivo incluyen el tamafio, la carga superficial y la
dispersabilidad, que se rige principalmente por el efecto hidréfobo. Nel A et al. (2009) Nat Matter. 8: 543. A diferencia
de estos vehiculos clasicos, es extremadamente dificil disefiar un sistema de entrega coloidal exclusivamente a
partir de aminoacidos, principalmente debido a problemas de solubilidad de los péptidos hidréfobos cortos.

La disolucion de péptidos hidréfobos es tediosa y por tanto a menudo requiere protocolos elaborados de adicion de
disolvente [14]. A pesar de todos los esfuerzos, muchos péptidos hidréfobos no son solubles en absoluto y por tanto
son dificiles de sintetizar mediante quimica del grupo de proteccion Fmoc o Boc: la precipitacion del péptido en la
fase solida durante la sintesis conduce a pequefios rendimientos y cantidades predominantes de subproductos.

Sin embargo, una matriz de particulas compuesta de péptidos es deseable, ya que puede degradarse en
aminoacidos individuales. Ademas, a diferencia de otros materiales de matriz, por ejemplo, polimeros, los productos
de la sintesis peptidica pueden purificarse hasta el 98 %, evitando la polidispersidad molecular y, por tanto,
problemas con la reproducibilidad de las propiedades fisicoquimicas. Adicionalmente, las propiedades de la
estructura peptidica pueden modularse facilmente, por ejemplo, mediante la introducciéon de mutaciones puntuales
de aminoacidos. En consecuencia, todavia existe una fuerte necesidad de obtener por ingenieria un vehiculo de
farmaco degradable, que pueda sintetizarse y purificarse en un proceso simple.

Dittrich y Meier desvelan la caracterizacion estructural y la encapsulacién de péptidos en nanoparticulas sélidas
(Macromolecular Bioscience, 10: 2010, 1406-1415). Collins ef al. desvelan el autoensamblaje de péptidos en
nanoparticulas esféricas para la entrega de los restos hidréfilos al citosol (ACS Nano, 4(5); 2010, 2856-2864). El
documento W02009/109428A2 desvela el autoensamblaje de las nanoparticulas de péptidos para su uso como
vacunas.

Resumen

Varios aspectos y realizaciones proporcionados en el presente documento se refieren a péptidos anfifilicos,
particulas de péptidos que comprenden una o mas realizaciones de los péptidos anfifilicos que se describen en el
presente documento y usos de los péptidos anfifilicos o las particulas de péptidos que se describen en el presente
documento. Las cargas netas de los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento pueden
ajustarse mediante el control del nimero de grupos cargados presentes en restos de aminoacidos de los péptidos
anfifilicos, por ejemplo, mediante el enmascaramiento de uno o mas grupos amino cargados, por ejemplo, mediante
acetilacion. Por tanto, los péptidos anfifilicos y las particulas de péptidos que se describen en el presente documento
pueden utilizarse como excipientes de entrega o vehiculos para diferentes tipos de principios activos, por ejemplo,
moléculas cargadas o no cargadas o moléculas polares o no polares. Ademas, las particulas de péptidos que se
describen en el presente documento pueden ajustarse por sus solubilidades, por ejemplo, en una condicién
fisiolégica, mediante el control de las relaciones de dos o mas realizaciones de los péptidos anfifilicos presentes en
las particulas de péptidos. Por ejemplo, los péptidos anfifilicos totalmente enmascarados (por ejemplo, totalmente
acetilados) pueden, en general, formar particulas de péptidos insolubles, mientras que las particulas formadas a
partir de péptidos parcialmente enmascarados (por ejemplo, parcialmente acetilados) o no enmascarados (por
ejemplo, no acetilados) tienen en general una solubilidad mayor que los péptidos anfifilicos totalmente
enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados), por ejemplo, en una condicién fisioldgica. Por tanto, en algunas
realizaciones, la solubilidad de las particulas de péptidos que se describen en el presente documento, por ejemplo,
en una condicidn fisiolégica, puede controlarse mediante la formacién de las particulas de péptidos con una mezcla
de estos péptidos anfifilicos con solubilidades diferentes y variando sus cantidades en las particulas de péptidos en
consecuencia. Las particulas de péptidos de la invencion y su uso de acuerdo con la invencién, se definen en las
reivindicaciones.
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Un aspecto proporcionado en el presente documento se refiere a un péptido anfifilico comprende un segmento de
peptidilo hidréfobo y un segmento de péptido hidrdéfilo. El inventor ha descubierto que mediante la modulacion de la
hidrofilia del segmento hidréfilo, se puede controlar el tipo de particula formada mediante la autoagregacion de los
péptidos anfifilicos.

En consecuencia, un aspecto de la divulgacion proporciona un péptido anfifilico que comprende un segmento de
peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrdfilo, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una
secuencia de 2 a 10 aminoacidos D y L alternos seleccionados entre alanina, valina, isoleucina, leucina (Leu),
fenilalanina, tirosina o triptéfano (Trp) y en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende aminoacidos
cargados o no cargados pero polares o derivados de los mismos.

En ciertas realizaciones de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el presente documento, el
segmento de peptidilo hidréfobo puede comprender una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0 (Leu-
Trp)p-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un
numero entero de 1 a 20 y n y g son independientemente 0 o 1, a condicién de que cuando Trp es D-Trp entonces
Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo puede comprender al menos una carga presente ya sea
en el extremo N o un resto de aminoacido. En dichas realizaciones, la al menos una carga puede ser ya sea una
carga cationico o una anionica. En algunas realizaciones, la al menos una carga catidnica puede estar en un resto
de amino4cido seleccionado entre el grupo que consiste en Lys, Arg, His y cualquier combinacion de los mismos. En
algunas realizaciones, la al menos una carga aniénica puede estar en un resto de aminoacido seleccionado entre el
grupo que consiste en Asp o Glu y cualquier combinacion de los mismos.

En realizaciones alternativas, el segmento de peptidilo hidréfilo puede comprender aminoacidos no cargados pero
polares. En otras realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo puede comprender al menos una carga y al menos
un aminoacido no cargado pero polar. En diversas realizaciones, el al menos un resto de aminoacido no cargado
pero polar puede seleccionarse entre el grupo que consiste en Ser, Thr, Asn o GIn y cualquier combinacién de los
mismos.

En realizaciones particulares de este aspecto y todos los deméas aspectos que se describen en el presente
documento, el segmento de peptidilo hidréfilo puede comprender una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que
r es un numero entero de 1 a 15. En algunas realizaciones, r puede ser un numero entero de 2 a 5. En algunas
realizaciones, r puede ser igual a 3.

En algunas realizaciones de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el presente documento,
el segmento de peptidilo hidréfobo puede comprender un polimero. En algunas realizaciones, el enlazador al
segmento de peptidilo hidrofobo puede adaptarse para unirse de forma covalente al polimero. En ciertas
realizaciones, el polimero puede ser un polimero biocompatible y/o biodegradable. Los ejemplos del polimero
incluyen, pero no se limitan a, PEG, PGG, PEO, policaprolactona, acido polilactico, acido poliglicdlico,
polihidroxialcaboatos, dextranos, polianhidridos, PLA-PGA, poliortoéster, polifumarato, hidrogeles, cualesquier
polimeros reconocidos en la técnica como biocompatibles y/o biodegradables y cualquier combinacion de los
mismos.

En ciertas realizaciones de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el presente documento, al
menos un grupo amino en el péptido anfifilico puede enmascararse, por ejemplo, mediante acetilacion. En dichas
realizaciones, el al menos un grupo amino puede ser un grupo amino del extremo N del péptido anfifilico. En otras
realizaciones, el al menos un grupo amino puede estar en un resto de Lys del segmento de peptidilo hidrofilo.

En algunas realizaciones de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el presente documento,
todos los grupos amino en el segmento de peptidilo hidréfilo pueden enmascararse, por ejemplo, acetilarse. En otras
realizaciones, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y al menos uno de los grupos amino en el
segmento de peptidilo hidrofilo pueden enmascararse, por ejemplo, acetilarse. En ofra realizacion mas, el grupo
amino del extremo N del péptido anfifilico y todos los grupos amino en el segmento de peptidilo hidrofilo pueden
enmascararse, por ejemplo, acetilarse. En algunas realizaciones en las que el segmento de peptidilo hidréfilo
comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys), el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y al menos
uno (incluyendo al menos 2, al menos 3 o mas) de los restos de Lys del segmento de peptidilo hidrofilo estan
enmascarados, por ejemplo, acetilados. En una realizacién en la que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende
una secuencia de aminoacidos de (Lys);, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y todos los restos de Lys
del segmento de peptidilo hidrofilo estan enmascarados, por ejemplo, acetilados.

En diversas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfobo puede estar unido al extremo C del segmento de
peptidilo hidrofilo.

En ciertas realizaciones, Leu es D-Leu. En algunas realizaciones, Trp es L-Trp. En algunas realizaciones, Lys es L-
Lys. En algunas realizaciones, m o p pueden ser, independientemente, entre 1 y 3. En una realizaciéon, m o p es 3.
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En una realizacion, n o g es 1. En consecuencia, una realizacion del péptido anfifilico comprende la secuencia de
aminodacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp), en la que al menos
uno de los restos de L-Lys esta acetilado.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico puede comprender la secuencia de aminoacidos de Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-
(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp). En dichas realizaciones, al menos uno de los restos
de L-Lys puede estar acetilado.

En otras realizaciones, el péptido anfifilico puede comprender la secuencia de aminoacidos de Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys
(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NHa.

El péptido anfifilico puede tener una secuencia de aminoacidos de cualquier longitud. En algunas realizaciones, el
péptido anfifilico puede tener una longitud de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 restos de aminoacidos.

El segmento de peptidilo hidréfobo o el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico pueden modificarse. Por
ejemplo, al menos uno de los segmentos de peptidilo hidréfobos o el segmento de peptidilo hidréfilo pueden
comprender al menos una mutaciéon puntual. En diversas realizaciones, al menos un enlace amida de la cadena
principal puede incluir un enlace de sustitucion amida. En otras realizaciones, el péptido anfifilico puede comprender
al menos un 3-aminoacido, y-aminoacido o cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de
peptidilo hidrofilo, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende la secuencia de aminoacidos (AA''-
AA)-(AAY)y, en la que AA', AA'? y AA™ son restos de aminoacidos hidrofobos seleccionados
independientemente para cada aparicion, b es un nimero entero de 1 a 20 y d es 0 o 1, a condicion de que AA'" y
AA'2 tengan la configuracion opuesta (es decir, Dy L) y A2 y A3 tengan la configuracion opuesta (es decir, D y L); el
segmento de peptidilo hidréfilo comprende uno o mas aminoacidos hidrdéfilos o derivados de los mismos; y el péptido
anfifilico estda enmascarado parcial o totalmente.

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico comprende la secuencia de aminoacidos (L-Lys),-((L-Trp)-(D-Leu))m-
(L-Trp), en la que r' es un numero entero de 3-21 y m' es un nimero entero de 3-20 y en la que al menos uno del
grupo amino del extremo N o un grupo amino de cadena lateral de al menos un resto de Lys esta conjugado con un
grupo protector de nitrégeno o de amino.

El inventor ha descubierto que algunas realizaciones de los péptidos anfifilicos que se describen en el presente
documento pueden tener capacidad de penetracién celular. Por tanto, en algunas realizaciones, los péptidos
anfifilicos que se describen en el presente documento pueden utilizarse como agentes de penetracion y/o
transfeccion celular. En estas realizaciones, los péptidos anfifilicos pueden disefiarse para estar cargados
positivamente. En consecuencia, se proporciona en el presente documento un uso de una composicion que
comprende un péptido anfifilico cargado positivamente como agente de penetracion celular o agente de transfeccion,
en el que el péptido anfifilico cargado positivamente comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento
de peptidilo hidréfilo. EI segmento de peptidilo hidréfobo del péptido anfifilico cargado positivamente comprende una
secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp)» 0 (Leu-Trp),-(Leu)q, en los que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada
Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un numero entero de 1 a 5y ny g son, independientemente, 0
o 1, a condicién de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o
viceversa; mientras que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys),, en la
que r es un numero entero de 1 a 15. Adicionalmente, en el péptido anfifilico cargado positivamente, al menos uno
de los restos de Lys o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico no estan acetilados. En algunas
realizaciones, todos los restos de Lys y el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico cargado positivamente no
estan acetilados.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico cargado positivamente puede comprender una secuencia de
aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)=X, en la que X esta
ausente o es NH..

En algunas realizaciones, la composicion puede comprender adicionalmente una molécula de acido nucleico (por
ejemplo, ADN o ARN) que se entrega en una célula.

Adicionalmente, los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento también pueden utilizarse, ya
sea solos o como parte de un sistema de entrega para entregar un compuesto de interés, por ejemplo, un principio
activo, a una célula. El sistema de entrega puede ser un sistema de entrega dirigida. Los compuestos que se
entregan pueden incluir agentes terapéuticos, agentes de diagndstico y cualquier combinacién de los mismos. En
consecuencia, un aspecto de la divulgacion proporciona un método de uso de un péptido anfifilico como sistema de
entrega, comprendiendo el método formar complejos de un principio activo con un péptido anfifilico y poner en
contacto una célula con el complejo. En algunas realizaciones, el método puede utilizarse con fines terapéuticos o
de diagnéstico.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona particulas que comprenden un péptido anfifilico que se describe en el
presente documento. El inventor ha descubierto, entre otras cosas que las particulas formadas por los péptidos
anfifilicos que se describen en el presente documento difieren de las particulas descritas en C. Dittrich, Tesis de
doctorado, Universidad de Basilea, 2007. Como aclaracion, las particulas fabricadas a partir de los péptidos
anfifilicos que se describen en el presente documento son diferentes de las descritas en Dittrich (2007). Los péptidos
que se describen en Dittrich (2007) no comprenden grupos amino enmascarados. Como tales, las particulas
formadas a partir de dichos péptidos son micelas, por ejemplo, particulas huecas, y no particulas solidas como se
describe en el presente documento. En consecuencia, en ciertas realizaciones, las particulas de péptidos que se
describen en el presente documento no son micelas, por ejemplo, particulas huecas. Dicho de otra manera, en
ciertas realizaciones, las particulas de péptidos que se describen en el presente documento son particulas sélidas.

En algunas realizaciones, la particula que comprende un péptido anfifilico que se describe en el presente documento
puede comprender ademas un ligando. En consecuencia, en una realizacién, una particula de péptidos que se
describe en el presente documento comprende un péptido anfifilico, el péptido anfifilico comprende un segmento de
peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidréfilo, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una
secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp)» 0 (Leu-Trp)p-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu
es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un numero entero de 1 a 5y n y g son independientemente 0 o 1,
a condicién de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu, y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o
viceversa; y en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la
que r es un numero entero de 1 a 15 y en la que la particula de péptidos comprende ademas en su superficie
exterior un ligando.

En una realizacion, el ligando puede ser un ligando de receptor de superficie celular o un anticuerpo. Los ligandos de
receptor de superficie celular de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, transferrina, EGF, acido félico y cualquier
combinacioén de los mismos. En ciertas realizaciones, el ligando puede estar presente en una superficie exterior de la
particula. Por ejemplo, el ligando puede estar adsorbido en la superficie exterior de la particula que se describe en el
presente documento. En realizaciones alternativas, el ligando puede ser unido covalentemente al péptido anfifilico.
En una realizacion, el ligando esta unido covalentemente al segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico.

El espesor del ligando presente en la superficie exterior de la particula que se describe en el presente documento
depende, en parte, del tamafo de la molécula de ligando. En algunas realizaciones, el espesor del ligando presente
en la superficie exterior de la particula puede variar de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm. En una
realizacion, el espesor del ligando presente en la superficie exterior de la particula es de aproximadamente 10 nm.
En algunas realizaciones, una relacion del ligando a los péptidos anfifilicos puede variar de aproximadamente 1:10 a
aproximadamente 1:1000000.

El ligando presente en la particula de péptidos puede seleccionarse basandose en tipos de dianas (por ejemplo,
pero no limitadas a, células, bacterias, proteinas y/o acidos nucleicos) a las que se entregaran las particulas de
péptidos. Por ejemplo, para facilitar la entrega de una particula de péptidos que se describe en el presente
documento a una célula, puede seleccionarse un ligando especifico para el receptor de la superficie celular. Por
tanto, algunas realizaciones de las particulas de péptidos que se describen en el presente documento pueden
utilizarse para la entrega dirigida de un principio activo usando las particulas de péptidos como excipientes de
entrega o vehiculos. En dichas realizaciones, las particulas de péptidos pueden utilizarse para entregar a una célula
un principio activo que es impermeable a las células cuando se entrega solo.

En consecuencia, en diversas realizaciones de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el
presente documento, la particula de péptidos puede comprender uno o mas principios activos. En dichas
realizaciones, el principio activo puede dispersarse dentro de la particula. El principio activo puede no tener ninguna
carga neta o una carga neta. En algunas realizaciones, el principio activo puede comprender al menos un grupo
aromatico. Los ejemplos del principio activo incluyen, sin limitaciones, proteinas, péptidos, antigenos, anticuerpos o
porciones de los mismos, moléculas similares a anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos, aptameros, moléculas
pequenas, antibioticos, agentes farmacéuticamente activos, agentes terapéuticos, agentes de contraste y cualquier
combinacién de los mismos. En una realizacion, el principio activo es un agente farmacéuticamente activo o un
agente terapéutico. En una realizacion, el principio activo es una molécula de acido nucleico, incluyendo, pero no
limitada a, ARNip, miARN, ARNhc, ADN y cualquier combinacién de los mismos. En realizaciones particulares, la
relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos puede variar de aproximadamente 1:1 a aproximadamente
1:100.000, de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:10.000, de aproximadamente 1:1 a aproximadamente
1:1000, de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:100 o de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:10.

La particula de péptidos de este aspecto y todos los demas aspectos que se describen en el presente documento
puede ser de cualquier tamafio. En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede tener un tamafio de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 5000 nm. En algunas realizaciones, la particula puede tener un tamario
de aproximadamente 30 nm a aproximadamente 150 nm.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una mezcla de péptidos anfifilicos totalmente
enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados) y parcialmente enmascarados (por ejemplo, parcialmente
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acetilados) que se describen en el presente documento. En esas realizaciones, la relacion de los péptidos anfifilicos
totalmente acetilado a los parcialmente enmascarados puede variar de aproximadamente 95:5 a aproximadamente
1:1. En ciertas realizaciones, la particula puede comprender adicionalmente péptidos anfifilicos no enmascarados
(por ejemplo, no acetilados).

En consecuencia, también se proporciona en el presente documento una particula de péptidos mixta que comprende
un péptido anfifilico totalmente acetilado y un péptido anfifilico parcialmente acetilado o no acetilado. En
realizaciones especificas, la particula de péptidos mixta comprende un primer péptido anfifilico y un segundo péptido
anfifilico, en la que el primer y el segundo péptido anfifilico comprenden cada uno, independientemente, un
segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo, en la que el segmento de peptidilo hidréfobo
comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0 (Leu-Trp),-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o
L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un niumero entero de 1 a 5 y ny q son
independientemente 0 o 1, a condicidon de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu, y cuando Trp es L-Trp
entonces Leu es D-Leu o viceversa; mientras que el segmento de peptidilo hidrofilo comprende una secuencia de
aminoacidos de (Lys),, en la que r es un numero entero de 1 a 15. Adicionalmente, el grupo amino del extremo N y
todos los restos de Lys de primer péptido anfifilico estan acetilados; mientras que al menos el grupo amino del
extremo N o uno de los restos de Lys del segundo péptido anfifilico no estan acetilados. En algunas realizaciones,
ningun grupo amino del extremo N ni los restos de Lys del segundo péptido anfifilico estan acetilados.

En realizaciones particulares, el primer y el segundo péptido anfifilico pueden comprender cada uno
independientemente una secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-
Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NH>.

La relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede variarse basandose en varios factores,
por ejemplo, pero no limitados a, la solubilidad y/o estabilidad de la particula de péptidos deseable y/o propiedades
del principio activo que se va a cargar en la misma. En algunas realizaciones, la relacion del primer péptido anfifilico
al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1. En
otras realizaciones, la relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo
de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 100:1.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender ademas un principio activo que se
describe en el presente documento. El principio activo puede estar presente en la particula de péptidos mixta en
cualquier cantidad, por ejemplo, dependiendo de la capacidad de carga de la particula de péptidos y/o de la
capacidad de union del primer o el segundo péptido anfifilico. En algunas realizaciones, la relacion del principio
activo al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:1000 a 1:1 o de
aproximadamente 1:100 a aproximadamente 1:10. En algunas realizaciones, la relacién del principio activo al
segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:2.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la presencia del segundo péptido anfifilico en la particula de péptidos mixta
puede proporcionar una carga catidnica para la unién con moléculas de &cido nucleico aniénicas. Por tanto, en
algunas realizaciones, el principio activo puede incluir una molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender adicionalmente en su superficie exterior
un ligando. Como se ha descrito anteriormente, la seleccion de un ligando puede determinarse basandose en una
molécula diana (por ejemplo, pero no limitada a, células, bacterias, proteinas, acidos nucleicos) a la que se unen las
particulas de péptidos mixtas. Los ejemplos no limitantes de un ligando pueden incluir un ligando de receptor de
superficie celular o una proteina tal como un anticuerpo. En algunas realizaciones, el ligando puede unirse
covalentemente a al menos uno del primer y el segundo péptido anfifilico, por ejemplo, el segmento de peptidilo
hidrofilo de al menos uno del primer y el segundo péptido anfifilico.

La particula de péptidos mixta que se describe en el presente documento puede utilizarse para encapsular cualquier
principio activo que se describe en el presente documento. En una realizacién especifica, la particula de péptidos
mixta puede utilizarse para encapsular una molécula de acido nucleico. Por tanto, un aspecto adicional de las
invenciones proporciona el uso de una o mas realizaciones de la particula de péptidos mixta que comprende un
primer péptido anfifilico y un segundo péptido anfifilico para la entrega de una molécula de acido nucleico a una
célula. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico puede incluir ARN (por ejemplo, pero no limitado a
ARNip, miARN, ARNhc), ADN o cualesquier combinaciones de los mismos.

También se proporcionan en el presente documento composiciones o kits para la fabricaciéon de una o mas
realizaciones de una particula de péptidos o una particula de péptidos mixta. En algunas realizaciones, la
composicion o kit puede comprender un péptido anfifilico que se describe en el presente documento. El péptido
anfifilico proporcionado en la composicion o kit puede almacenarse en un recipiente. Dependiendo de la eleccion de
un usuario de que se produzca una particula de péptidos o particula mixta que se describen en el presente
documento, en algunas realizaciones, la composicién o kit puede comprender un primer péptido anfifilico y un
segundo péptido anfifilico que se describen en el presente documento. El péptido anfifilico puede proporcionarse en
polvo o polvo liofilizado. En algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender adicionalmente al menos
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un reactivo, por ejemplo, para la reconstitucion del péptido anfifilico en polvo, para la emulsiéon de una mezcla de
conjuntos de particulas o ambos. En algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender adicionalmente
un ligando que se describe en el presente documento, por ejemplo, proporcionado en un recipiente separado. En
algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender adicionalmente un principio activo que se encapsula
en la particula de péptidos. El principio activo puede proporcionarse en un recipiente separado.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1B muestran los resultados de caracterizaciéon de CD3ac purificado de acuerdo con una o mas
realizaciones de la invencion. La Figura 1A muestra un espectro de masas medido en un espectrometro de
masas Orbitrap. La Figura 1B muestra perfiles de elucién superpuestos de HPLC-FI de CD3ac y el intermedio
sintesis CD3 medidos por absorcion a 280 nm. La pureza del producto es superior al 95 % en ambos casos.

Las Figuras 2A-2C muestran imagenes de MEB de nanoparticulas de péptido CD3ac de acuerdo con una o mas
realizaciones de la invencion. Las Figuras 2A-2B muestran imagenes de MEB de perlas de CD3ac liofilizado. La
Figura 2C muestra una imagen de MEB de una perla de CD3ac, rota en el proceso de liofilizacion. La imagen
revela la propiedad sdlida de los precipitados de péptidos.

Las Figuras 3A-3B muestran ajustes lineales de los resultados de dispersion de luz dinamica (DLS). Se
determina que tanto la concentracion de particulas (Figura 3A) como el angulo de deteccion (Figura 3B) influyen
de forma diferente en las propiedades de difusion de las perlas de CD3ac en solucién acuosa.

La Figura 4 muestra un conjunto de espectros de dicroismo circular de los derivados de CD3ac CD1, CD2, CD3 y
CD4. Los numeros mostrados son iguales al numero de restos de lisina unidos de forma N-terminal.

Las Figuras 5A-5B muestran los efectos de los aminoacidos L unicamente en las propiedades de las
nanoparticulas de péptidos. La Figura 5A muestra una imagen de MEB de LCD3ac precipitado. No pudo
observarse un ensamblaje esférico como se observa en las particulas de CD3ac con LCD3ac precipitado. La
Figura 5B muestra espectros de dicroismo circular de CD3 (linea recta) y LCD3 (linea discontinua), lo que indica
las diferencias en la estructura secundaria debido a la quiralidad de los aminoacidos de leucina. LCD3 presenta
caracteristicas alfa-helicoidales.

Las Figuras 6A-6C muestran imagenes de microscopia confocal de perlas de CD3ac coensambladas con rosa de
bengala (RB), 5-carboxifluoresceina (CF) o una mezcla de ambos. La Figura 6A muestra imagenes de
microscopia confocal de perlas de CD3ac coensambladas con RB. La Figura 6B muestra imagenes de
microscopia confocal de perlas de CD3ac coensambladas con CF. La Figura 6C muestra perlas de CD3ac
cargadas con RB y CF, indicando la capacidad de las perlas de péptido para encapsular simultdneamente
compuestos de alta y baja solubilidad en solucién acuosa. Como se muestra en las Figuras 6A-6C, las perlas de
CD3ac que contienen RB se observan como esferas individuales, mientras que las perlas que contienen
exclusivamente CF tienden a agregarse. En las Figuras 6A-6C, paneles de la parte superior izquierda: emision
de fluorescencia de RB; paneles de la parte inferior derecha: emision de fluorescencia de CF; paneles de la parte
superior derecha: imagen de contraste de fase; y paneles de la parte inferior izquierda: co-localizacién de ambos
canales fluorescentes. La anchura de un panel corresponde a 55 pm.

Las Figuras 7A-7B muestran la eficiencia de encapsulaciéon de la rosa de bengala (RB) en nanoparticulas de
CD3ac. La Figura 7A muestra los resultados de la eficiencia de coprecipitacion de RB con CD3ac. El eje x
describe la relacién de concentracion inicialmente disuelta de CD3ac a RB, antes del cambio del disolvente y el
ensamblaje. Eje y izquierdo: composicion molar de precipitado (0). Eje y derecho: relacion molar de RB
encapsulada a RB global (A). Como ejemplo, a una relacion inicial de RB:CD3ac = 1:4, aproximadamente el
15 % en moles de las perlas consisten en RB y aproximadamente el 33 % de la RB inicialmente disuelta se
encapsuld en los ensamblajes. La Figura 7B muestra la absorcién de triptéfano del sedimento (A) y fracciones
de sobrenadante (e) que contienen diferentes cantidades de RB, lo que indica que el ensamblaje de CD3ac no
se ve afectado por concentraciones equimolares de carga de RB.

Las Figuras 8A-8| muestran los resultados de la caracterizacion de las particulas de péptido CD3ac ensambladas
en presencia de transferrina marcada con AF568 (Tfn-AF568) y Flutax-2 y transferrina (Tfn). Las Figuras 8A-8C
muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de fluorescencia roja (Figura 8A) y verde (Figura 8B) de
particulas de péptidos antes de la tripsinizacion. La imagen fusionada (Figura 8C) muestra la distribucion de
fluorescencia diferencial para Tfn-AF-568 (anillo) y Flutax-2 (distribuido equitativamente). Las Figuras 8D-8F
muestran imagenes fluorescentes de la misma muestra después de la tripsinizacion durante 6 horas. El anillo
caracteristico de la fluorescencia de Tfn-AF-568 desaparecio (Figura 8D) y la intensidad de emision de Flutax-2
aumento en un factor de 13,5 (Figura 8E). Las Figuras 8G-8H muestran un perfil de nivel de gris promediado de
n = 10 particulas en el canal rojo (Figura 8G) y verde (Figura 8H) antes y después de la tripsinizacion. La Figura
8l muestra un diagrama esquematico de particulas de péptidos CD3ac con una corona de proteinas (por
ejemplo, Tfn-AF568) antes y después de la tripsinizacion.

Las Figuras 9A-9D muestran los resultados de composiciones de Flutax-2 y Tfn-AF568 dentro de las
nanoparticulas de péptido CD3ac. Las Figuras 9A y 9B muestran la composiciéon cuantificada de particulas de
péptidos autoensambladas con Tfn-AF568 (Figura 9A) y Flutax-2 (Figura 9B), respectivamente. El eje x describe
la relacion de concentracion de Tfn-AF568 o Flutax-2 inicialmente disueltos a CD3ac (123 pM), antes del cambio
del disolvente y el ensamblaje. Eje y izquierdo (simbolos abiertos): composicion molar de las nanoparticulas de
péptidos (PNP, del inglés peptide nanoparticles). Eje y derecho (simbolos cerrados): relacion molar de Tfn-AF568
o Flutax-2 encapsulados a Tfn-AF568 o Flutax-2 globales. A modo de ejemplo en la Figura 9B, en una relacion
inicial de Flutax-2:CD3ac = 0,1, aproximadamente el 7,5% en moles de un PNP consiste en Flutax-2 y
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aproximadamente el 80 % del Flutax-2 inicialmente disuelto se encapsul6. La eficiencia de encapsulacion
uniforme de Flutax-2 de aproximadamente el 80 % corresponde a un coeficiente de particion logaritmica de 5,25.
La Figura 9C muestra la distribucién de la intensidad de fluorescencia de Tfn-AF568 de las PNP antes y después
de la competencia con Tfn. Las particulas se ensamblaron en presencia de 10 pg/ml de Tfn-568 y la imagen se
formé inmediatamente después de la formacién. Las barras negras corresponden a la distribucion de intensidad
de los puntos de fluorescencia resultantes. La distribucion representada por barras grises describe las
intensidades de fluorescencia de las mismas PNP después de un periodo de incubacién de 24 horas a 37 °C en
presencia de 1360 ug/ml de Tfn. La Figura 9D muestra un grafico de datos acumulativos de distribucion de la
intensidad de fluorescencia de Tfn-AF568 de las PNP antes y después de la competencia con Tfn como se
muestra en la Figura 9C.

Las Figuras 10A-10K muestran el control del diametro de las particulas y la caracterizacion de la morfologia de
las nanoparticulas por MEB. Las Figuras 10A-10C muestran la fluorescencia de Tfn-AF568 sobre particulas de
péptidos ensamblados a partir de CD3ac 492 pM, 246 uM y 123 uM. Las barras de escala corresponden a 1 pm.
La Figura 10D muestra tres perfiles de intensidad de fluorescencia superpuestos, cada uno de los cuales
muestra los resultados promedio de 10 particulas. Los resultados se representan por la media +/- la desviacion
tipica. La Figura 10E muestra una interpretacion esquematica de perfiles de intensidad que ilustran la relacion del
tamafio de particula, la fluorescencia de la corona y la resolucion limitada de la microscopia 6ptica. Las Figuras
10F-101 muestran imagenes de MEB con tincion negativa de las particulas de CD3ac ensambladas en ausencia
(Figura 10F-10G) y presencia (figuras, 10H-101) de Tfn 10 yg/ml. Las muestras que contienen proteina (por
ejemplo, que contienen Tfn) muestras pueden distinguirse por una capa de contraste intermedio alrededor de las
particulas de péptidos. Los agujeros ocasionales (indicados por la flecha negro) fueron el resultado del vacio
aplicado en la MEB y se ha descrito una observacion similar en Hyuk |. et al, (2005) Nat Matter 4: 671. Las
Figuras 10J-10K muestran que el tamafio de particula final depende de la presencia de Tfn durante el
ensamblaje. La formacién de particulas en ausencia de Tfn-AF568 da como resultado un diametro medio de
particula de 100 nm (Figura 10J) donde la presencia de la proteina durante el ensamblaje de las particulas
reduce el diametro a 51 nm (Figura 10K). El espesor de la corona de proteina corresponde a 9,0 +/- 2,1 nm
(recuadro de la Figura 10K).

pTin-AF 568

Las Figuras 11A-11H muestran efectos de la competencia de Tfn sobre la unién de PN. ehainr2

CHO. PNP;’;'M‘:_?“ se usa en el presente documento como un acrénimo para las nanoparticulas de péptido
CD3ac autoensambladas en presencia de carga (por ejemplo, el Flutax-2 utilizado en el presente documento) y
corona (por ejemplo, el Tfn-AF568 utilizado en el presente documento). Las Figuras 11A-11C muestran

imagenes de microscopia de fluorescencia de células CHO incubadas con PNP;’;'M‘:_?“ durante una hora. La

co-localizaciéon de puntos fluorescentes en el canal verde (Flutax-2) y el rojo (Tfn-AF568) indica la identidad de
las particulas, que se acumulan en las células.

Las figuras 11D-11F muestran células CHO incubadas con PNP;ﬁ;:_’;ﬁs

Tfn 17 yM. La asociacion de PNP se reduce significativamente. Las barras de escala corresponden a 10 pm. La
Figura 11G muestra el recuento promedio de nanoparticulas péptido (PNP) cuenta por célula (por ejemplo, CHO
o TRVb). El valor para el control negativo (CN) corresponde a puntos falsos positivos de fluorescencia en las

células CHO incubadas en ausencia de PNP;’;'M‘:_?“ pero por lo demas idénticas concentraciones de Tfn-

AF568 y Flutax-2. Los resultados son la media +/- e.t.m., el doble asterisco indica P < 10, Kolmogorov-Smirnov.
La Figura 11H muestra una serie de imagenes que muestran las células CHO después de 1 hora de incubacién

con PNP;’;'M‘:_?“ . Las células de la fila superior y las células de la fila inferior se incubaron en ausencia y en

presencia de Tfn 17 pM, respectivamente. El area perfilada en un cuadrado blanco se aumenta en las Figuras
11A-11F. Las barras de escala corresponden a 20 yM.

Las Figuras 12A-12M muestran resultados experimentales de internalizacion de nanoparticulas. Las Figuras
12A-12D muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de células CHO incubadas con

PNPY"~-4F368 qurante 1 hora. La Figura 12E muestra distribuciones de fluorescencia de Flutax-2/Tfn-AF568 de

a las células

durante una hora en presencia de

Flutax-2
pIn-AFS68 - (\IR) después de 1 hora de incubacion de las células CHO con PNPP*~4F368 | as barras
Flutax-2 Flutax-2

grises representan V/R en el portaobjetos de vidrio, las barras negras corresponden a V/R encontrada dentro del
perimetro de la célula. La Figura 12F muestra el esquema de asociacion de las particulas y la internalizacion
después de 1 hora. Las Figuras 12G-12J muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de células CHO

incubadas con PNP;’;'M‘:_?“ durante 6 horas, en las que el desplazamiento de las particulas hacia valores de

V/R mas altos sirve como un sustituto de la internalizacion de las particulas. La Figura 12K muestra que la
distribucion de los valores de V/R se incrementé significativamente después de un periodo de incubacion mas
largo (barras negras). Por el contrario, la distribucion de los valores de V/R en el portaobjetos de vidrio (barras
grises) es estadisticamente indistinguible de los valores de V/R de la misma subpoblacion después de 1 hora. La
Figura 12L muestra el esquema de asociacion de las particulas y la internalizacién después de 6 horas. Para las
particulas en los compartimentos lisosémicos, la corona se digiere proteoliticamente proporcionando una
fluorescencia de Tfn-AF568 disminuida y una fluorescencia de Flutax-2 aumentada. La Figura 12M muestra

imagenes que indican el cambio de color dePNP;f:m‘:_F;“ . La fila superior muestra las células CHO incubadas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2610779 T3

PNP;’;'M‘:_?“ durante 1 hora y contrasta con la fila inferior, donde la misma estirpe celular se incubé con

PNP;’;'M‘:_?“ durante 6 horas. El area perfilada en un cuadrado blanco se aumenta en las Figuras 12A-12D y

12G-12J. Las barras de escala corresponden a 20 pm.

Las Figuras 13A-131 muestran la liberacion de la carga después de la incubacién con PNP;’;'M‘:_?“ durante 24

horas. Las Figuras 13A-13C muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de células CHO incubadas
durante 24 horas con Flutax-2 67 nM y Tfn-AF568 0,09 ug/ml. Las Figuras 13D-13G muestran imagenes de
fluorescencia de células CHO incubadas durante 24 horas con la misma cantidad de Flutax-2 y Tfn-AF568

autoensambladas con CD3ac para formarPNP;f:m‘:_F;“ . La Figura 13H muestra la intensidad de fluorescencia

promedio de Flutax-2 dependiente de la célula linea (CHO, TRVg) y la competencia con Tfn disuelto, sin marcar.
El control negativo (CN) corresponde a la autofluorescencia celular en el canal verde. Los resultados son la
media +/- e.t.m, un solo asterisco indica P < 0,01, el doble asterisco indica P < 10, Kolmogorov-Smirnov. Las
barras de escala corresponden a 10 um. La Figura 131 muestra imagenes de células CHO después de 24 horas
de incubacion con Flutax-2. Ambas muestras (la fila superior y la inferior) contienen Flutax-2 66,7 nM. La fila
superior muestra un cultivo de células incubadas con Flutax-2 disuelto en el medio de cultivo celular, la fila

inferior de la misma estirpe celular se incubada con Flutax-2 previamente autoensamblada en PNP;’;'M‘:_?“ . El
area perfilada en un cuadrado blanco se aumenta en las Figuras 13A-13G. Las barras de escala corresponden a
20 pm.

La Figura 14 muestra un conjunto de imagenes de microscopia de fluorescencia de particulas de péptidos (por
ejemplo, CD3ac) ensambladas con Flutax-2 y Tfn-AF568. La fila superior muestra la muestra antes de la
tripsinizacién. El canal rojo y el verde no son congruentes ya que las particulas dispersas se mueven y hay un
retardo de tiempo entre las imagenes provocado por el cambio de filtros de excitacion y emision. Particulas
idénticas se establecen entre paréntesis y se superponen en las Figuras 8A-8F. La fila inferior muestra la misma
muestra después de 6 horas de incubacién con tripsina. La corona roja desaparece y las particulas restantes se
adhieren a la superficie del cubreobjetos de vidrio.

Las Figuras 15A-15B muestran curvas de calibracion de fluorescencia de Tfn-AF568 (Figura 15A) y Flutax-2
(Figura 15B). Ambos medidos en una solucién de H>O al 60 %, DMSO al 30 %, FBS al 10 %. El disolvente
organico se requiere para disolver las nanoparticulas en la fraccién de sedimento y la presencia de FBS minimiza
la adsorcion de analitos marcados a superficies de plastico, proporcionando la linealidad entre la concentracion
de fluoréforo y la fluorescencia medida.

Las Figuras 16A-16B muestran una nanoparticula de péptidos de acuerdo con una o mas realizaciones de la
invencion. La Figura 16A muestra un diagrama esquematico de una particula de CD3ac funcionalizada con
moléculas de EGF, que puede estar opcionalmente marcada con Rojo Texas (con fines de visualizacion). La
Figura 16B es un conjunto de imagenes fluorescentes que muestran las particulas CD3ac funcionalizadas con
EGF captadas por las células.

Las Figuras 17A-17K muestran resultados experimentales de células (por ejemplo, células Hela) tratadas con
una realizacion de las nanoparticulas de péptido encapsuladas con nocodazol (que es un agente quimico que
puede despolimerizar los microtibulos y utilizarse como un agente antineoplasico). La Figura 17A muestra una
representacion esquematica de cuatro condiciones experimentales diferentes, en la que PB1e representa
nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas con EGF encapsuladas con nocodazol 20 uM vy los resultados
experimentales se muestran en las Figuras 17B-17F. La Figura 17B muestra un conjunto de imagenes
fluorescentes que muestran las estructuras de los microtubulos de las células después de 1 hora de incubacion
en las condiciones indicadas en la Figura 17A. Las sefales fluorescentes rojas dentro de las células indican las
nanoparticulas de PBle captadas por las células. La Figura 17C muestra un conjunto de imagenes fluorescentes
que muestran nanoparticulas de PBle captadas por las células después de diversos periodos de tiempo como se
indica. Las Figuras 17D-17F muestran imagenes fluorescentes de estructuras microtubulares de células HelLa
tratadas en diferentes condiciones como se indica. La Figura 17G muestra una representacion esquematica de
cuatro condiciones experimentales diferentes, en la que PBle representa nanoparticulas de CD3ac
funcionalizadas con EGF encapsuladas con nocodazol 40 uM y los resultados experimentales se muestran en las
Figuras 17H-17K. Las Figuras 17H-17] muestran imagenes de las células después de 4 horas de incubacion en
condiciones diferentes como se indica. La Figura 171 muestra imagenes fluorescentes de estructuras
microtubulares (indicadas en verde) de las células en diferentes condiciones. Las sefiales rojas dentro de las
células indican las nanoparticulas de PB1e captadas por las células. Las Figuras 17J-17K muestra imagenes de
las células después de 24 horas de incubacion en condiciones diferentes como se indica. La Figura 17K muestra
imagenes fluorescentes de estructuras microtubulares (indicadas en verde) de las células en diferentes
condiciones. Las sefiales rojas dentro de las células indican las nanoparticulas de PB1e captadas por las células.
Las Figuras 18A-18C muestran otra realizacion de las nanoparticulas de péptidos de acuerdo con la invencion,
en la que las nanoparticulas de CD3ac estan funcionalizados con un anticuerpo. La Figura 18A muestra
representaciones esquematicas de las nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas con anticuerpos primarios o
secundarios. La Figura 18B muestra que las nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas con IgG de conejo anti-
transferrina pueden unirse a la transferrina (marcada con A568) y por tanto se muestran como puntos brillantes
en la derecha de la figura. La Figura 18C muestra que las nanoparticulas de CD3ac funcionalizados con IgG de
conejo anti-transferrina pueden unirse a IgG anti-conejo (marcado con Alexa555) y por tanto se muestran como
puntos brillantes en la derecha de la figura.
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Las Figuras 19A-19B muestran imagenes fluorescentes de las nanoparticulas de péptido no acetiladas (CD3)
para su uso como agente de transfeccion in vitro. La Figura 19A muestra que las particulas de CD3 pueden
usarse para entregar oligonucledtidos dentro de las células. La Figura 19B no muestra ninguna transfeccion
celular con oligonucleodtidos en ausencia de particulas de CD3.

Las Figuras 20A-20B muestran la eficiencia de encapsulacion de oligonucledtidos en particulas de péptidos no
acetilados. La Figura 20A es un conjunto de imagenes en el transcurso del tiempo que muestran la migraciéon de
oligonucledtidos y proteinas a través de un gel de agarosa durante la electroforesis. En la Figura 20A, la calle
superior se cargd con una mezcla que contenia péptidos CD3 -21 ym (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-
NHz)**, ADNmc ~5,4 uM (5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3')?*, AF488-ADNmc ~0,24 M (AF488-5'-
TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3")** y Tfn-AF568 ~4,14 ug/ml, mientras que la calle inferior (control)
estaba cargada con una mezcla similar, pero sin péptidos CD3. Después de la electroforesis de
aproximadamente 40 min, el exceso de ADNmc y Tfn migraron a través del gel de agarosa hacia el anodo,
mientras que las particulas de péptidos formadas en la zona de carga del gel de agarosa (como se evidencia por
la co-localizacién de la sefal de AF488 y la sefial de fluorescencia de AF568) no eran capaces de migrar en el
gel de agarosa debido a su mayor tamafio. La Figura 20B es un conjunto de datos de cromatografia HP-WAX
(intercambio anidénico débil) que muestran que la mayoria de los péptidos CD3 y ADNmc se encapsularon en
particulas de péptidos (sedimento) y un poco permanecio en el sobrenadante. Maximo a ~1,5 min: péptidos CD3;
Méaximos a ~14,5 min y ~15 min: ADNmc separé y parcialmente hibridado, respectivamente.

La Figura 21 es una imagen microscopica fluorescente que muestra la captacion de particulas de péptidos que
contienen acido nucleico por las células HelLa. En esta realizacion, las particulas de péptidos se forman a partir
de una mezcla que comprende péptidos CD3, péptidos CD3ac, oligonucleétidos (por ejemplo, ADNmc) y
transferrina. La co-localizacion de la sefal de fluorescencia de ADNmc-AF488 con las particulas de péptidos
(como se indica por la fluorescencia de transferrina-AF568, donde la transferrina se forma en la superficie
exterior de la particula) indica la estabilidad de las particulas de péptidos en una condicion fisiologica y la
capacidad de dichas particulas de péptidos para entregar moléculas de &cidos nucleicos u oligonucleétidos a las
células.

Las Figuras 22A-22D muestran los datos de estabilidad de las particulas de péptidos que contienen ADNmc en
suero (por ejemplo, suero al ~10 %) y la eficiencia de la transfeccion celular usando las particulas de péptidos.
La Figura 22A muestra que la estabilidad de las particulas PNP1 (particulas de péptidos CD3 que contienen
ADNmc) en agua depende de la temperatura y mas particulas PNP1 tienden a disociarse a una temperatura mas
alta. La Figura 22B muestra los datos de estabilidad para un estudio en el transcurso del tiempo de las particulas
PNP1 en agua, lo que indica que la estabilidad de las particulas PNP1 en agua es dependiente de la temperatura
y las particulas PNP1 tienden a disociarse mas rapido a una temperatura superior, por ejemplo, a una
temperatura mas alta que 4 °C. La Figura 22C es un conjunto de imagenes fluorescentes que muestra células
Hela incubadas en presencia de particulas PNP1 o particulas PNP2 (particulas de péptidos CD3/CD3ac que
contienen ADNmc) a temperaturas de aproximadamente 4 °C y aproximadamente 37 °C. Los paneles superiores
de la Figura 22C muestran que se detectd una sefal de fluorescencia de Tfn-AF568 difusa y mas fuerte en el
citosol cuando las células se incubaron con las particulas PNP1 a aproximadamente 37 °C, en comparacion con
una fluorescencia de Tfn-AF568 mas punteada detectada en las células incubadas a aproximadamente 4 °C. Sin
embargo, este contraste no se observo en las células incubadas con las particulas PNP2, como se muestra en
los paneles inferiores de la Figura 22C. En lugar de ello, los paneles inferiores de la Figura 22C muestran que se
observaron sefiales de fluorescencia de Tfn-AF568 punteados y comparables tanto en las células incubadas a
aproximadamente 4°C como a aproximadamente 37 °C, en presencia de las particulas PNP2. Estos resultados
indican que las particulas PNP1 tienden a disociarse en suero (por ejemplo, suero al ~10 %) a aproximadamente
37 °C; mientras que las particulas PNP2 parecen ser mas estables en suero (por ejemplo, ~10 % de suero) a
aproximadamente 37 °C durante al menos aproximadamente 30 minutos. La Figura 22D es una imagen
fluorescente de células de control negativo (es decir, células HelLa incubadas en presencia de ADNmc sin
particulas PNP1 o PNP2 o péptidos correspondientes), indicando que se observa una intensidad de
fluorescencia de AF488-ADNmc mucho mas baja en el control negativo que la de las células incubadas con las
particulas PNP1 o PNP2.

Descripcion detallada de la invenciéon

Diversos aspectos y realizaciones proporcionados en el presente documento se refieren a péptidos anfifilicos,
particulas de péptidos que comprenden una o mas realizaciones de los péptidos anfifilicos que se describen en el
presente documento y usos de los péptidos anfifilicos o particulas de péptidos que se describen en el presente
documento. Las cargas netas de los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento pueden
ajustarse mediante el control del nimero de grupos cargados presentes en restos de aminoacidos de los péptidos
anfifilicos, por ejemplo, mediante el enmascaramiento de uno o mas grupos amino cargados, por ejemplo, mediante
acetilacion. Por tanto, los péptidos anfifilicos y particulas de péptidos que se describen en el presente documento
pueden utilizarse como excipientes de entrega o vehiculos para diferentes tipos de principios activos, por ejemplo,
moléculas cargadas o no cargadas o moléculas polares o no polares. Ademas, las particulas de péptidos que se
describen en el presente documento pueden ajustarse por sus solubilidades, por ejemplo, en una condicién
fisioldgica, mediante el control de las relaciones de dos o mas realizaciones de los péptidos anfifilicos presentes en
las particulas de péptidos. Por ejemplo, los péptidos anfifilicos totalmente enmascarados (por ejemplo, totalmente
acetilados) en general pueden formar particulas de péptidos insolubles, mientras que las particulas formadas a partir
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péptidos parcialmente enmascarados (por ejemplo, parcialmente acetilados) o no enmascarados (por ejemplo, no
acetilados) en general tienen una solubilidad mayor (o menor estabilidad) que los péptidos anfifilicos completamente
enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados), por ejemplo, en una condicion fisiologica. Por tanto, en algunas
realizaciones, la solubilidad o la estabilidad de las particulas de péptidos que se describen en el presente
documento, por ejemplo, en una condicion fisiolégica, pueden controlarse, por ejemplo, mediante la formacion de
particulas de péptidos con una mezcla de péptidos anfifilicos con solubilidades diferentes y variando sus cantidades
en las particulas de péptidos en consecuencia. En consecuencia, la versatilidad y la estabilidad de los péptidos
anfifilicos y particulas de péptidos que se describen en el presente documento pueden adaptarse para diversas
aplicaciones, por ejemplo, la entrega de farmacos y/o la liberacién sostenida de un principio activo.

Por el término "estabilidad" o "estable" utilizado en el presente documento se entiende una capacidad de una
particula de péptidos de conservar su volumen original (por ejemplo, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o mas de su volumen original) durante un periodo de
tiempo, por ejemplo, al menos aproximadamente 30 minutos o mas (incluyendo al menos aproximadamente 1 hora,
al menos aproximadamente 3 horas, al menos aproximadamente 6 horas, al menos aproximadamente 12 horas, al
menos aproximadamente 24 horas o0 mas), en una condicion especificada, por ejemplo, una condicion fisiologica. La
estabilidad de una particula de péptidos puede, en parte, estar gobernada por su solubilidad en una condicién
especificada. Cuanto mas soluble es una particula de péptidos en una condicion especificada, menos estable es la
particula de péptidos en la condicion especificada. En una realizacion, el término "estabilidad" o "estable", como se
usa en el presente documento, se refiere a una particula de péptidos que es insoluble en una condicion
especificada, por ejemplo, en un medio acuoso a una temperatura especificada. En algunas realizaciones, el medio
acuoso es agua. En algunas realizaciones, el medio acuoso es un medio fisiolégico, por ejemplo, con una cierta
concentracion de sal, pH y/o concentracion de proteina/suero.

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un péptido anfifilico que comprende un segmento de
peptidilo hidréfobo y un segmento de péptido hidréfilo. El inventor ha descubierto entre otras cosas que, mediante la
modulacion de la hidrofilia de un resto de aminoacido hidréfilo de un péptido anfifilico, la anfifilia del péptido anfifilico
puede modularse de manera que inesperadamente conduce al autoensamblaje de los péptidos en particulas soélidas.
La anfifilia puede modularse mediante la conjugaciéon de un grupo hidréfilo con un aminoacido en el segmento de
peptidilo hidréfilo o enmascarando un grupo hidréfilo en el segmento de peptidilo hidréfilo o enmascarando el grupo
amino del extremo N del péptido anfifilico. Por ejemplo, cuando el aminoacido hidréfilo es un aminoacido cargado, la
hidrofilia puede modularse mediante la conjugacion de la parte cargada de la molécula con un grupo protector. En
consecuencia, en algunas realizaciones, al menos un grupo amino en el péptido anfifilico se conjuga con un o grupo
protector de nitrégeno o de amino.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico estda completamente enmascarado. Como se usa en el presente
documento, un péptido totalmente enmascarado se refiere a un péptido anfifilico en el que el grupo amino del
extremo N y todos los grupos amino de la cadena lateral en el segmento de peptidilo hidréfilo se conjugan con un
grupo protector de nitrégeno o de amino.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico estd enmascarado parcialmente. Como se usa en el presente
documento, un péptido parcialmente enmascarado se refiere a un péptido anfifilico en el que uno o mas de los
grupos amino del extremo N o los grupos amino de la cadena lateral en el segmento de peptidilo hidrofilo no estan
conjugados con un nitrégeno o grupo protector de amino; sin embargo, el péptido anfifilico ain comprende al menos
un grupo amino conjugado con un grupo protector de nitrégeno o de amino.

Como se usa en el presente documento, un "grupo protector de nitrégeno" o un "grupo protector de amino" se refiere
a restos que bloquean o enmascaran el grupo NH.. Los grupos protectores de amino de ejemplo incluyen, pero no
se limitan a, grupos protectores de carbamato, tales como 2-trimetilsililetoxicarbonilo (Teoc), 1-metil-1-(4-
bifenilil)etoxicarbonilo (Bpoc), t-butoxicarbonilo (BOC), aliloxicarbonilo (Alloc), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y
benciloxicarbonilo (Cbz); grupos protectores de amida, tales como formilo, acetilo, trihaloacetilo, benzoilo y
nitrofenilacetilo; grupos protectores de sulfonamidas, tales como 2-nitrobencenosulfonilo; y grupos protectores de
imina y ciclicos de imida, tales como ftalimido y ditiasuccinoilo. Se describen otros grupos protectores de amino, asi
como otros grupos protectores representativos, en Greene y Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Capitulo
2, 2% ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 1991 y Oligonucleotides And Analogues A Practical Approach, Ekstein, F.
Ed., IRL Press, NY, 1991.

En algunas realizaciones, el grupo protector de nitrégeno o de amino es acilo o alquilo, por ejemplo, acetilo, etanoilo,
propionilo, t-butanoilo, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo o hexanilo.

En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N de un péptido anfifilico se conjuga con un grupo protector de
nitrégeno o de amino.

En algunas realizaciones, al menos un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) grupo amino de la cadena
lateral de un aminoacido del péptido anfifilico se conjuga con un grupo protector de nitrégeno o de amino. El
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aminoacido cuyo grupo amino de la cadena lateral ha de conjugarse puede estar presente en cualquier posicion en
el péptido anfifilico. Los aminoacidos con la cadena lateral conjugada pueden estar presentes uno junto al otro o no
estar uno junto al otro. Cuando tres 0 mas aminoacidos de cadena lateral conjugada estan presentes algunos de los
aminoacidos de cadena lateral pueden estar presentes junto a otro aminoacido de cadena lateral conjugada
mientras que algunos de los aminoacidos de cadena lateral conjugada no estan junto a otro aminoacido de cadena
lateral conjugada. Ademas, cuando dos o0 mas grupos protectores de nitrdgeno o de amino estan presentes, pueden
ser todos iguales o todos diferentes o cualquier combinacion de los mismos y diferentes.

En algunas realizaciones, al menos un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) grupo amino de cadena lateral
de un aminoacido en el segmento de peptidilo hidréfilo se conjuga con un grupo protector de nitrégeno o de amino.
Sin limitaciones, el aminoacido de cadena lateral conjugada puede estar presente en cualquier posicion del
segmento de peptidilo hidréfilo. Por ejemplo, leyendo desde el extremo N, en la posiciéon 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10y
asi sucesivamente del segmento de peptidilo hidrdfilo.

En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y al menos un grupo amino de cadena
lateral (incluyendo, por ejemplo, al menos uno, al menos dos, al menos tres 0 mas grupos amino de cadena lateral)
en el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico se conjuga con un grupo protector de nitrégeno o de amino.
En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y al menos un grupo amino de cadena
lateral (incluyendo, por ejemplo, al menos uno, al menos dos, al menos tres 0 mas grupos amino de cadena lateral)
en el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico esta acetilado.

En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y todos los grupos amino de cadena
lateral en el segmento de peptidilo hidrofilo del péptido anfifilico se conjugan con un grupo protector de nitrégeno o
de amino. En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y todos los grupos amino de
cadena lateral en el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico estan acetilados.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la presencia de un grupo protector de nitrdgeno o de amino en el péptido
anfifilico modula la hidrofilia del péptido anfifilico. Por tanto, la naturaleza anfifilica del péptido anfifilico puede
ajustarse mediante la variacion del nimero de grupos protectores de nitrdgeno o de amino en el péptido anfifilico.

El péptido anfifilico puede tener una secuencia de aminoacidos de cualquier longitud. En algunas realizaciones, el
péptido anfifilico puede tener una longitud de aproximadamente 5 a 25 restos de aminoacidos. En una realizacion, el
péptido anfifilico tiene una longitud de 10 restos de aminoacidos.

Segmento de peptidilo hidréfobo

Como se usa en el presente documento, la expresion "segmento de peptidilo hidrofobo" se refiere a un segmento de
peptidilo que tiene un contenido relativamente alto de aminoacido hidréfobo. Por ejemplo, un segmento de peptidilo
hidréfobo se refiere a un segmento de peptidilo, en el que al menos aproximadamente el 50 % o mas (incluyendo al
menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o mas)
de los restos de aminoacidos son restos de aminoacidos hidréfobos. En una realizacion, un segmento de peptidilo
hidréfobo es un segmento de peptidilo, en el que todos los aminoacidos son aminoacidos hidréfobos.

En consecuencia, en algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidrofobo comprende la secuencia de
aminoacidos (AA'-AA™2)-(AA"3)4, en la que AA'", AA'? y AA'3 se seleccionan independientemente entre restos de
aminoacidos hidrofobos para cada aparicion, b es un nimero entero de 1 a 20 y d es 0 0 1, a condicion de que AA"!
y AA'2 tengan la configuracion (es decir, D y L) opuesta y A'? y A3 tengan la configuracion opuesta. Por ejemplo, si
los aminoacidos representados por AA'! tienen la configuracién D entonces los aminoacidos representados por AA'2
tienen la configuracion L y AA'3, si esta presente, tiene la configuracion D. Como alternativa, si los aminoacidos
representados por AA'" tienen la configuracion L entonces los aminoacidos representados por AA'? tienen la
configuracién D y AA'3, si esta presente, tiene la configuracion L.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de 2 a 10 aminoacidos D y L
alternos seleccionados entre el grupo que consiste en alanina, valina, isoleucina, leucina (Leu), fenilalanina, tirosina,
triptéfano (Trp) y cualesquier combinaciones de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "aminoacido hidrofobo" se refiere a un aminoacido que
muestra una hidrofobia mayor que cero de acuerdo con la escala de hidrofobia de consenso normalizada de
Eisenberg, 1984, J. Mol. Biol. 179: 125-142 (1984). Los aminoacidos hidrofobos de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, Ala, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Trp, Pro, Met, Gly y sus derivados.

En algunas realizaciones, un aminoacido hidréfobo es un aminoacido aromatico. Como se usa en el presente
documento, la expresiéon "aminoacido aromatico" se refiere a un aminoacido hidréfobo con una cadena lateral que
tiene al menos un anillo aromatico o heteroaromatico. El anillo aromatico o heteroaromatico puede contener uno o
mas sustituyentes tales como -OH, -SH, -CN, -F, -Cl, -Br, -I, -NO2, -NO, -NH2, -NHR, -NRR, -C(O)R, -C(O)OH, -
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C(O)OR, -C(O)NHz, -C(O)NHR, -C(O)NRR vy similares donde cada R es independientemente alquilo (C1-C6), alquilo
(C2-C6) sustituido, alquenilo (C2-C6), alquenilo (C2-C6) sustituido, alquinilo (C2-C6), alquinilo (C2-C6) sustituido,
arilo (C5-C20), arilo (C5-C20) sustituido, alcarilo (C6-C26), alcarilo (C6-C26) sustituido, heteroarilo de 5-20
miembros, heteroarilo de 5-20 miembros sustituido, alquilheteroarilo de 6-26 miembros o alquilheteroarilo de 6-26
miembros sustituido. Los aminoacidos aromaticos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Phe, Tyry Trp.

En algunas realizaciones, un aminoacido hidréfobo es un aminoacido alifatico. Como se usa en el presente
documento, la expresion "aminoacido alifatico” se refiere a un aminoacido hidréfobo que tiene una cadena lateral
hidrocarbonada alifatica. Los aminoacidos alifaticos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Ala, Val, Leu e lle.

En algunas realizaciones, un aminoacido hidréfobo es un aminoacido no polar. Como se usa en el presente
documento, la expresion "aminoacido no polar" se refiere a un aminoacido hidréfobo que tiene una cadena lateral
que no esta cargada a pH fisiolégico y que tiene enlaces en los que el par de electrones compartido en comin por
dos atomos generalmente se sostiene equitativamente por cada uno de los dos atomos (es decir, la cadena lateral
no es polar). Los aminoacidos no polares de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Leu, Val, lle, Met, Gly y Ala.

Como se apreciara por los expertos en la materia, las categorias de aminoacidos que se describen en el presente
documento no son mutuamente excluyentes. Por tanto, las cadenas laterales de aminoacidos que presentan dos o
mas propiedades fisicoquimicas pueden incluirse en multiples categorias. Por ejemplo, las cadenas laterales de
aminoacidos que tienen restos aromaticos que estan sustituidos adicionalmente con sustituyentes polares, tales
como Tyr, pueden presentar tanto propiedades hidréfobas aromaticas como propiedades polares o hidréfilas y por
tanto pueden incluirse tanto en las categorias de aromaticos como en la de polares. La categorizacion apropiada de
cualquier aminoacido sera evidente para los expertos en la materia, especialmente a la luz de la divulgacién
detallada proporcionada en el presente documento.

En algunas realizaciones, para cada aparicion AA'!, AA'? y AA"3 se seleccionan independientemente entre el grupo
que consiste en Pro, lle, Phe, Val, Leu, Trp, Met, Ala, Gly, Tyr y cualquier combinacion de los mismos.

Sin limitacion, todos los AA' y AA'? puede ser iguales, todos diferentes o cualquier combinacion de iguales y
diferentes. En consecuencia, en algunas realizaciones, todos los AA"" son iguales. En algunas realizaciones, todos
los AA'? son iguales. En algunas realizaciones, todos los AA"" son iguales, todos los AA' son iguales y AA"" es
diferente de AA'2.

En algunas realizaciones, al menos uno de AA™, AA'? y AA3 no es Tyr o Leu.

En algunas realizaciones, al menos un AA'! no es Tyr.

En algunas realizaciones, al menos uno de AA'? no es Leu.

En algunas realizaciones, AA' no es Tyr o Leu.

En algunas realizaciones, AA'" es Tyr.

En algunas realizaciones, AA'? es Leu.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos (Trp-Leu)m-
(Trp)n 0 (Leu-Trp)y-(Leu)q, en la que m y p son independientemente un ndmero entero de 3 a 20 y n y q son
independientemente 0 o 1. Cada Trp puede ser D-Trp o L-Trp y cada Leu puede ser D-Leu o L-Leu. Cuando Trp es
D-Trp, entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp, entonces Leu es D-Leu. De forma similar, cuando Leu es L-
Leu, entonces Trp es D-Trp y cuando Leu es D-Leu, entonces Trp es L-Trp.

En alguna realizacion, m y p son independientemente un numero enterode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14
0 15. En algunas realizaciones, m y p son independientemente un entero de 1 a 5 (por ejemplo, un nimero entero de
1, 2, 3, 4 0 5). En algunas realizaciones, m o p es un niumero entero de 1, 2 o 3. En una realizacién, m o p es un

numero entero de 3.

En una realizacion, el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos ((L-Trp)-(D-Leu))s-
(L-Trp).

Segmento de peptidilo hidréfilo

Como se usa en el presente documento, la expresion "segmento de peptidilo hidrofilo" se refiere a un segmento de
peptidilo que tiene propiedades de hidrofilia relativas a un resto hidrocarbonado. En algunas realizaciones, el
segmento de peptidilo hidrofilo se refiere a un segmento de peptidilo que tiene propiedades de hidrofilia en relacion
con el segmento de peptidilo hidréfobo de un péptido anfifilico que se describe en el presente documento. En
general, el segmento de peptidilo hidrofilo comprende al menos un aminoacido hidrofilo. Como se usa en el presente
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documento, la expresiéon "aminoacido hidréfilo" se refiere a un resto de aminoacido que muestra una hidrofobia
menor que cero de acuerdo con la escala de hidrofobia de consenso normalizada de Eisenberg et al., J. Mol. Biol.
179: 125-142 (1984). Los aminoacidos hidrofilos ejemplo incluyen, pero no se limitan a Lys, Arg, His, Asp, Glu, Ser,
Thr, Asn, GIn y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido cargado o no cargado. Como se usa en el
presente documento, la expresiéon "aminoacido cargado" se refiere a un resto de aminoacido que tiene una carga
neta. De acuerdo con ello, un aminoacido cargado puede ser un aminoacido catiénico o un aminoacido aniénico.
Como se usa en el presente documento, la expresion "aminoacido no cargado” se refiere a un resto de aminoacido
que no tiene carga neta. Un resto de aminoacido cargado puede modificarse a un aminoacido no cargado, mediante
el enmascaramiento de la carga del aminoacido, por ejemplo, mediante la conjugacién de un grupo protector a un
atomo que transporta carga. En una realizaciéon, un resto de aminoacido cargado puede modificarse en un
aminoacido no cargado mediante acetilacion.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido polar. Como se usa en el presente documento, la
expresion "aminoacido polar" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene una cadena lateral que esta cargada o no
cargada a pH fisiolégico, pero que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun
por dos atomos se sostiene mas estrechamente por uno de los 4tomos. Los aminoacidos polares de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, Asn, GIn, Ser, Thr y cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido polar cargado o no cargado.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido catiénico. Como se usa en el presente
documento, la expresidon "aminoacido catidnico" se refiere a un resto de aminoacido que comprende una cadena
lateral cargada positivamente en condiciones fisiolégicas normales. Por tanto, la expresion "aminoacido catiénico”
incluye cualquier aminoacido de origen natural o mimético que tiene por tanto una cadena lateral cargada
positivamente en condiciones fisiolégicas normales. En general, los restos de aminoacidos que comprenden un
grupo amino en su cadena lateral variable se consideran como aminoacidos cationicos. Los aminoacidos catidnicos
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, lisina, histidina, arginina, hidroxilisina, ornitina y los respectivos derivados,
analogos y configuraciones estereoisoméricas de los mismos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido anidnico. Como se usa en el presente
documento, la expresion "aminoacido anionico” se refiere a un aminoacido hidroéfilo que tiene una carga negativa.
Los aminoacidos anidnicos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Glu, Asp y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidrdéfilo es un aminoacido acido. Como se usa en el presente documento,
la expresion "aminoacido acido" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene un valor de pK de la cadena lateral de
menos de 7. Los aminoacidos acidos normalmente tienen cadenas laterales cargadas negativamente a pH
fisiolégico debido a la pérdida de un ion hidrégeno. Los aminoacidos acidos de ejemplo incluyen, pero no se limitan
a, Glu, Asp y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfilo es un aminoacido basico. Como se usa en el presente documento;
la expresion "aminoacido basico" se refiere a un aminoacido hidréfilo que tiene un valor de pK de la cadena lateral
de mas de 7. Los aminoacidos basicos normalmente tienen cadenas laterales cargadas positivamente a pH
fisiolégico debido a la asociacidon con el ion hidronio. Los aminoacidos basicos de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, His, Arg, Lys y derivados de los mismos.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo comprende al menos un aminoacido cargado o al menos
un aminoé&cido polar no cargado o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el segmento de
peptidilo hidréfilo comprende al menos un aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Lys, Arg, His,
Asp y Glu o al menos un aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Ser, Thr, Asn y GIn o una
combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo puede comprender un
aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Lys, Arg y His.

En algunas realizaciones, al menos un grupo amino en el segmento de peptidilo hidrofilo estd enmascarado o
conjugado con un grupo protector de nitrégeno o de amino.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidrofilo comprende la secuencia de aminoacidos (AA2'), en la
que AA?" es un aminoacido hidrofilo seleccionado independientemente para cada caso y f es un nimero entero de 1
a21.

Sin limitaciones, todos los AA?' puede ser iguales, todos diferentes o cualquier combinacion de los mismos y
diferentes.

En algunas realizaciones, fes 2, 3,4,5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15.
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En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos (Lys),, donde
r es un numero entero de 1 a 15. En algunas realizaciones, r es un numero enterode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 o 15. En algunas realizaciones, r es un nimero entero de 2 a 5 (por ejemplo, r es un nimero entero de 2,
3, 4 0 5). En una realizacion, r es un numero entero de 3.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys), (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys(Ac)), (L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys), (L-
Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys), (L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac)), (L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys(Ac)), (L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-
Lys), L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac)), y cualquier combinacion de los mismos, donde "Ac" se refiere a la
acetilacion del resto de aminoacido Lys.

En algunas realizaciones, el segmento de péptido hidrofilo incluye o es un polimero hidréfilo. Como se usa en el
presente documento, la expresion "polimero hidrofilo" se refiere a un polimero que tiene propiedades de hidrofilia
relativas a un resto hidrocarbonado. En algunas realizaciones, la expresion "polimero hidrofilo" se refiere a un
polimero que tiene propiedades de hidrofilia en relacién con el segmento de peptidilo hidréfobo de un péptido
anfifilico que se describe en el presente documento. La hidrofilia de un polimero puede determinarse, por ejemplo,
mediante el ensayo ASTM D570. En general, los polimeros hidréfilos son hidrosolubles. Los polimeros hidrofilos de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), poli(propilenglicol), poli(6xido de
etileno-co-6xido de propileno), acido hialurénico, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), heparina, polivinil(pirrolidona),
sulfato de condroitano, quitosano, glucosaminoglicanos, dextrano, dextrina, sulfato de dextrano, acetato de celulosa,
carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, celuldsicos, poli(trimetilenglicol), poli(tetrametilenglicol), polipéptidos,
poliacrilamida, poliacrilamida, poli(etilenamina), poli(alilamina) y mezclas de los mismos.

Modificaciones de péptidos de ejemplo

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico que se describe en el presente documento pueden comprender al
menos un (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas) aminoacido seleccionado entre el grupo
que consiste en alanina; arginina; asparragina; acido aspartico; cisteina; acido glutdmico; glutamina; glicina;
histidina; isoleucina; leucina; lisina; metionina; fenilalanina; prolina; serina; treonina; triptéfano; tirosina; valina;
homocisteina; fosfoserina; fosfotreonina; fosfotirosina; hidroxiprolina; y-carboxiglutamato; acido hipurico; acido
octahidroindol-2-carboxilico; estatina; acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico; penicilamina (3-mercapto-D-
valina); ornitina (Orn); citrulina; alfa-metil-alanina; para-benzoilfenilalanina; para-aminofenilalanina; p-
fluorofenilalanina; fenilglicina; propargilglicina; N-metilglicinas (sarcosina, Sar); y terc-butilglicina; acido
diaminobutirico; acido 7-hidroxi-tetrahidroisoquinolin carboxilico; naftilalanina; bifenilalanina; ciclohexilalanina; acido
amino-isobutirico (Aib); norvalina; norleucina (Nle); terc-leucina; acido tetrahidroisoquinolin carboxilico; acido
pipecodlico; fenilglicina; homofenilalanina; ciclohexilglicina; dehidroleucina; 2,2-dietilglicina; acido 1-amino-1-
ciclopentanocarboxilico; acido 1-amino-1-ciclohexanocarboxilico; acido amino-benzoico; acido amino-naftoico; acido
gamma-aminobutirico; difluorofenilalanina; acido nipecotico; Acido N-a-imidazol acético (IMA); tienil-alanina; t-
butilglicina; desamino-Tyr; acido aminovalérico (Ava); acido piroglutaminico (<Glu); acido a-aminoisobutirico (aAib);
acido y-aminobutirico (yAbu); acido a-aminobutirico (aAbu); acido ay-aminobutirico (ayAbu); 3-piridilalanina (Pal);
Isopropil-a-Nélisina (llys); Naftilalanina (Nal); a-naftilalanina (a-Nal); B-naftilalanina (8-Nal); Acetil-B-naftilalanina (Ac-
B-naftilalanina); a,B-naftilalanina; Ne-picoloil-lisina (PicLys); 4-halo-fenilo; 4-pirolidilalanina; acido isonipecdtico
carboxilico (inip); beta-aminoacidos; e isdmeros, analogos y derivados de los mismos. Un experto en la materia
sabria que esta definicion incluye, los aminoacidos D y L; los alfa-, beta- y gamma-aminoacidos; los aminoacidos
quimicamente modificados; los aminoacidos de origen natural no proteogénicos; los aminoacidos raros; y los
compuestos sintetizados quimicamente que tienen propiedades conocidas en la técnica por ser caracteristicos de un
aminoacido. Adicionalmente, cada realizacién puede incluir cualquier combinacién de los grupos.

Ademas, como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" incluye un compuesto o molécula que se
aparta de la estructura de los aminoacidos de origen natural, pero que tienen sustancialmente la estructura de un
aminoacido, de manera que pueden utilizarse para la sustitucién de los amino4cidos de origen natural dentro de un
péptido, después de lo cual la actividad del péptido, por ejemplo, la actividad de formacion de agregados, aun se
conserva. Por tanto, por ejemplo, en algunas realizaciones los aminoacidos pueden también incluir aminoacidos que
tienen modificaciones o sustituciones de la cadena lateral y también incluyen acidos organicos relacionados, amidas
o similares. Sin limitacién, un aminoacido puede ser un aminoacido proteogénico o no proteogénico. Como se usa
en el presente documento, el término "proteogénico" indica que el aminoacido puede incorporarse en una proteina
en una célula a través de las vias metabdlicas conocidas.

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico comprende al menos un (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 0 mas) aminoacidos modificados quimicamente. Como se usa en el presente documento, la expresion
"aminoacido quimicamente modificado" se refiere a un aminoacido que se ha tratado con uno o mas reactivos. Un
aminoacido modificado quimicamente puede estar presente en cualquier posicion en el péptido anfifilico. Cuando
esta presente mas de un aminoacido modificado quimicamente, pueden colocarse uno junto al otro o no. Cuando
tres o mas aminoacidos modificados quimicamente estan presentes algunos de los aminoacidos modificados
quimicamente pueden estar presentes uno junto al otro, mientras que algunos de los aminoacidos modificados
quimicamente no estan al lado de otro aminoacido modificado quimicamente.
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En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo comprende un aminoacido modificado quimicamente.
Sin limitaciones, el aminoacido modificado quimicamente puede estar presente en cualquier posicion del segmento
de peptidilo hidrofilo, por ejemplo, leyendo desde el extremo N, en la posicion 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 y asi
sucesivamente del segmento de peptidilo hidrdfilo.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidrofobo comprende un aminoacido modificado quimicamente.
Sin limitaciones, el aminoacido modificado quimicamente puede estar presente en cualquier posicion del segmento
de peptidilo hidréfobo, por ejemplo, leyendo desde el extremo N, en la posicién 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 y asi
sucesivamente del segmento de peptidilo hidréfobo.

En algunas realizaciones, los segmentos de peptidilo hidréfilos e hidréfobos pueden comprender cada uno al menos
un aminoacido modificado quimicamente. Cuando los segmentos de peptidilo hidréfilos e hidréfobos comprenden un
aminoacido modificado quimicamente, el nimero de dichos aminoacidos modificados quimicamente presentes en
cada segmento puede ser igual o diferente.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico comprende al menos un (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 o mas)
beta-aminoacido. Cuando mas de un beta-aminoacido estan presentes, pueden colocarse uno junto a otro o no uno
junto a otro. Cuando tres 0 mas beta-aminoacidos estan presentes algunos de los beta-aminoacidos pueden estar
presentes junto a otro beta-aminoacido mientras que algunos de los beta-aminoacidos no estan junto a otro beta-
aminoacido.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo comprende un beta-aminoacido. Sin limitaciones, el
beta-aminoacido puede estar presente en cualquier posicion del segmento de peptidilo hidréfilo, por ejemplo,
leyendo desde el extremo N, en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y asi sucesivamente del segmento de peptidilo
hidrofilo.

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidrofobo comprende un beta-aminoacido. Sin limitaciones, el
beta-aminoacido puede estar presente en cualquier posicion del segmento de peptidilo hidréfobo, por ejemplo,
leyendo desde el extremo N, en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y asi sucesivamente del segmento de peptidilo
hidréfobo.

En algunas realizaciones, los segmentos de peptidilo tanto hidréfilos como hidréfobos pueden comprender cada uno
al menos un beta-aminoacido. Cuando los segmentos de peptidilo hidréfilos e hidréfobos comprenden un beta-
aminoacido, el numero de dichos beta-aminoacidos de cada segmento puede ser el mismo o diferente.

Los beta-aminoacidos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, clorhidrato de L-B-homoprolina; acido (+)-3-(Boc-
amino)-4-(4-bifenilil)butirico; acido (%)-3-(Fmoc-amino)-2-fenilpropiénico; acido (1S,3R)-(+)-3-(Boc-
amino)ciclopentanocarboxilico; acido (2R,3R)-3-(Boc-amino)-2-hidroxi-4-fenilbutirico; acido (2S,3R)-3-(Boc-amino)-2-
hidroxi-4-fenilbutirico; acido (R)-2-[(Boc-amino)metil]-3-fenilpropidnico; acido (R)-3-(Boc-amino)-2-metilpropionico;
acido (R)-3-(Boc-amino)-fenilpropidnico; acido (R)-3-(Boc-amino)-4-(2-naftil)butirico; acido (R)-3-(Boc-amino)-5-
fenilpentanoico; acido (R)-3-(Fmoc-amino)-4-(2-naftil)butirico; acido (R)-(-)-pirrolidin-3-carboxilico; (R)-Boc-3,4-
dimetoxi-B-Phe-OH; (R)-Boc-3-(3-piridil)-B-Ala-OH; (R)-Boc-3-(trifluorometil)-p-Phe-OH; (R)-Boc-3-ciano-3-Phe-OH;
(R)-Boc-3-metoxi-p-Phe-OH; (R)-Boc-3-metil-3-Phe-OH; (R)-Boc-4-(4-piridil)-B-Homoala-OH; (R)-Boc-4-
(trifluorometil)-B-HomoPhe-OH; (R)-Boc-4-(trifluorometil)-B-Phe-OH; (R)-Boc-4-bromo-3-Phe-OH; (R)-Boc-4-cloro-3-
Homophe-OH; (R)-Boc-4-cloro-B-Phe-OH; (R)-Boc-4-ciano-3-Homophe-OH; (R)-Boc-4-ciano-f-Phe-OH; (R)-Boc-4-
fluoro-B-Phe-OH; (R)-Boc-4-metoxi-B-Phe-OH; (R)-Boc-4-metil-B-Phe-OH; (R)-Boc-3-Tyr-OH; (R)-Fmoc-4-(3-piridil)-
B-Homoala-OH; (R)-Fmoc-4-fluoro-B-Homophe-OH; acido (S)-(+)-pirrolidin-3-carboxilico; acido (S)-3-(Boc-amino)-2-
metilpropidnico; acido (S)-3-(Boc-amino)-4-(2-naftil)butirico; acido (S)-3-(Boc-amino)-5-fenilpentanoico; acido (S)-3-
(Fmoc-amino)-2-metilpropionico; acido  (S)-3-(Fmoc-amino)-4-(2-naftil)butirico; acido  (S)-3-(Fmoc-amino)-5-
hexenoico;acido (S)-(Fmoc-amino)-5-fenil-pentanoico; acido (S)-3-(Fmoc-amino)-6-fenil-5-hexenoico; (S)-Boc-2-
(trifluorometil)-B-Homophe-OH;  (S)-Boc-2-(trifluorometil)-3-Homophe-OH; (S)-Boc-2-(trifluorometil)-3-Phe-OH; (S)-
Boc-2-ciano-3-Homophe-OH; (S)-Boc-2-metil-B-Phe-OH; (S)-Boc-3,4-dimetoxi-p-Phe-OH; (S)-Boc-3-
(trifluorometil)Phe-OH-B-Homo-; (S)-Boc-3-(trifluorometil)-3-Phe-OH; (S)-Boc-3-metoxi-B-Phe-OH; (S)-Boc-3-metil-B-
Phe-OH; (S)-Boc-4-(4-piridil)-B-Homoala-OH; (S)-Boc-4-(trifluorometil)-B-Phe-OH; (S)-Boc-4-bromo-f-Phe-OH; (S)-
Boc-4-cloro-B-Homophe-OH; (S)-Boc-4-cloro-B-Phe-OH; (S)-Boc-4-ciano--Homophe-OH; (S)-Boc-4-ciano-B-Phe-
OH; (S)-Boc-4-fluoro-B-Phe-OH; (S)-Boc-4-yodo-B-Homophe-OH; (S)-Boc-4-metil-B-Homophe-OH; (S)-Boc-4-metil-
B-Phe-OH; (S)-Boc-B-Tyr-OH; (S)-Boc-y,y-difenil-3-Homoala-OH; (S)-Fmoc-2-metil-B-Homophe-OH; (S)-Fmoc-3,4-
difluoro-B-Homophe-OH; (S)-Fmoc-3-(trifluorometil)-B-Homophe-OH; (S)-Fmoc-3-ciano-B-Homophe-OH; (S)-Fmoc-3-
metil-B-Homophe-OH; (S)-Fmoc-y,y-difenil-B-Homoala-OH; acido 2-(Boc-aminometil)fenilacético; acido 3-amino-3-(3-
bromofenil)propidnico; acido 3-amino-4,4,4-trifluorobutirio; acido 3-aminobutanoico, acido DL-3-aminoisobutirico; DL-
B-aminoisobutirico puro; DL-B-homoleucina; DL-B-Homometionina; DL-B-homofenilalanina; DL-B-leucina; DL-B-
fenilalanina; Clorhidrato de L-B-homoalanina; clorhidrato de acido L-B-Homoglutamico; Clorhidrato de L-B-
homoglutamina; Clorhidrato de L-B-Homohidroxiprolina; Clorhidrato de L-B-Homoisoleucina; Clorhidrato de L-B-
homoleucina; Diclorhidrato de L-B-homolisina; Clorhidrato de L-B-Homometionina; clorhidrato de éster alilico de L-B-
Homofenilalanina; Clorhidrato de L-B-homofenilalanina; L-B-homoserina; L-B-Homotreonina; clorhidrato de L-(-
homotriptéfano; Clorhidrato de L-B-homotirosina; clorhidrato de L-B-leucina; Boc-D-3-Leu-OH; Boc-D-B-Phe-OH;
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Boc-B3-Homopro-OH; Boc-B-Glu(OBzl)-OH; Boc-B-HomoArg(Tos)-OH; Boc-B-Homoglu OBzl)-OH; Sal técnica de
Boc-B-Homohyp(Bzl)-OH (diciclohexilamonio); Boc-3-Homolys(Z)-OH; Boc-3-Homoser(Bzl)-OH; Boc-B-Homothr(Bzl)-
OH; Boc-B-Homotyr(Bzl)-OH; Boc--Ala-OH; Boc-B-GIn-OH; Boc-B-Homoala-OAll; Boc-B-Homoala-OH; Boc-3-
HomoglIn-OH; Boc-B-Homoile-OH; Boc-B-Homoleu-OH; Boc-B-Homomet-OH; Boc--Homophe-OH; Boc-3-Homotrp-
OH; Boc-p-Homotrp- OMe; Boc-B-Leu-OH; Boc-B-Lys (Z)-OH (diciclohexilamonio) sal; Boc-B-Phe-OH; 3-
(bencilamino)propionato de etilo; Fmoc-D-B-Homophe-OH; Fmoc-L-B3-homoprolina; Fmoc-B-D-Phe-OH; Fmoc-B-Gin
(Trt)-OH; Fmoc-3-Glu(OtBu)-OH; Fmoc-B-homoArg(Pmc)-OH; Fmoc-B-HomogIn(Trt)-OH; Fmoc-p-Homoglu(OtBu)-
OH; Fmoc-B-Homohyp(tBu)-OH; Fmoc--Homolys(Boc)-OH; Fmoc-B-Homoser(tBu)-OH; Fmoc-B-Homothr(tBu)-OH;
Fmoc-B-Homotyr(tBu)-OH; Fmoc-B-Ala-OH; Fmoc-B-GIn-OH; Fmoc-B-Homoala-OH; Fmoc-B-HomogIn-OH; Fmoc-B-
Homoile-OH; Fmoc-B-Homoleu-OH; Fmoc-B-Homomet-OH; Fmoc-B-Homophe-OH; Fmoc-3-Homotrp-OH; Fmoc-f3-
Leu-OH; Fmoc-B-Phe-OH; N-acetil-DL-B-fenilalanina; Z-D-B-Dab(Boc)-OH; Z-D-B-Dab(Fmoc)-OH puro,; Z-DL-f-
Homoalanina; Z-B-D-Homoala-OH; Z-B-Glu(OtBu)-OH, técnico; Z-B-Homotrp(Boc)-OH; Z-3-Ala-OH puro; Z-3-Ala-
ONp puro,; Z-3-Dab(Boc)-OH; Z-B-Dab(Fmoc)-OH; Z-B-Homoala-OH; B-alanina; -alanina BioXtra,; clorhidrato de
éster etilico de B-alanina; clorhidrato de éster metilico de B-alanina; clorhidrato de acido B-glutamico; clorhidrato del
acido cis-2-amino-3-ciclopenteno-1-carboxilico; acido cis-3-(Boc-amino)ciclohexanocarboxilico; y acido cis-3-(Fmoc-
amino)ciclohexanocarboxilico.

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico que se describe en el presente documento puede comprender al
menos un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas) enlace amida modificado, por ejemplo,
un enlace amida en la cadena principal reemplazado por un enlace seleccionado entre el grupo que consiste en el
enlace peptidico psi reducido, urea, tiourea, carbamato, sulfonilurea, ftrifluoroetilamina, acido orto-
(aminoalquil)fenilacético, acido para-(aminoalquil)-fenilacético, acido meta-(aminoalquil)-fenilacético, tioamida,
tetrazol, éster borénico y grupo olefinico. El enlace de reemplazo de amida puede estar presente en cualquier
posicion en el péptido anfifilico. Cuando dos o mas enlaces de reemplazo de amida estan presentes, pueden estar
posicionados uno junto a otro (por ejemplo, a ambos lados de un aminoacido dado) o no (por ejemplo, solo un lado
de un aminoacido dado esta unido a través de un enlace de reemplazo de péptido con el siguiente aminoacido).

En algunas realizaciones, el enlace de reemplazo de amida esta presente en el segmento de peptidilo hidréfilo. Sin
limitaciones, el enlace de reemplazo de amida puede estar presente en cualquier posicion del segmento de peptidilo
hidréfilo, por ejemplo, leyendo desde el extremo N, en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y asi sucesivamente del
segmento de peptidilo hidrdfilo.

En algunas realizaciones, el enlace de reemplazo de amida esta presente en el segmento de peptidilo hidréfobo. Sin
limitaciones, el enlace de reemplazo de amida puede estar presente en cualquier posicion del segmento de peptidilo
hidréfobo, por ejemplo, leyendo desde el extremo N, en la posicion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y asi sucesivamente
del segmento de peptidilo hidrofobo.

En algunas realizaciones, los segmentos de péptidos hidréfilos e hidréfobos pueden comprender cada uno al menos
un enlace de sustitucion de amida. Cuando los segmentos de peptidilo tanto hidréfilos como hidréfobos comprenden
un enlace de reemplazo de amida, el numero de dichos enlaces de reemplazo de amida en cada segmento puede
ser igual o diferente.

El extremo C de un péptido anfifiico que se describe en el presente documento puede estar sin modificar o
modificado por conjugacién de un grupo protector de carboxilo o un grupo amida. Los grupos protectores de
carboxilo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, ésteres tales como metilo, etilo, t-butilo, metoximetilo, 2,2,2-
tricloroetilo y 2-haloetilo; ésteres de bencilo tales como trifenilmetilo, difenilmetilo, p-bromobencilo, o-nitrobencilo y
similares; ésteres de sililo tales como trimetilsililo, trietilsililo, t-butildimetilsililo y similares; amidas; e hidrazidas. Otros
grupos protectores de acido carboxilico pueden incluir alfa-aminoacidos opcionalmente protegidos que estan unidos
con el resto amino de los alfa-aminoacidos. En algunas realizaciones, el extremo C de un péptido anfifilico se
conjuga con NH;, NH-alquilo o N(alquilo)..

Enlace entre segmentos hidrdfilos e hidréfobos

Sin limitaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo puede estar unido a o bien el extremo N o el extremo C del
segmento de peptidilo hidréfobo. En consecuencia, un péptido anfifilico puede ser (segmento de peptidilo hidréfilo)-
enlazador-(segmento de peptidilo hidréfobo) o (segmento de peptidilo hidréfobo)-enlazador-(segmento de peptidilo
hidréfilo). En una realizacion, el segmento de peptidilo hidrofilo esta unido al extremo N del segmento de peptidilo
hidréfobo. Dicho de otra manera, en una realizacion, el segmento de peptidilo hidréfobo esta unido al extremo C del
segmento de peptidilo hidréfilo. El enlace entre los segmentos de péptidos hidréfilos e hidréfobos puede ser un
enlace amida, un enlace de reemplazo de amida o un enlazador como se define en el presente documento.

En algunas realizaciones, el enlace entre los segmentos de peptidilo hidréfilos e hidréfobos es un enlace amida (por
ejemplo, -NHC(O)-) o un enlace de reemplazo de amida.

En algunas realizaciones, el enlace entre los segmentos de peptidilo hidrofilos e hidréfobos incluye un aminoacido,
dos aminoacidos o un péptido que comprende de 3 a 15 aminoacidos. Ha de entenderse que cuando los segmentos
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de peptidilo hidrofilos e hidréfobos estan unidos por una cadena de aminoacidos, el enlazador puede comprender
una o mas de las modificaciones de péptidos que se describen en el presente documento, por ejemplo, enlace de
reemplazo de amida, beta-aminoacidos, D-aminoacidos, aminoacidos quimicamente modificados, etc.

Péptidos anfifilicos de ejemplo y usos de los mismos

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico comprende una secuencia de aminoacidos (L-AA2').-((L-AA'")-(D-
AA™))p-(L-AA™), en la que AA?" es un resto de Lys o una sustitucion del mismo; AA' y AA™ es cada uno
independientemente un resto de Trp o una sustitucién del mismo, AA'? es un resto de Leu o una sustitucion del
mismo, y en la que f' es un nimero entero 3 a 21 y b' es un ndmero entero de 3 a 20 y en la que al menos uno de un
grupo amino del extremo N o un grupo amino de cadena lateral de al menos un resto AA?' se conjuga con un grupo
protector de nitrégeno o de amino.

El término "sustitucion" cuando se refiere a un péptido, se refiere a un cambio en un aminoacido por una entidad
diferente, por ejemplo, otro aminoacido o resto de aminoacido. Las sustituciones pueden ser sustituciones
conservativas o no conservativas. En algunas realizaciones, la sustitucion es una sustitucion conservativa. Como se
usa en el presente documento, el término "sustitucion conservativa" se refiere a una sustitucion de aminoacidos en la
que el resto de aminoacido sustituto es de carga similar y/o de hidrofobia similares que el resto reemplazado. El
resto sustituto puede ser de un tamafo similar o de menor tamafio o de mayor tamafio que el resto reemplazado, a
condicion de que el resto sustituto tenga propiedades bioquimicas similares a las del resto reemplazado. Las
sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a, sustituciones hechas entre aminoacidos
dentro de los siguientes grupos: (i) los aminoacidos no polares pequefios: alanina (Ala), metionina (Met), isoleucina
(lle), leucina (Leu) y valina (Val); (ii) los aminoacidos polares pequefios: glicina (Gly), serina (Ser), treonina (Thr) y
cisteina (Cys); (iii) los amido aminoacidos: glutamina (GIn) y asparragina (Asn); (iv) los aminoacidos aromaticos:
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp); (v) los aminoacidos basicos: lisina (Lys), arginina (Arg) e histidina
(His); y (vi) los aminoacidos acidos: acido glutamico (Glu) y acido aspartico (Asp). Las sustituciones que son de
carga neutra y que reemplazan un resto con un resto mas pequefio también pueden considerarse como
"sustituciones conservativas" incluso si los restos estan en diferentes grupos (por ejemplo, el reemplazo de
fenilalanina por la isoleucina mas pequefa). La expresion "sustitucion conservativa" también abarca el uso de
miméticos de aminoacidos, andlogos, variantes o aminoacidos no proteinogénicos o no convencionales. A modo de
ejemplo solamente, la valina (Val) puede sustituirse por AdaA o ADAG,; la prolina puede sustituirse por acido L-I-
tioazolidin-4-carboxilico o acido D-o-L-1-oxazolidin-4-carboxilico (véase Kauer, Patente de los EE.UU. N.°
(4.511.390)); y la glicina (Gly) puede sustituirse por Aib, 3-Ala o Acp.

En consecuencia, en algunas realizaciones, AA?' puede ser un resto de Lys o una sustitucion conservativa del
mismo, por ejemplo, Arg o His. En una realizaciéon, AA?' es un resto Lys o un derivado del mismo.

En algunas realizaciones, AA'" y AA'3 pueden ser cada uno independientemente un resto de Trp o una sustitucion
conservativa del mismo, por ejemplo, Phe o Tyr. En una realizacion, AA'" y AA'3 es cada uno independientemente
un resto de Trp o un derivado del mismo.

En algunas realizaciones, AA'? puede ser un resto de Leu o una sustitucion conservativa del mismo, por ejemplo,
Ala, Met, lle o Val. En una realizacién, AA'2 es un resto de Leu o un derivado del mismo.

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico comprende una secuencia de aminoacidos (L-Lys)q-((L-Trp)-(D-
Leu))m-(L-Trp), en la que r' es un nimero entero de 3-21 y m' es un numero entero de 3-20 y en la que al menos uno
de un grupo amino del extremo N o un grupo amino de cadena lateral de al menos un resto de Lys se conjuga con
un grupo protector de nitrégeno o de amino.

En algunas realizaciones, r' y m' son independientemente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15. En algunas
realizaciones, los dos grupos r' y m' son iguales. En una realizacién, tanto r' como m' son 3.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo
que consiste en: Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NH2 (también denominada CD3ac
el presente documento, en la que la abreviatura "ac" o "Ac" se refiere a la acetilacion de cualquier grupo amino del
extremo N de un péptido anfifilico o un grupo amino de un resto Lys en el segmento de peptidilo hidrofilo);

Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NH;
(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHz;
(L-Lys)-(L-Lys(Ac))~(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHa;
(L-Lys(Ac))-(L-Lys)~(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHz;
(L-Lys)-(L-Lys(Ac))}~(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
(L-Lys(Ac))-(L-Lys)~(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))~(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))~((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NH;
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s~(L-Trp)-NHy;
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Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)~((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)~(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)~(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys(Ac))~(L-Lys)-(L-Lys)-((L-Trp)~(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))3-(L-Trp);
(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))3-(L-Trp);
Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHz;
Ac-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHz;
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHz;
Ac-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp)-NHy;
Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys)-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp);
Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-((L-Trp)-(D-Leu))s-(L-Trp); y cualquier combinacion de las mismas.

NN N N e N o —

En algunas realizaciones, el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico puede comprender una cisteina. En
algunas realizaciones, la cisteina puede estar presente en el extremo N del segmento de peptidilo hidrdfilo.

El inventor ha descubierto que algunas realizaciones de los péptidos anfifilicos que se describen en el presente
documento pueden tener capacidad de penetracién celular. Por tanto, en algunas realizaciones, los péptidos
anfifilicos que se describen en el presente documento pueden utilizarse como agentes de penetracion celular y/o de
transfeccion. En estas realizaciones, los péptidos anfifilicos pueden disefiarse para cargarse positivamente. En
consecuencia, se proporciona en el presente documento el uso de una composicion que comprende un péptido
anfifilico cargado positivamente como agente de penetracion en las células o agente de transfeccion, en el que el
péptido anfifilico cargado positiva comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo
hidréfilo. El segmento de peptidilo hidréfobo del péptido anfifilico cargado positiva comprende una secuencia de
aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp)n 0 (Leu-Trp)y-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-
Leu, m y p son independientemente un numero entero de 1 a 5 y ny q son, independientemente 0 o 1, a condicion
de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa;
mientras que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que r es
un numero entero de 1 a 15. Ademas, en el péptido anfifilico cargado positivamente, al menos uno de los restos de
Lys o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico no estan acetilados. En algunas realizaciones, todos los
restos de Lys y el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico cargado positivamente estan sin acetilar.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico cargado positivamente puede comprender una secuencia de
aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta
ausente o es NH..

En algunas realizaciones, la composicién puede comprender ademas una molécula de acido nucleico u
oligonucledtido (por ejemplo, ADN o ARN) que se entrega en una célula. En algunas realizaciones, la composicion
puede comprender ademas una pluralidad (por ejemplo, al menos 2 o mas) de moléculas de acidos nucleicos o de
oligonucledtidos (por ejemplo, ADN o ARN, incluyendo, pero no limitados a, ARNip, ARNhc, miARN). En algunas
realizaciones, las moléculas de &cidos nucleicos o los oligonucledtidos pueden disefarse para su uso en la
intervencion terapéutica, por ejemplo, la terapia génica o la terapia con ARNip.

Sintesis de péptidos

Los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento pueden sintetizarse de acuerdo con los métodos
habituales de solucién y quimica de péptidos en fase sélida, o mediante métodos clasicos conocidos en la técnica.
La purificacion de los péptidos es bien conocida en la técnica y puede ser, por ejemplo, por HPLC. Pueden
encontrarse métodos que describen métodos utiles de sintesis y purificacion de péptidos, por ejemplo, en la
Publicacion de Solicitud de Patente de los EE.UU. N.° 20060084607 .

Los péptidos que se describen en el presente documento pueden construirse por sintesis mediante técnicas
conocidas adecuadas de polimerizacién de péptidos, tales como técnicas exclusivamente en fase solida, técnicas
parcialmente en fase sélida, condensacion de fragmentos o acoplamientos clasicos en soluciéon. Por ejemplo, los
péptidos pueden sintetizarse mediante el método en fase sodlida utilizando métodos convencionales basados en
cualquiera de los grupos protectores t-butiloxicarbonilo (BOC) o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC). Esta
metodologia se describe por G. B. Fields et al. en Synthetic Peptides: A User’s Guide, W. M. Freeman & Company,
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Nueva York, Nueva York, pags. 77-183 (1992) y en el libro de texto "Solid-Phase Synthesis", Stewart & Young,
Freemen & Company, San Francisco, 1969, y se ejemplifican mediante la divulgacion de la patente de los EE.UU.
N.° 4.105.603, presentada el 8 de agosto de 1979. La sintesis clasica en solucién se describe en detalle en
"Methoden der Organischen Chemic (Houben-Weyl): Synthese von Peptiden", E. Wunsch (editor) (1974) Georg
Thieme Verlag, Stuttgart Alemania Occidental. EI método de sintesis por condensacion de fragmentos se ejemplifica
en la patente de los EE.UU. N.° 3.972.859. Otras sintesis disponibles se ejemplifican en la Patente de los EE.UU. N.°
3.842.067, Patente de los EE.UU. N.° 3.872.925, presentada el 28 de enero 1975, Merrifield B, Protein Science
(1996), 5: 1947-1951; The chemical synthesis of proteins; Mutter M, Int J Pept Protein Res Marzo de 1979; 13 (3):
274-7 Studies on the coupling rates in liquid-phase peptide synthesis using competition experiments; and Solid
Phase Peptide Synthesis in the series Methods in Enzymology (Fields, G. B. (1997) Solid-Phase Peptide Synthesis.
Academic Press, San Diego. n.° 9830).

Los métodos para preparar peptidomiméticos incluyen la modificacion del grupo amino N-terminal, del grupo
carboxilo C-terminal y/o el cambio de uno o mas de los enlaces amino en el péptido a un enlace no amino. Dos o
mas de dichas modificaciones pueden acoplarse en un inhibidor peptidomimético. Se describen modificaciones de
péptidos para producir peptidomiméticos, por ejemplo, en la patente de los EE.UU. N.° 5.643.873 y N.° 5.654.276.

Peptidomiméticos

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico es un peptidomimético. Por ejemplo, el segmento peptidico hidréfilo
puede ser un peptidomimético, el segmento de peptidilo hidréfobo puede ser un peptidomimético o ambos pueden
ser peptidomiméticos.

Los métodos de disefio de peptidomiméticos y de seleccion de peptidomiméticos funcionales son bien conocidos
para los expertos en la materia. Un método basico de disefio de una molécula que imita una proteina o péptido
conocido es identificar primero la region o regiones activas de la proteina conocida (por ejemplo, en el caso de una
interaccidon anticuerpo-antigeno, uno identifica qué regiéon o regiones del anticuerpo que permiten la unién al
antigeno) y, después, buscar un mimético que emule la region activa. Si la region activa de una proteina conocida es
relativamente pequefia, se prevé que un mimético sera mas pequefio (por ejemplo en peso molecular) que la
proteina, y, correspondientemente, mas facil y mas barato de sintetizar. Un mimético de este tipo podria utilizarse
como sustituto un conveniente para la proteina, como un agente para la interaccién con la molécula diana.

Los métodos para preparar peptidomiméticos incluyen la modificacion del grupo amino N-terminal, del grupo
carboxilo C-terminal, y/o el cambio de uno o mas de los enlaces amida en el péptido a un enlace no amida o amida
modificada. Pueden acoplarse dos o mas de dichas modificaciones en un peptidomimético. Se describen
modificaciones de péptidos para producir peptidomiméticos, por ejemplo, en la patente de los EE.UU. N.° 5.643.873
y N.° 5.654.276.

Por ejemplo, Reineke et al. (1999, Nature Biotechnology, 17; 271-275) disefiaron una molécula que imita un sitio de
union de la proteina interleucina-10 usando una gran biblioteca de péptidos sintéticos cortos, cada uno de los cuales
correspondia a una seccioén corta de la interleucina 10. La unién de cada uno de estos péptidos a la diana (en este
caso un anticuerpo contra la interleucina 10) se ensay6 después individualmente mediante una técnica de ensayo,
para identificar péptidos potencialmente relevantes. Pueden utilizarse bibliotecas de presentacion de fagos de
péptidos y método de barrido de alanina.

Otros métodos para disefiar peptidomiméticos para un péptido o proteina en particular incluyen los que se describen
en la patente europea EP1206494, el programa SuperMimic de Andrean Goede et. al. 2006 BMC Bioinformatics,
7:11; y el programa MIMETIC de W. Campbell et. al., 2002, Microbiology and Immunology 46:211-215. El programa
SuperMimic esta disefiado para identificar compuestos que imitan partes de una proteina o posiciones en las
proteinas que son adecuadas para la insercion de miméticos. La aplicacion proporciona bibliotecas que contienen
componentes basicos de peptidomiméticos por un lado y estructuras de proteinas por otro lado. La busqueda de
enlazadores peptidomiméticos prometedores para un péptido dado se basa en la superposicion del péptido con
varios conférmeros del mimético. Los nuevos elementos o proteinas sintéticos pueden importarse y usarse en la
busqueda. El programa de ordenador MIMETIC, que genera una serie de péptidos para la interaccion con una
secuencia de péptidos diana se revisé por W. Campbell et. al., 2002. Un analisis profundo del tema se revisa en
"Peptide Mimetic Design with the Aid of Computational Chemistry" de James R. Damewood Jr. en Reviews in
Computational Chemistry, enero de 2007, volumen 9 de la serie del libro: Reviews in Computational Chemistry,
Editores Kenny B. Lipkowitz, Donald B. BoydPrint ISBN: 9780471186397 ISBN: 9780470125861 Publicado por John
Wiley & Sons, Inc.; y en T. Tselios, et. al, Amino Acids, 14: 333-341, 1998.

Los meétodos para preparar bibliotecas que contienen diversas poblaciones de péptidos, peptoides y
peptidomiméticos son bien conocidos en la técnica y diversas bibliotecas estan disponibles en el mercado (véase,
por ejemplo, Ecker y Crooke, Biotechnology 13: 351-360 (1995) y Blondelle et al, Trends Anal Chem. 14:83-92
(1995); véase, también, Goodman y Ro, Peptidomimetics for Drug Design, in "Burger’'s Medicinal Chemistry and
Drug Discovery" Vol 1 (ed. M. E. Wolff; John Wiley & Sons 1995), paginas 803-861 y Gordon et al, J. Med Chem 37:
1385-1401 (1994). Un experto en la materia entiende que un péptido puede producirse in vitro directamente o puede
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expresarse a partir de un 4cido nucleico, que puede producirse in vitro. Los métodos de péptidos sintéticos y quimica
de &cidos nucleicos son bien conocidos en la técnica.

También puede producirse una biblioteca de moléculas de péptidos, por ejemplo, mediante la construccion de una
biblioteca de expresiéon de ADNc a partir de ARNm recogido de un tejido de interés. Los métodos para producir
dichas bibliotecas son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et. al, Molecular Cloning: A
laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989). Preferentemente, un péptido codificado por el ADNc
se expresa en la superficie de una célula o un virus que contiene el ADNc.

Ligandos y principios activos

Una amplia diversidad de entidades, por ejemplo, ligandos, pueden acoplarse a un péptido anfifilico que se describe
en el presente documento o a una particula de péptidos que se describe mas adelante. Los ligandos pueden incluir
moléculas de origen natural o moléculas recombinantes o sintéticas. En algunas realizaciones, un ligando puede
alterar la distribucion, la direccién o la vida util de un péptido anfifilico que se describe en el presente documento o
una particula de péptidos hecha a partir del mismo. En algunas realizaciones, un ligando puede proporcionar una
afinidad mejorada (por ejemplo, un aumento de la fuerza de unién) para una diana seleccionada, por ejemplo,
molécula, célula o tipo de célula, compartimento, por ejemplo, un compartimento celular o de un 6rgano, tejido,
6érgano o region del cuerpo, como, por ejemplo, en comparacién con una especie que carece de un ligando de este
tipo. En algunas realizaciones, un ligando puede proporcionar una especificidad potenciada de un péptido anfifilico
que se describe en el presente documento o de una particula de péptidos hecha a partir del mismo para una diana
seleccionada, por ejemplo, en comparacion con un péptido anfifilico sin un ligando de este tipo. El término
"especificidad" como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de un péptido anfifilico o de una
particula de péptidos para unirse preferentemente a una diana seleccionada por sobre cualesquiera otras entidades.
Por ejemplo, la presencia de un ligando en un péptido anfifilico y/o una particula de péptidos que se describen en el
presente documento puede permitir que el péptido anfifilico o la particula de péptidos se unan preferentemente a
una diana seleccionada por encima de cualquier otra entidad, en comparacién con un péptido anfifilico o particula de
péptidos sin un ligando de este tipo.

Sin limitacion, un ligando puede seleccionarse entre el grupo que consiste en polimeros, péptidos, polipéptidos,
proteinas, peptidomiméticos, glicoproteinas, lectinas, nucledsidos, nucledtidos, acidos nucleicos, monosacéridos,
disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, lipopolisacéridos, vitaminas, lipidos, esteroides, hormonas,
cofactores, receptores, ligandos de receptores y cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones de este y otros aspectos que se describen en el presente documento, el ligando se
selecciona entre el grupo que consiste en polietilenglicol (PEG, por ejemplo, PEG-2K, PEG-5K, PEG-10K, PEG-12K,
PEG-15K, PEG-20K, PEG-40K), MPEG, [MPEG]., poli(6xido de etileno) (PEO), poli(propilenglicol) (PPG), poli(éxido
de etileno-co-6xido de propileno), acido hialurénico, poli(2-metacrilato de hidroxietilo), heparina, polivinil(pirrolidona),
sulfato de condroitano, quitosano, glucosaminoglucanos, dextrano, dextrina, sulfato de dextrano, acetato de
celulosa, carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, celulésicos, poli(trimetilenglicol),  poli(tetrametilenglicol),
polipéptidos, poliacrilamida, poliacrilamida, poli(etilenamina), poli(alilamina), copolimero de estireno-anhidrido de
anhidrido de acido maleico, poli(L-lactida-co-glicélido), copolimero de éter de divinilo-anhidrido maleico, copolimero
de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), alcohol polivinilico (PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico),
polimeros de N-isopropilacrilamida, polifosfacina, polietilenimina, espermina, espermidina, poliaminas,
pseudopéptido-poliamina, peptidomimético poliamina, poliamina dendrimero, arginina, amidina, protamina,
tirotropina, melanotropina, lectina, proteina surfactante A, mucina, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato,
poliaspartato, aptamero, asialofetuina, hialuronano, procolageno, insulina, transferrina, albumina, acridinas, cros-
psoraleno, mitomicina C, TPPC4, texafirina, safirina, hidrocarburos aromaticos policiclicos (por ejemplo, fenazina,
dihidrofenazina), acidos biliares, colesterol, acido cdlico, acido adamantano acético, acido 1-pireno butirico,
dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-
propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido 03-(oleoil)litocilico, acido 03-(oleoil)colénico,
dimetoxitritilo o fenoxazina), péptido RGD, marcadores radiomarcados, haptenos, naproxeno, aspirina, dinitrofenilo,
HRP, AP, lectinas, vitamina A, vitamina E, vitamina K, vitamina B, acido félico, vitamina B12, riboflavina, biotina,
piridoxal, taxol, vincristina, vinblastina, citocalasina, nocodazol, japlakinélido, latrunculina A, faloidina, Swinholida A,
indanocina, mioservina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF), interleucina-1 beta, interferon gamma, GalNAc,
galactosa, manosa, manosa-6P, grupos de azlcares tales como el grupo de GalNAc, grupo de manosa, grupo de
galactosa, un aptamero, ligandos de los receptores de integrina, ligandos de receptores de quimiocinas, ligandos de
receptores de serotonina, PSMA, endotelina, GCPII, somatostatina, péptido bacteriano de penetracion de la pared
celular, péptido GALA, péptido EALA, péptido INF-7, péptido Inf HA-2, péptido dilNF-7, péptido diINF-3, péptido GLF,
péptido-INF3 GALA, péptido INF-5, péptido penetratina, fragmento de Tat 48-60, péptido PVEC, péptido de
transportano, péptido LL-37, péptido cecropina P1, péptido a-defensina, péptido beta-defensina, péptido PR-39,
péptido indolicidina, péptido rFGF, anadlogo de rFGF, bactenecina, cecropinas, licotoxinas, paradaxinas, buforina,
CPF, péptido similar a la bombinina (BLP), catelicidinas, ceratotoxinas, péptidos de S. clava, péptidos intestinales
antimicrobianos de mixina (HFIAP), magaininas, brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina, péptidos H.A,
péptidos de Xenopus, esculentinas-1, caerinas y cualquier combinacién de los mismos.
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En algunas realizaciones, un ligando puede incluir un principio activo. Como se usa en el presente documento, un
"principio activo" se refiere a una molécula que se va a entregar a una célula. En consecuencia, sin limitacion, un
principio activo puede seleccionarse entre el grupo que consiste en pequefias moléculas organicas o inorganicas,
monosacaridos, disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos, polisacéridos, macromoléculas bioldgicas, por ejemplo,
péptidos, proteinas, analogos de péptidos y derivados de los mismos, peptidomiméticos, acidos nucleicos, analogos
de acidos nucleicos y derivados, polinucleétidos, oligonucledtidos, enzimas, un extracto hecho de materiales
biolégicos tales como bacterias, plantas, hongos o células de animales o tejidos, composiciones de origen natural o
sintético, particulas o cualquier combinacion de los mismos. Un principio activo puede tener carga neutra o
comprender una carga neta, por ejemplo, el principio activo es anidnico o catiénico. Ademas, un principio activo
puede ser hidréfobo, hidrofilo o anfifilico. En algunas realizaciones, el principio activo comprende al menos un grupo
arilo o heteroarilo.

Como se usa en el presente documento, el término "particulas" se refiere a una particula, polvo, copo, etc., que
existe inherentemente en una forma relativamente pequefa y puede formarse por, por ejemplo, molienda, trituracion,
fragmentacion, pulverizacion, atomizacion o subdividiendo de otro modo una forma mas grande del material en una
forma relativamente pequefia.

Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula pequefia” puede referirse a compuestos que son
"similares al producto natural”, sin embargo, la expresion "molécula pequefia”, no se limita a compuestos "similares
al producto natural". Mas bien, una molécula pequefia normalmente se caracteriza por que contiene varios enlaces
carbono-carbono y tiene un peso molecular de menos de 5000 Dalton (5 kD), preferentemente de menos de 3 kD,
mas preferentemente de menos de 2 kD y mucho mas preferentemente de menos de 1 kD. En algunos casos, es
mucho mas preferido que una molécula pequefia tenga una masa molecular igual o de menos de 700 Dalton.

En algunas realizaciones, el principio activo puede ser un péptido o una proteina. Como se usa en el presente
documento, el término "péptido” se utiliza en su sentido mas amplio para referirse a compuestos que contienen dos o
mas aminoacidos, equivalentes de acido amino u otros grupos no aminoacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos o enlaces peptidicos modificados. Los equivalentes de péptidos pueden diferir de péptidos
convencionales por el reemplazo de uno o mas aminoacidos por acidos organicos relacionados (tales como PABA),
aminoacidos o similares o la sustitucién o modificacion de cadenas laterales o grupos funcionales. Un péptido puede
ser de cualquier tamafio de largo; sin embargo, en algunas realizaciones, se prefieren péptidos que tienen veinte o
un menor numero total de aminoacidos. Ademas, el péptido puede ser lineal o ciclico. Las secuencias de péptidos
especificamente citadas en el presente documento se escriben con el extremo amino terminal a la izquierda y el
extremo carboxi terminal a la derecha. Ademas, el término "péptido" incluye en general proteinas, que son
generalmente polipéptidos. Como se usa en el presente documento, el término "proteina" se utiliza para describir
proteinas, asi como fragmentos de las mismas. Por tanto, cualquier cadena de aminoacidos que presente una
estructura tridimensional esta incluida en el término "proteina" y los fragmentos de proteina, en consecuencia, se
incluyen.

Un peptidomimético es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional definida similar a un
péptido natural.

Como se usa en el presente documento, la expresidon "acido nucleico” se refiere a polimeros (polinucleétidos) u
oligémeros (oligonucledétidos) de nucledtido o mondmeros de nucledsidos que consisten en bases de origen natural,
azucares y enlaces interazucar. La expresion "acido nucleico" incluye también polimeros u oligbmeros que
comprenden mondmeros de origen no natural o porciones de los mismos, que funcionan de manera similar. Dichos
acidos nucleicos modificados o sustituidos a menudo se prefieren sobre las formas nativas debido a propiedades
tales como, por ejemplo, la captacién celular mejorada y una mayor estabilidad en presencia de nucleasas.

Un acido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. Un acido nucleico monocatenario puede tener regiones
de doble cadena y un acido nucleico bicatenario puede tener regiones de cadena simple. Los acidos nucleicos de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a genes estructurales, genes que incluyen regiones de control y de terminacion,
sistemas auto-replicantes como el ADN viral o plasmidico, ARNip monocatenarios y bicatenarios y otros reactivos de
ARN de interferencia (agentes ARNi o agentes iARN), ARN de corta horquilla (ARNhc), oligonucleétidos antisentido,
ribozimas, microARN, miméticos de microARN, aptameros, antimiros, antagomiros, oligonucleétidos formadores de
triplex, activadores de ARN, oligonucleétidos inmunoestimulantes y oligonucleétidos sefiuelo.

En algunas realizaciones, el principio activo es biolégicamente activo o tiene actividad biolégica. Como se usa en el
presente documento, la expresion "actividad bioldgica" o "bioactividad" se refiere a la capacidad de un compuesto
para influir en una muestra biolégica. La actividad biolégica puede incluir, sin limitacion, el desencadenamiento de
una respuesta estimuladora, inhibidora, reguladora, téxica o letal en un ensayo bioldgico en los niveles molecular,
celular, tisular o de 6rganos. Por ejemplo, una actividad biolégica puede referirse a la capacidad de un compuesto de
presentar o modular el efecto/actividad de una enzima, bloquear un receptor, estimular un receptor, modular el nivel
de expresion de uno o mas genes, modular la proliferacion celular, modular la division celular, modular la morfologia
celular o cualquier combinacion de los mismos. En algunos casos, una actividad bioldgica puede referirse a la
capacidad de un compuesto para producir un efecto toxico en una muestra bioldgica o puede referirse a una
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capacidad de modificar quimicamente una molécula o célula diana.

En algunas realizaciones, el principio activo es un agente terapéutico. Como se usa en el presente documento, la
expresion "agente terapéutico” se refiere a un agente bioldgico o quimico utilizado para el tratamiento, la curacion, la
mitigacion o la prevencion de afecciones perjudiciales en un sujeto. La expresion "agente terapéutico” también
incluye sustancias y agentes para combatir una enfermedad, afeccion o trastorno de un sujeto, e incluye farmacos,
diagndsticos e instrumentacion. "Agente terapéutico" también incluye cualquier cosa usada en el diagndstico meédico
o para restablecer, corregir o modificar las funciones fisioldgicas. Las expresiones "agente terapéutico" y "agente
farmacéuticamente activo" se usan indistintamente en el presente documento.

Un agente terapéutico puede seleccionarse de acuerdo con el objetivo del tratamiento y la accién biolégica deseada.
Por tanto, un agente terapéutico puede seleccionarse entre cualquier clase adecuada para el objetivo terapéutico.
Ademas, el agente terapéutico puede seleccionarse o disponerse para proporcionar actividad terapéutica durante un
periodo de tiempo.

El compuesto de ejemplo farmacéuticamente activo incluye, pero no se limita a, los que se encuentran en Harrison’s
Principles of Internal Medicine, 132 Edicién, Eds de Harrison. T. R. Harrison McGraw-Hill NY, NY; Physicians Desk
Reference, 50% edicion, 1997, Oradell Nueva Jersey, Medical Economics Co.; Pharmacological Basis of
Therapeutics, 82 Edicion, Goodman y Gilman, 1990; Farmacopea de los Estados Unidos, el Formulario Nacional,
USP XII NF XVII, 1990; edicién actual de The Pharmacological Basis of Therapeutics de Goodman y Gilman; y la
edicion actual de The Merck Index.

Los agentes de ejemplo farmacéuticamente activos incluyen, pero no se limitan a, esteroides y agentes
antinflamatorios no esteroideos, farmacos antireestenoticos, agentes antimicrobianos, factores angiogénicos,
bloqueantes del canal de calcio, agentes tromboliticos, agentes antihipertensivos, anticoagulantes, agentes
antiarritmicos, glucdsidos cardiacos y similares.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico se selecciona entre el grupo que consiste en acido salicilico y
derivados (aspirina), para-aminofenol y derivados (acetaminofeno), acidos arilpropiénicos (ibuprofeno),
corticoesteroides, antagonistas del receptor de la histamina y antagonistas del receptor de la bradicinina,
antagonistas de los receptores de leucotrienos, antagonistas de receptor de prostaglandina, antagonistas del
receptor de factor de activacion de plaquetas, sulfonamidas, trimetoprim-sulfametoxazol, quinolonas, penicilinas,
cefalosporina, factor basico de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor acido de crecimiento de fibroblastos, factor
de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento transformante angiogénico alfa y beta, factor de necrosis
tumoral, angiopoyetina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, dihidropiridinas (por ejemplo, nifedipino,
benzotiazepinas tales como dilitazem y fenilalquilaminas tales como verapamilo), activador del plasminégeno
urocinasa, urocinasa, estreptocinasa, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), espironolactona,
activador del plasminégeno tisular (tPA), diuréticos, tiazidas, agentes antiadrenérgicos, clonidina, propanolol,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, captopril, antagonistas de los receptores de angiotensina,
losartan, antagonistas de los canales de calcio, nifedipino, heparina, warfarina, hirudina, péptido anticoagulante de
garrapata y heparinas de bajo peso molecular tales como enoxaparina, lidocaina, procainamida, encainida,
flecainida, bloqueantes beta adrenérgicos, propranolol, amiodarona, verapamilo, diltiazem, cloruro de niquel,
glucésidos cardiacos, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, antagonistas de los receptores de
angiotensina, nitrovasodilatadores, agentes hipolipemiantes (por ejemplo, acido nicotinico, probucol, etc.), resinas de
union a acidos biliares (por ejemplo, derivados de colestiramina y de acido fibrico, por ejemplo, clofibrato),
inhibidores de la HMG CoA reductasa, inhibidores de la HMG CoA sintasa, inhibidores de la escualeno sintasa,
inhibidores de la escualeno epoxidasa, estatinas (por ejemplo, lovastatina, cerivastatina, fluvastatina, pravastatina,
simvastatina, etc.), antipsicoticos, ISRS, anticonvulsivantes, anticonceptivos, analgésicos sistémicos y locales (dolor
cronico, factores de crecimiento/remodelacion 6seo (reclutamiento de los osteoblastos/osteoclastos y factores
estimulantes), neurotransmisores (L-DOPA, dopamina, neuropéptidos), farmacos para el enfisema, TGF-beta),
rapamicina, naloxona, paclitaxel, anfotericina, dexametasona, flutamida, vancomicina, fenobarbital, cimetidina,
atenolol, aminoglucdsidos, hormonas (por ejemplo, hormona liberadora de tirotropina, p-nitrofenil beta-
cellopentaosido y hormona liberadora de hormona luteinizante), vincristina, amilorida, digoxina, morfina,
procainamida, quinidina, quinina, ranitidina, triamtereno, trimetoprim, sales de vancomicina, aminoglucésidos y
penicilina y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En algunas realizaciones, el principio activo es un ARNip, un ARN de horquilla corta (ARNhc), un oligonucleétido
antisentido, una ribozima, un microARN, un mimético de microARN, un aptdmero, un antimiro, un antagomiro, un
oligonucledtido formador de triplex, una ARN activador, un oligonucleétido inmunoestimulante, un oligonucleétido
sefiuelo, un pldsmido o un vector de ADN.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un material radiactivo. Los materiales radiactivos adecuados
incluyen, por ejemplo, de Citrio, '%?ridio, '®®oro, '?°yodo, '¥cesio, ®cobalto, °cobalto, 6cobalto, %"cobalto,
5"magnesio, 5%hierro, 3%fosforo, *Cestroncio, 8'rubidio, 2°®bismuto, %7galio, ""bromo, '?°cesio, "3selenio, "selenio,
"2arsénico, '%paladio, ?*plomo, ""Indio, 5%hierro, '"talio, 57niquel, %%cinc, %2cobre, “°talio y '?yodo. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, pueden usarse particulas que comprenden un material radiactivo para tratar el tejido
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enfermo tal como tumores, malformaciones arteriovenosas y similares.

En algunas realizaciones, el principio activo es un agente formador de imagenes. Como se usa en el presente
documento, la expresion "agente formador de imagenes" se refiere a un elemento o grupo funcional en una molécula
que permite la deteccion, la formacioén de imagenes y/o el seguimiento de la presencia y/o la progresion de una
afeccion o afecciones, trastorno o trastornos patologicos y/o enfermedad o enfermedades. El agente de formacion
de imagenes puede ser una sustancia ecogénica (ya sea liquido o gas), isétopo no metalico, un indicador 6ptico, un
absorbente de neutrones de boro, un ion metalico paramagnético, un metal ferromagnético, un radioisétopo que
emite radiacion gamma, un radiois6topo emisor de positrones o un absorbente de rayos x. Sin desear quedar ligado
a una teoria alguna, un agente de formaciéon de imagenes permite el seguimiento de una composicion que
comprende un agente de formacion de imagenes de este tipo.

Los indicadores opticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, indicadores fluorescentes y grupos
quimioluminiscentes. Se conoce en la técnica una amplia diversidad de colorantes indicadores fluorescentes.
Normalmente, el fluoréforo es un compuesto aromatico o heteroaromatico y puede ser un pireno, antraceno,
naftaleno, acridina, estilbeno, indol, benzoindol, oxazol, tiazol, benzotiazol, cianina, carbocianina, salicilato,
antranilato, cumarina, fluoresceina, rodamina u otro compuesto similar. Los indicadores fluorescentes adecuados
incluyen colorantes de xanteno, tales como los colorantes fluoresceina o rodamina, incluyendo, pero no limitados a,
colorantes Alexa Fluor™ (InvitrogenCorp; Carlsbad, CA), fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), Verde
de Oregdn-TM, rodamina, Rojo Texas, isotiocianato de tetrarrodamina (TRITC), 5-carboxifluoresceina (FAM), 2'7'-
dimetoxi-4'5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), tetraclorofluoresceina (TET), 6-carboxirodamina (R6G), N,N,N,N'-
tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA), 6-carboxi-X-rodamina (ROX). Los indicadores fluorescentes adecuados
incluyen también los colorantes de naftilamina que tienen un grupo amino en la posicién alfa o beta. Por ejemplo, los
compuestos de naftilamino incluyen 1-dimetilamino-naftil-5-sulfonato, sulfonato de 1-anilino-8-naftaleno, sulfonato de
2-p-toluidinil-6-naftaleno y acido 5-(2'-aminoetil)aminonaftaleno-1-sulféonico (EDANS). Otros colorantes indicadores
fluorescentes incluyen cumarinas, tales como 3-fenil-7-isocianatocumarina; acudinas, tales como 9-
isotiocianatoacridina y naranja de acridina; N-(p(2-benzoxazolil)fenil)maleimida; cianinas, tales como Cy2,
indodicarbocianina 3 (Cy3), indodicarbocianina 5 (Cy5), indodicarbocianina 5.5 (Cy5.5), 3-(-carboxi-pentil)-3'etil-5,5'-
dimetiloxacarbocianina (CyA); 1H,5H,11H,15H-Xanteno[2,3,4-ij:5,6,7-i''diquinolizin-18-i0, 9-[2(0 4)-[[[6-[2,5-diox0-1-
pirrolidinil)oxi]-6-oxohexillamino]sulfonil]-4(o 2)-sulfofenil]-2,3,6,7,12,13,16,17octahidro-sal interna (TR o Rojo Texas);
Colorantes BODIPYTM; benzoxadiazoles; estilbenos; pirenos; y similares. Muchas formas adecuadas de estos
compuestos fluorescentes estan disponibles y pueden utilizarse.

Los ejemplos de proteinas fluorescentes adecuadas para uso como agentes de formacion de imagenes incluyen,
pero no se limitan a, la proteina fluorescente verde, proteina fluorescente roja (por ejemplo, DsRed), proteina
fluorescente amarilla, proteina fluorescente cian, proteina fluorescente azul y variantes de las mismas (véanse, por
ejemplo, las Patentes de los EE.UU. N.° 6.403. 374. 6.800.733 y 7.157.566). Los ejemplos especificos de variantes
de GFP incluyen, pero no se limitan a, GFP potenciada (EGFP), EGFP desestabilizada, las variantes de GFP
descritas en Doan et al, Mol. Microbiol, 55: 1767-1781 (2005), la variante de GFP descrita en Crameri et al, Nat.
Biotechnol., 14: 315319 (1996), las proteinas fluorescentes cerlleas que se describen en Rizzo et al, Nat.
Biotechnol, 22: 445 (2004) y Tsien, Annu. Rev. Biochem., 67: 509 (1998) y la proteina fluorescente amarilla descrita
en Nagal et al, Nat. Biotechnol., 20: 87-90 (2002). Se describen variantes de DsRed en, por ejemplo, Shaner et al,
Nat. Biotechnol., 22: 1567-1572 (2004) e incluyen mStrawberry, mCherry, Morange, mBanana, mHoneydew vy
mTangerine. Se describen variantes adicionales DsRed en, por ejemplo, Wang et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
101: 16745-16749 (2004) e incluyen mRaspberry y mPlum. Otros ejemplos de variantes de DsRed incluyen
mRFPmars descritas en Fischer et al, FEBS Lett, 577: 227-232 (2004) y mRF-Pruby descrita en Fischer et al, FEBS
Lett, 580: 2495-2502 (2006).

Los gases ecogénicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, un hexafluoruro de azufre o gas de
perfluorocarbono, tal como perfluorometano, perfluoroetano, perfluoropropano, perfluorobutano,
perfluorociclobutano, perfluropentano o perfluorohexano.

Los is6topos no metalicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ''C, C, BN, "8F, 23] 124 y 25| | os
radioisétopos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ®*mTc, %Tc, ""In, 2Cu, ®*Cu, Ga, %, Gay '%Gd. Los iones
metalicos paramagnéticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, Gd(lIl), Dy(lIl), Fe(lll) y Mn(ll). Los absorbentes
de rayos X adecuados incluyen, pero no se limitan a, Re, Sm, Ho, Lu, Pm, Y, Bi, Pd, Gd, La, Au, Au, Yb, Dy, Cu, Rh,
Ag y Ir. En algunas realizaciones, el radionuclido se une a un agente quelante o agente quelante-enlazador unido al
agregado. Los radiontclidos adecuados para la conjugacion directa incluyen, sin limitacion, '3F, 124, 125 131] y
mezclas de los mismos. Los radionuclidos adecuados para su uso con un agente quelante incluyen, sin limitacion,
47S¢, 84Cu, 67Cu, 89Sr, 86y 87y 0y 105Rp 111Ag, 1In, "7mSn, 149Pm, 153Sm, 88Ho, 177Lu, 86Re, 188Re, 211At, 212Bj y
mezclas de los mismos. Los agentes quelantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, DOTA, BAD, TETA, DTPA,
EDTA, NTA, HDTA, sus analogos de fosfonato y mezclas de los mismos. Un experto en la materia estara
familiarizado con los métodos para la fijacion de radionuclidos, agentes quelantes y agentes quelantes-enlazadores
a las particulas.
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Una respuesta detectable se refiere generalmente a un cambio en, o en la aparicién de, una sefial que es
detectable, ya sea por observacion o instrumentalmente. En ciertos casos, la respuesta detectable es fluorescencia
o un cambio en la fluorescencia, por ejemplo, un cambio en la intensidad de la fluorescencia, la excitacion de la
fluorescencia o la distribucion de la longitud de onda de emision, la duracion de la fluorescencia y/o la polarizacion
de la fluorescencia. Un experto en la materia apreciara que el grado y/o ubicaciéon del marcador en un sujeto o
muestra puede compararse con un patrén o control (por ejemplo, tejido u 6rgano sano). En algunos otros casos, la
respuesta detectable es la radiactividad (es decir, radiacion), que incluye particulas alfa, particulas beta, nucleones,
electrones, positrones, neutrinos y gamma rayos emitidos por una sustancia radiactiva tal como un radionuclido.

Los dispositivos especificos 0 métodos conocidos en la técnica para la deteccion in vivo de la fluorescencia, por
ejemplo, de fluoréforos o proteinas fluorescentes, incluyen, pero no se limitan a, fluorescencia in vivo cercana al
infrarrojo (véase, por ejemplo, Frangioni, Curr. Opin. Chem Biol., 7: 626-634 (2003)), el sistema de formacion de
imagenes por fluorescencia in vivo MaestroTM (Cambridge Research & Instrumentation, Inc.; Woburn,
Massachussets), formacion de imagenes por fluorescencia in vivo utilizando un explorador de punto mavil in situ
(véase, por ejemplo, Ramanujam et al, IEEE Transactions on Biomedical Engineering., 48: 1034-1041 (2001) y
similares. Otros métodos o dispositivos para la deteccion de una respuesta Optica incluyen, sin limitacion, la
inspeccion visual, camaras CCD, camaras de video, pelicula fotografica, dispositivos de exploracion laser,
fluorometros, fotodiodos, contadores cuanticos, microscopios de epifluorescencia, microscopios de barrido,
citbmetros de flujo, lectores de microplacas de fluorescencia o amplificaciéon de la sefial utilizando tubos
fotomultiplicadores.

Cualquier dispositivo o método conocido en la técnica para detectar las emisiones radiactivas de radionuclidos en un
sujeto es adecuado para su uso en la presente invencion. Por ejemplo, métodos tales como la Tomografia
Computarizada por emision de fotones individuales (SPECT), que detecta la radiacién de un solo foton de
radionuclido emisor-gamma utilizando una camara gamma de rotacion, y centellografia de radionuclidos, obteniendo
una imagen o serie de imagenes secuenciales de la distribucién de un radionudclido en los tejidos, érganos o
sistemas del cuerpo utilizando una camara de centelleo gamma, puede utilizarse para detectar la radiacién emitida
desde un agregado radiomarcado. La tomografia por emision de positrones (PET) es otra técnica adecuada para la
deteccién de la radiacién en un sujeto.

En algunas realizaciones, el ligando es un ligando receptor de la superficie celular. Como se usa en el presente
documento, un "ligando de receptor de la superficie celular" se refiere a una molécula que puede unirse a la
superficie exterior de una célula. Un ligando de receptor de superficie celular de ejemplo incluye, por ejemplo, un
péptido que se une a un receptor de la superficie celular, un glucopéptido que se une a un receptor de la superficie
celular, una proteina que se une a un receptor de la superficie celular, una glucoproteina que se une a un receptor
de la superficie celular, un compuesto organico que se une a un receptor de la superficie celular y un farmaco que se
une a un receptor de la superficie celular.

Los ligandos de un receptor de la superficie celular incluyen, pero no se limitan a, citocinas, factores de crecimiento,
hormonas, anticuerpos y factores angiogénicos.

En algunas realizaciones, el ligando de un receptor de la superficie celular es transferrina o EGF.

Los ligandos que proporcionan una afinidad potenciada para una diana seleccionada también se denominan
ligandos dirigidos en el presente documento. Como se usa en el presente documento, la expresion "ligando dirigido"”
se refiere a una molécula que se une o interactia con una molécula diana. Normalmente, la naturaleza de la
interaccion o unioén es no covalente, por ejemplo, mediante interacciones de hidrégeno, electrostaticas o de van der
Waals, sin embargo, la unién también puede ser covalente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "ligando endosomolitico” se refiere a moléculas que tienen
propiedades endosomoliticas. Los ligandos endosomoliticos promueven la lisis de y/o el transporte de la
composicion de la invencidon o sus componentes, de los compartimientos celulares tales como el endosoma,
lisosomas, reticulo endoplasmatico (RE), aparato de Golgi, microtubulos, peroxisomas u otros cuerpos vesiculares
dentro de la célula, al citoplasma de la célula. Algunos ligandos endosomoliticos de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, imidazoles, poli u oligoimidazoles, polietileniminas lineales o ramificadas (PEI), poliaminas lineales y
ramificadas, por ejemplo, la espermina, poliaminas lineales y ramificadas cationicas, policarboxilatos, policationes,
oligo o poli cationes o aniones enmascarados, acetales, poliacetales, cetales/policetales, ortoésteres, polimeros
lineales o ramificados con cargas catidnicas o anidnicas enmascarados o sin enmascarar, dendrimeros con
tensioactivos catidonicos enmascarados o0 sin enmascarar o0 cargas anionicas, péptidos polianionicos,
peptidomiméticos polianidnicos, péptidos sensibles al pH, lipidos fusogénicos naturales y sintéticos, lipidos
catidnicos naturales y sintéticas.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "modulacion FC del ligando" y "moduladores FC" se
refieren a moléculas que pueden modular la farmacocinética de la composicion de la invencion. Algunos
moduladores FC de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, moléculas lipdfilas, acidos biliares, esteroles, analogos
de fosfolipidos, péptidos, agentes de union a proteinas, vitaminas, acidos grasos, fenoxazina, aspirina, naproxeno,
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ibuprofeno, suprofeno, ketoprofeno, (S)-(+)-pranoprofeno, carprofeno, PEG, biotina y ligandos de unién a transtiretia
(por ejemplo, acido tetraiidotiroacético, 2, 4, 6-triyodofenol y acido flufenamico).

En algunas realizaciones, un péptido anfifilico comprende al menos un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o0 mas) ligando
conjugado. Cuando dos o mas ligandos estan presentes, los ligandos pueden tener todos las mismas propiedades,
tener todos diferentes propiedades o algunos ligandos tienen las mismas propiedades mientras que otros tienen
propiedades diferentes. Por ejemplo, un ligando puede tener propiedades de direccién, tener una actividad
endosomolitica o tener propiedades de modulacion de la FC. En consecuencia, los dos o mas ligandos pueden ser
el mismo ligando, diferentes ligandos, el mismo tipo de ligando (por ejemplo, ligando de direccion, ligando
endosomolitico, modulador de FC), diferentes tipos de ligando o cualquier combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, todos los ligandos tienen diferentes propiedades.

En algunas realizaciones, el péptido anfifilico comprende un polimero hidréfilo seleccionado entre el grupo que
consiste en poli(etilenglicol), poli(éxido de etileno), poli(propilenglicol), poli(éxido de etileno-co-6xido de propileno),
acido hialuroénico, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), heparina, polivinil(pirrolidona), sulfato de condroitano, quitosano,
glucosaminoglicanos, dextrano, dextrina, sulfato de dextrano, acetato de celulosa, carboximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa,  celulésicos,  poli(trimetilenglicol),  poli(tetrametilenglicol),  polipéptidos,  poliacrilamida,
poliacrilamida, polietilenamina), poli(alil amina) y mezclas de los mismos y en el que el polimero hidréfilo esta unido
covalentemente con el segmento de peptidilo hidréfobo.

Unién a péptidos

Una molécula (por ejemplo, un ligando) puede conjugarse con un péptido usando cualquiera de diversos métodos
conocidos por los expertos en la materia. La molécula puede ser acoplarse o conjugarse con el péptido de manera
covalente o no covalente. El enlace covalente entre la molécula y el péptido puede estar mediada por un enlazador.
El enlace no covalente entre la molécula y el péptido puede estar basado en interacciones idnicas, interacciones de
van der Waals, interacciones dipolo-dipolo, enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas y/o interacciones de
reconocimiento de forma.

Sin limitaciones, los ligandos pueden acoplarse a un péptido en diversos sitios, por ejemplo, el extremo N, el
extremo C y/o en una posicion interna (por ejemplo, cadena lateral de un aminoacido). Cuando dos o mas ligandos
estan presentes, el ligando puede estar en extremos opuestos de un péptido (por ejemplo, extremo N y extremo C).

Generalmente, el ligando se encuentra en el extremo terminal (por ejemplo, en la posicion 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,90 10
a contar desde el extremo) que estd mas lejos del segmento de peptidilo hidréfobo. Sin desear quedar ligado a
teoria alguna, esto permite que el ligando esté en la posicién o cerca de la superficie de una particula formada por
autoagregacion de los péptidos anfifilicos.

En algunas realizaciones, un ligando se encuentra en el extremo del segmento de peptidilo hidréfilo que no esta
unido con el segmento de peptidilo hidréfobo. Por ejemplo, si el extremo N del segmento de peptidilo hidréfilo esta
unido al segmento de peptidilo hidréfobo, entonces, el ligando se encuentra en la posiciéon 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10
contando desde extremo C del segmento de peptidilo hidréfilo. Como alternativa, si el extremo C del segmento de
peptidilo hidrofilo esta unido al segmento de peptidilo hidréfobo, entonces, el ligando se encuentra en la posicion 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 contando a partir del extremo N del segmento de peptidilo hidrdfilo.

En algunas realizaciones, el ligando se une el péptido a través de un enlazador. El ligando puede estar presente en
un monémero cuando dicho mondémero se incorpora en un péptido durante la sintesis. En algunas realizaciones, el
ligando puede incorporarse a través del acoplamiento a un monémero "precursor" después de que dicho monémero
"precursor" se ha incorporado en el péptido. Por ejemplo, un monémero que tiene, por ejemplo, un enlazador
terminado en amino (es decir, que no tiene ningun ligando asociado) puede incorporarse en el péptido, por ejemplo,
mondmero-enlazador-NH,. En una operacion posterior, es decir, después de la incorporacion del mondémero
precursor en el péptido, un ligando que tiene un grupo electrofilo, por ejemplo, un éster de pentafluorofenilo o grupo
aldehido, puede posteriormente unirse al monémero precursor mediante el acoplamiento del grupo electrofilo del
ligando con el grupo nucledfilo terminal de la cadena del monémero precursor. En otro ejemplo no limitante, un
ligando que tiene un grupo electréfilo puede conectarse a un extremo N, extremo C o un grupo amino de cadena
lateral interior. En otro ejemplo, un ligando que comprende tiol puede unirse a un péptido mediante un enlazador
disulfuro cuando el péptido comprende una cisteina.

Enlazadores

Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" significa un resto organico que conecta dos partes
de un compuesto. Los enlazadores comprenden normalmente un enlace directo o un atomo tal como oxigeno o
azufre, una unidad tal como NH, C(O), C(O)NH, SO, SO, SO2NH, SS o una cadena de atomos, tales como alquilo
C1-Cs sustituido o sin sustituir, alquenilo C»-Cs sustituido o sin sustituir, alquinilo C,-Cs sustituido o sin sustituir, arilo
Ces-C12 sustituido o sin sustituir, heteroarilo Cs-Cq, sustituido o sin sustituir, heterociclilo Cs-Cq2 sustituido o sin
sustituir, cicloalquilo Cs-Cizsustituido o sin sustituir, en el que uno o mas metilenos pueden interrumpirse o estar
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terminados en O, S, S(O), SO, NH, C(O).

En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador ramificado. El punto de ramificacion del enlazador ramificado
puede ser al menos trivalente, pero puede ser un atomo tetravalente, pentavalente o hexavalente o un grupo que
presente dichos multiples valencias. En algunas realizaciones, el punto de ramificacion es -N, -N(R)-C, -O-C, -S-C, -
SS-C, -C(O)N(R)-C, -OC(O)N(R)-C, -N(R)C(O)-C o -N(R)C(O)OC; en los que R es independientemente para cada
aparicion H o alquilo opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, el punto de ramificaciéon es glicerol o un
derivado del mismo.

En algunas realizaciones, el enlazador comprende un grupo de unién escindible. Como se usa en el presente
documento, un "grupo de unién escindible" es un resto quimico que es suficientemente estable fuera de la célula,
pero que tras la entrada en una célula diana se escinde para liberar las dos partes del enlazador que esta
manteniendo juntas. En una realizacion preferida, el grupo de unién escindible se escinde al menos 10 veces o0 mas,
preferentemente al menos 100 veces mas rapido en la célula diana o en una primera condicion de referencia (que,
por ejemplo, puede seleccionarse para imitar o representar las condiciones intracelulares) que en la sangre o suero
de un sujeto, o en una segunda condiciéon de referencia (que, por ejemplo, puede seleccionarse para imitar o
representar condiciones que se encuentran en la sangre o suero).

Los grupos de unién escindibles son susceptibles a los agentes de escision, por ejemplo, pH, potencial redox o la
presencia de moléculas de degradacion. Generalmente, los agentes de escision son mas frecuentes o se
encuentran a niveles o actividades mas altos dentro de las células que en el suero o la sangre. Los ejemplos de
dichos agentes de degradacion incluyen: agentes redox que se seleccionan para sustratos particulares o que no
tienen especificidad por el sustrato, incluyendo, por ejemplo, enzimas oxidantes o reductoras o agentes reductores
tales como mercaptanos, presentes en las células, que pueden degradar un grupo de union escindible por redox
mediante reduccién; esterasas; amidasas; endosomas o agentes que pueden crear un ambiente acido, por ejemplo,
los que dan como resultado un pH de cinco o inferior; enzimas que pueden hidrolizar o degradar un grupo de union
escindible por acido actuando como un acido general, peptidasas (que puede ser el sustrato especifico) y proteasas,
y fosfatasas.

Un enlazador puede incluir un grupo de unién escindible que es escindible por una enzima particular. El tipo de
grupo de unién escindible incorporado en un enlazador puede depender de la célula a la que se dirige. Por ejemplo,
para la direccién al higado, los grupos de unién escindibles pueden incluir un grupo éster. Las células del higado son
ricas en esterasas y por tanto el enlazador se escinde de manera mas eficiente en las células hepaticas que en tipos
de células que no sean ricas en esterasas. Otros tipos de células ricas en esterasas incluyen las células de los
pulmones, la corteza renal y los testiculos.

Los enlazadores que contienen enlaces peptidicos pueden utilizarse cuando se dirigen a tipos de células ricas en
peptidasas, tales como las células del higado y los sinoviocitos.

En algunas realizaciones, el grupo de unién escindible se escinde al menos 1,25, 1,5, 1,75, 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50 o
100 veces mas rapido en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las condiciones intracelulares)
en comparacion con la sangre o el suero (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las condiciones
extracelulares). En algunas realizaciones, el grupo de union escindible se escinde menos del 90 %, 80 %, 70 %,
60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 % 0 1 % en la sangre (o en condiciones in vitro seleccionadas para imitar las
condiciones extracelulares) en comparacion con las condiciones en la célula (o en condiciones in vitro seleccionadas
para imitar las condiciones intracelulares).

Los grupos de unién escindibles de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, grupos de unién escindibles por redox
(por ejemplo, -SS- y -C(R)2-S-S-, en los que R es H o alquilo C1-Cs y al menos un R es alquilo C4-Cs tal como CH3 o
CH2CHzs); grupos de unién escindibles a base de fosfato (por ejemplo -O-P(O)(OR)-O-, -O-P(S)(OR)-O-, -O-
P(S)(SR)-O-, -S-P(0)(OR)-O-, -OP(O)(OR)-S-, -S-P(0)(OR)-S-, -O-P(S)(ORKk)-S-, -S-P(S)(OR)-O-, -O-P(O)(R)-O-, -
O-P(S)(R)-O-, -S-P(O)(R)-O-, -SP(S)(R)-O-, -S-P(O)(R)-S-, -O-P(S)(R)-S-, -O-P(O)(OH)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-
P(S)(SH)-O-, -S-P(O)(OH)-0O-, -OP(0)(OH)-S-, -S-P(O)(OH)-S-,-O-P(S)(OH)-S-, -S-P(S)(OH)-0O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-
P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-O-, -SP(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S- y -O-P(S)(H)-S-, en los que R es alquilo C4-C4o lineal o
ramificado opcionalmente sustituido); grupos de union escindibles por acido (por ejemplo, hidrazonas, ésteres y
ésteres de aminoacidos, -C=NN y -OC(0O)-); grupos de unién escindibles a base de ésteres (por ejemplo, -C(O)O-);
grupos de union escindibles a base de péptidos, (por ejemplo, grupos que se escinden por enzimas como
peptidasas y proteasas en las células, por ejemplo, -NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)-, donde R* y R® son los grupos R
de los dos aminoacidos adyacentes). Un grupo de unién escindible a base de péptidos comprende dos o mas
aminoacidos. En algunas realizaciones, el enlace de escisién a base de péptidos comprende la secuencia de
aminoacidos que es el sustrato para una peptidasa o una proteasa que se encuentra en las células.

En algunas realizaciones, un grupo de unién escindible por 4cido es escindible en un ambiente &cido con un pH de

aproximadamente 6,5 o inferior (por ejemplo, aproximadamente 6,0, 5,5, 5,0 o0 menor) o por agentes tales como
enzimas que pueden actuar como un 4cido general.
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Ademas de enlaces covalentes, dos partes de un compuesto pueden estar unidas entre si por un par de unién por
afinidad. La expresién "par de unién por afinidad" o "par de unién" se refiere a primeras y segundas moléculas que
se unen especificamente entre si. Un miembro del par de unién se conjuga con la primera parte que se va a unir
mientras que el segundo miembro se conjuga con la segunda parte que se va a unir. Como se usa en el presente
documento, la expresion "union especifica” se refiere a la union del primer miembro del par de unién al segundo
miembro del par de unién con mayor afinidad y especificidad que a otras moléculas.

Los pares de unién de ejemplo incluyen cualquier compuesto hapténico o antigénico en combinacién con un
anticuerpo correspondiente o porcion o fragmento de unién del mismo (por ejemplo, digoxigenina y anti-
digoxigenina, inmunoglobulina de ratén e inmunoglobulina de cabra anti-ratén) y pares de uniéon no inmunolégicos
(por ejemplo, biotina-avidina, biotina-estreptavidina, hormona [por ejemplo, tiroxina y proteina de unién a hormona
cortisol, receptor-agonista del receptor, receptor-antagonista del receptor (por ejemplo, receptor de acetilcolina-
acetilcolina o un analogo del mismo), IgG-proteina A, lectina-carbohidrato, enzima-cofactor de la enzima, enzima-
inhibidor de la enzima y pares de oligonucledtidos complementarios capaces de formar &acidos nucleicos
bicatenarios) y similares. El par de unién también puede incluir una primera molécula que esta cargada
negativamente y una segunda molécula que esté cargada positivamente.

Un ejemplo del uso de la conjugacién del par de union es la conjugacién de biotina-avidina o biotina-estreptavidina.
En este enfoque, una de las moléculas o el péptido estan biotinilados y el otro esta conjugado con avidina o
estreptavidina. Muchos kits comerciales también estan disponibles para moléculas de biotinilacién, tales como las
proteinas.

Otro ejemplo del uso de la conjugacion del par de union es el método de biotina-sandwich. Véase, por ejemplo,
Davis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 103: 8155-60 (2006). Las dos moléculas que se van a conjugan juntas se
biotinilan y después se conjugan entre si utilizando estreptavidina tetravalente como enlazador.

Otro ejemplo mas del uso de la conjugacion del par de unién es la conjugacion de acido nucleico bicatenario. En
este enfoque, la primera parte que se va a unir se conjuga con una primera cadena del acido nucleico bicatenario y
la segunda parte que se va a unir se conjuga con la segunda cadena del acido nucleico bicatenario. Los acidos
nucleicos pueden incluir, sin limitacion, segmentos de secuencia definidos y secuencias que comprenden
nucledtidos, ribonucledétidos, desoxirribonucleétidos, analogos de nucledtidos, nucleétidos modificados y nucleétidos
que comprenden modificaciones de la cadena principal, puntos de unidn y restos no nucleotidicos, grupos o puentes.

Particulas de péptido

El inventor también ha descubierto que los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento se
someten a la auto-agregacion para formar agregados supramoleculares. Por tanto, en otro aspecto, la invencion
proporciona particulas de péptidos que comprenden un péptido anfifilico que se describe en el presente documento.
En algunas realizaciones, la particula de péptidos comprende una pluralidad de péptidos anfifilicos que se describen
en el presente documento. Por ejemplo, una particula de péptidos puede comprender al menos aproximadamente 2,
al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos
aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 9, al
menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, al menos
aproximadamente 50, al menos aproximadamente 75, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente
150, al menos aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 750, al menos aproximadamente 1000, al menos aproximadamente 2500, al menos
aproximadamente 5000, al menos aproximadamente 10000 o mas péptidos anfifilicos que se describen en el
presente documento. La pluralidad de péptidos anfifilicos presentes en una particula de péptidos puede comprender
una realizacion de un péptido anfifilico que se describe en el presente documento o al menos dos realizaciones
diferentes de un péptido anfifilico que se describe en el presente documento.

El término "particula” incluye esferas; nanobastones; y prismas. Las particulas de péptidos que se describen en el
presente documento difieren de micelas, liposomas y otras particulas que comprenden una cubierta distinta (por
ejemplo, una capa de lipidos), que sirve como material de formacién de la pared, que rodea los medios
encapsulados situados dentro de la cubierta. Las particulas que se describen en el presente documento son
particulas sélidas. Las particulas pueden ser, por ejemplo, monodispersas o polidispersas y la variacion en el
diametro de las particulas de una dispersion dada puede variar. Sin embargo, puesto que pueden obtenerse
péptidos anfifilicos de un tamafio uniforme, las particulas que se describen en el presente documento generalmente
son monodispersas. En consecuencia, en algunas realizaciones, el diametro de una particula se describe en el
presente documento esta dentro de * el 2,5 %, dentro de + el 5 %, dentro de + el 10 %, dentro de * el 15 %, dentro
de * el 20 %, dentro de * el 25 %, dentro de * el 30 % o dentro de + el 35 % del didmetro medio.

En algunas realizaciones, una particula de péptidos que se describe en el presente documento es una
nanoparticula. Como se usa en el presente documento, el término "nanoparticulas" se refiere a particulas que son
del orden de 10-° o una mil millonésima parte de un metro y por debajo de 10 o 1 millonésima parte de un metro de
tamafio.
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En general, las particulas de péptidos tienen un didmetro medio de aproximadamente 5 nm a aproximadamente
5000 nm. En algunas realizaciones, las particulas tienen un diametro medio de aproximadamente 50 nm a
aproximadamente 2500 nm. En algunas realizaciones, las particulas tienen un didmetro medio de aproximadamente
100 nm a aproximadamente 2000 nm. En algunas realizaciones, las particulas tienen un diametro medio de
aproximadamente 150 nm a aproximadamente 1700 nm. En algunas realizaciones, las particulas tienen un diametro
medio de aproximadamente 200 nm a aproximadamente 1500 nm. En algunas realizaciones, las particulas tienen un
didmetro medio de aproximadamente 260 nm. En una realizacion, las particulas tienen un didmetro medio de
aproximadamente 30 nm a aproximadamente 150 nm. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, el tamafio de
particula puede modularse cambiando la concentracion del péptido anfifilico en la solucion utilizada para la
fabricacion de las particulas de péptidos.

En algunas realizaciones, una particula de péptidos que se describe en el presente documento comprende una
mezcla de péptidos anfifilicos totalmente enmascarados y péptidos anfifilicos parcialmente o no enmascarados.
Como se usa en el presente documento un "péptido no enmascarado” se refiere a un péptido anfifilico en el que
ninguno del grupo amino del extremo N y los grupos amino de la cadena lateral en el segmento de peptidilo hidrofilo
se conjuga con un grupo protector de nitrégeno o de amino.

Cambiando la relacion de péptidos totalmente enmascarados a parcialmente enmascarados o no enmascarados, la
carga neta de la particula de péptidos puede variarse. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, relaciones mas altas
de péptidos totalmente enmascarados pueden aumentar la estabilidad de las particulas, mientras que relaciones
mas altas de péptidos parcialmente y/o no enmascarados pueden aumentar la carga de las moléculas que llevan
cargas anionicas (por ejemplo, acidos nucleicos, tales como ADN o ARN incluyendo ARNip) y una mayor capacidad
para penetrar una membrana celular.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender un péptido anfifilico totalmente enmascarado
(por ejemplo, un péptido anfifilico totalmente acetilado). La expresion "péptido anfifilico totalmente acetilado" como
se usa en el presente documento, se refiere a un péptido anfifilico en el que se acetilan todos, el grupo amino del
extremo N y los grupos amino de la cadena lateral, en el segmento de peptidilo hidrofilo.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una mezcla de péptidos totalmente
enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados) y parcialmente enmascarados (por ejemplo, parcialmente
acetilados). Como se usa en el presente documento, la expresion "péptido anfifilico parcialmente acetilado" se
refiere a un péptido anfifilico en el que al menos uno del grupo amino del extremo N y los grupos amino de la cadena
lateral en el segmento de peptidilo hidréfilo se acetila, pero no todos ellos. En algunas realizaciones un péptido
anfifilico parcialmente acetilado puede tener el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico acetilado, pero no
cualquiera de los grupos amino de la cadena lateral en el segmento de peptidilo hidréfilo. En algunas realizaciones,
un péptido anfifilico parcialmente acetilado puede tener al menos uno (incluyendo al menos dos o mas) de los
grupos amino de la cadena lateral en el segmento de peptidilo hidrofilo acetilado, pero no el grupo amino del
extremo N del péptido anfifilico. En algunas realizaciones, un péptido anfifilico parcialmente acetilado puede tener
tanto el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico y al menos uno (incluyendo al menos dos o mas), pero no
todos, de los grupos amino de la cadena lateral en el peptidilo hidréfilo segmento acetilado.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una mezcla de péptidos anfifilicos totalmente
enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados) y no enmascarados (por ejemplo, no acetilados). Como se usa
en el presente documento, la expresion "péptido anfifilico no acetilado" se refiere a un péptido anfifilico en el que no
se acetila ninguno entre el grupo amino del extremo N y los grupos amino de la cadena lateral en el segmento de
peptidilo hidréfilo. En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una mezcla de péptidos
anfifilicos totalmente enmascarados (por ejemplo, completamente acetilados), parcialmente enmascarados (por
ejemplo, parcialmente acetilados) y no enmascarados (por ejemplo, no acetilados).

En algunas realizaciones, la particula de péptidos no comprende un péptido anfifilico completamente enmascarado,
por ejemplo, la particula comprende péptidos anfifilicos parcialmente enmascarados o una mezcla de péptidos
parcialmente enmascarados. En algunas realizaciones, la particula de péptidos comprende una mezcla de péptidos
parcialmente enmascaradas y no enmascaradas.

Sin limitaciones, la relacion de péptidos totalmente enmascarados a parcialmente enmascarados o péptidos no
enmascarados en la particula de péptidos puede variar de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:100. En
algunas realizaciones, la relacion de péptidos totalmente enmascarados a parcialmente enmascarados o péptidos no
enmascarados en las particulas de péptidos varia de aproximadamente 95:5 a aproximadamente 1:1.

Las particulas que se describen en el presente documento pueden utilizarse para la administracion de farmacos. Por
tanto, puede incluirse una amplia diversidad de agentes terapéuticos en las particulas que se describen en el
presente documento. En consecuencia, en algunas realizaciones, una particula de péptidos que se describe en el
presente documento puede comprender un principio activo que se describe en el presente documento. Un principio
activo puede estar unido covalentemente con un componente, por ejemplo, un péptido anfifilico, de la particula de
péptidos. En algunas realizaciones, el principio activo en la particula de péptidos que se describe en el presente
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documento no esta unido covalentemente a un componente de la particula. Sin limitaciones, el principio activo puede
estar absorbido/adsorbido en la superficie de la particula, encapsulado en la particula o distribuido (homogénea o no
homogénea) a través de la particula.

En general, cualquier relacién de principio activo a péptidos anfifilicos puede estar presente en la particula de
péptidos que se describe en el presente documento. En consecuencia, en algunas realizaciones, la relacién del
principio activo a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:100.000. En algunas
realizaciones, la relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:100.000. En algunas realizaciones, la relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos varia
de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:10.000. En algunas realizaciones, la relacién del principio activo a
los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:1000. En algunas realizaciones, la
relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:100. En
algunas realizaciones, la relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:10. En algunas realizaciones, la relacion del principio activo a los péptidos anfifilicos varia de
aproximadamente 50:1 a aproximadamente 1:500. En algunas realizaciones, la relacién del principio activo a los
péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 1:25.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender un ligando. Sin limitaciones, un ligando puede
estar unido covalentemente con un componente, por ejemplo, un péptido anfifilico, de las particulas. En algunas
realizaciones, un ligando no esta unido covalentemente a un componente de la particula, por ejemplo, el ligando se
absorbe/adsorbe en la superficie de la particula, el ligando se encapsula en la particula o el ligando se distribuye
(homogénea o no homogéneamente) en toda de la particula. En algunas realizaciones, el ligando es un ligando de
direccion.

En algunas realizaciones, el ligando forma una capa en la superficie de la particula de péptidos, por ejemplo, el
ligando forma una corona alrededor de la particula. Cuando el ligando forma una capa en la superficie de la
particula, el espesor de la capa puede variar de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm. En algunas
realizaciones, el espesor de la capa es de aproximadamente 10 nm.

En general, cualquier relacion de un ligando a los péptidos anfifilicos puede estar presente en la particula. En
consecuencia, en algunas realizaciones, la relacion del ligando a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente
1000:1 a aproximadamente 1:1.000.000. En algunas realizaciones, la relacion del ligando a los péptidos anfifilicos
varia de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:1.000.000. En algunas realizaciones, la relacion del ligando a
los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 500:1 a aproximadamente 1:500. En algunas realizaciones, la
relacion del ligando a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:250. En algunas
realizaciones, la relacion del ligando a los péptidos anfifilicos varia de aproximadamente 1:10 a aproximadamente
1:1000.

En algunas realizaciones, una particula de péptidos puede comprender tanto un principio activo (por ejemplo, un
agente terapéutico) como un ligando. En algunas realizaciones, una particula de péptidos puede comprender un
principio activo (por ejemplo, un agente terapéutico) distribuido dentro de la particula y un ligando en la superficie
exterior de la particula.

Sin limitaciones, pueden fabricarse diferentes tipos de particulas de péptidos, por ejemplo, (1) particulas formadas a
partir de péptidos anfifilicos solamente; (2) particulas formadas a partir de los péptidos anfifilicos a las que una
molécula de interés, por ejemplo, un principio activo o un ligando, se absorbe/adsorbe o forma un recubrimiento
sobre un nucleo de péptidos anfifilicos; (3) particulas formadas a partir de un nucleo formado por una molécula de
interés, por ejemplo, un principio activo o un ligando, que se recubre con una capa de péptidos anfifilicos; (4)
particulas formadas a partir de péptidos anfifilicos a los que una molécula de interés, por ejemplo, un principio activo
o un ligando, se une de forma covalente; (5) particulas formadas a partir de una mezcla de una molécula de interés
(por ejemplo, un principio activo o un ligando) y péptidos anfifilicos; y (6) particulas formadas de manera que
comprendan una mezcla generalmente homogénea de una molécula de interés, por ejemplo, un principio activo o un
ligando con péptidos anfifilicos o cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, una particula de péptidos
puede formarse a partir de los péptidos anfifilicos en los que una primera molécula de interés, por ejemplo, un
principio activo o un ligando, se absorbe/adsorbe o forma un revestimiento sobre un nucleo de péptidos anfifilicos,
en los que el nucleo de los péptidos anfifilicos comprende ademas una segunda molécula de interés, por ejemplo, un
principio activo. En estas realizaciones, la segunda molécula de interés puede ser igual o diferente de la primera
molécula de interés.

En algunas realizaciones, una particula de péptidos puede comprender adicionalmente un polimero, por ejemplo, un
polimero biocompatible. Como se usa en el presente documento, el término "biocompatible" significa la exposicion
de esencialmente ninguna citotoxicidad o inmunogenicidad mientras esta en contacto con fluidos o tejidos
corporales. Como se usa en el presente documento, el término "polimero" se refiere a oligdmeros, co-oligomeros,
polimeros y copolimeros, por ejemplo, de bloques al azar, de bloques multiples, estrella, injertados, copolimeros de
gradiente y combinacion de los mismos.
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La expresion "polimero biocompatible” se refiere a polimeros que son no toxicos, quimicamente inertes vy
sustancialmente no inmundgenos cuando se utilizan internamente en un sujeto y que son sustancialmente insolubles
en la sangre. El polimero biocompatible puede ya sea no biodegradable o, preferentemente, biodegradable.
Preferentemente, el polimero biocompatible es también no inflamatoria cuando se emplea in situ.

Se desvelan polimeros biodegradables en la técnica. Los ejemplos de polimeros biodegradables adecuados
incluyen, pero no se limitan a, polimeros de cadena lineal tales como polilactidos, poliglicélidos, policaprolactonas,
copolimeros de acido polilactico y &cido poliglicdlico, polianhidridos, poliépsilon caprolactona, poliamidas,
poliuretanos, poliesteramidas, poliortoésteres, polidioxanonas, poliacetales, policetales, policarbonatos,
poliortocarbonatos, polidihidropiranos, polifosfacenos, polihidroxibutiratos, polihidroxivaleratos, oxalatos de
polialquileno, succinatos de polialquileno, poli(acido malico), poli(aminoacidos), polivinilpirrolidona, polietilenglicol,
polihidroxicelulosa, metacrilato de polimetilo, quitina, quitosano, copolimeros de acido polilactico y acido poliglicélico,
poli(sebacato de glicerol) (PGS) y copolimeros, terpolimeros y copolimeros que incluyen uno o mas de los
anteriores. Otros polimeros biodegradables incluyen, por ejemplo, gelatina, colageno, seda, quitosano, alginato,
celulosa, 4cidos poli-nucleicos, etc.

Los polimeros biocompatibles adecuados no biodegradables incluyen, a modo de ejemplo, acetatos de celulosa
(incluyendo diacetato de celulosa), polietileno, polipropileno, polibutileno, tereftalato de polietileno (PET), cloruro de
polivinilo, poliestireno, poliamidas, nailon, policarbonatos, polisulfuros, polisulfonas, hidrogeles (por ejemplo,
acrilicos), poliacrilonitrilo, polivinilacetato, butirato de acetato de celulosa, nitrocelulosa, copolimeros de
uretano/carbonato, copolimeros de estireno/acido maleico, poli(etilenimina), poloxameros (por ejemplo Pluronic tal
como Poloxameros 407 y 188), acido hialurénico, heparina, agarosa, pululano y copolimeros que incluyen uno o mas
de los anteriores, tales como copolimeros de etileno/alcohol vinilico (EVOH).

Las particulas de péptidos también pueden comprender restos adicionales que pueden ampliar la vida util de las
particulas in vivo. Por ejemplo, las particulas de péptidos pueden comprender restos funcionales que potencian la
vida util in vivo de las particulas en la sangre. Un resto a modo de ejemplo para aumentar la vida util in vivo es el
polietilenglicol. En consecuencia, las particulas de péptidos pueden comprender polietilenglicol ademas del péptido
anfifilico.

Realizaciones adicionales de las particulas de péptido

En una realizacién, una particula de péptidos que se describe en el presente documento comprende realizaciones
particulares de un péptido anfifilico que se describe en el presente documento. El péptido anfifilico presente en esta
realizacion de la particula de péptidos comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo
hidréfilo, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-
(Trp)n 0 (Leu-Trp),-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un numero entero de 1 a 5 y n y g son independientemente 0 o 1, siempre que cuando Trp es
D-Trp entonces Leu es L-Leu, y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa; y en el que el segmento de
peptidilo hidrofilo comprende una secuencia de aminoacidos de(Lys);, en el que r es un nimero enterode 1 a 15y
en el que la particula de péptidos comprende ademas en su superficie exterior un ligando que se describe en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una o mas realizaciones de un péptido
anfifilico descrito anteriormente en la seccién "péptidos anfifilicos de ejemplo”. En una realizacion, la particula de
péptidos puede comprender un péptido anfifilico con una secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-
Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NH,. Como se ha descrito
anteriormente, en algunas realizaciones, al menos uno de los restos de Lys del segmento de peptidilo hidréfilo o el
grupo amino del extremo N del péptido anfifilico estan acetilados. En algunas realizaciones, todos los restos de Lys
del segmento de peptidilo hidrofilos estan acetilados. En algunas realizaciones, el grupo amino del extremo N del
péptido anfifilico y todos los restos de Lys del segmento de peptidilo hidrofilo estan acetilados.

El ligando presente en la superficie exterior de la particula de péptidos puede seleccionarse basandose en los tipos
de moléculas diana (por ejemplo, pero no limitados a, células, bacterias, proteinas y/o acidos nucleicos) a las que se
unira y/o con las que interactuara la particula de péptidos. Por ejemplo, para facilitar la entrega de una particula de
péptidos que se describe en el presente documento a una célula, puede seleccionarse un ligando especifico para el
receptor de superficie celular, facilitando asi la absorcion de la particula de péptidos por la célula, por ejemplo, a
través de endocitosis. Por tanto, algunas realizaciones de las particulas de péptidos que se describen en el presente
documento pueden utilizarse para la administracion dirigida de cualquier principio activo que se describe en el
presente documento usando las particulas de péptidos como excipientes de entrega o vehiculos. En una realizacion,
las particulas de péptidos pueden utilizarse para entregar a una célula un principio activo que es impermeable a las
células cuando se entrega solo.

Como se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones, la particula de péptidos puede comprender una

mezcla de péptidos anfifilicos totalmente enmascarados (por ejemplo, totalmente acetilados) y parcialmente
enmascarados (por ejemplo, parcialmente acetilados) que se describen en el presente documento. En aquellas
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realizaciones, la relacion de péptidos anfifilicos totalmente acetilados a los parcialmente enmascarados puede variar
de aproximadamente 95:5 a aproximadamente 1:1. En ciertas realizaciones, la particula puede comprender ademas
péptidos anfifilicos no enmascarados (por ejemplo, no acetilados).

En consecuencia, también se proporciona en el presente documento una particula de péptidos mixta que comprende
un péptido anfifilico totalmente acetilado y un péptido anfifilico parcialmente acetilado o no acetilado. En
realizaciones especificas, las particulas de péptidos mixtas comprenden un primer péptido anfifilico y un segundo
péptido anfifilico, en la que el primer y el segundo péptido anfifilico comprenden cada uno, independientemente, un
segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidréfilo, en los que el segmento de peptidilo hidréfobo
comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0 (Leu-Trp),-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o
L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un niumero entero de 1 a 5 y ny q son
independientemente 0 o 1, a condiciéon de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp
entonces Leu es D-Leu o viceversa; mientras que el segmento de peptidilo hidrofilo comprende una secuencia de
aminoacidos de (Lys);, en la que r es un numero entero de 1 a 15. Ademas, el grupo amino del extremo N y todos los
restos de Lys del primer péptido anfifilico estan acetilados; mientras que al menos el grupo amino del extremo N o
uno de los restos de Lys del segundo péptido anfifilico no estan acetilados. En algunas realizaciones, ninguno de los
grupo amino del extremo N ni los restos de Lys del segundo péptido anfifilico estan acetilados.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender una pluralidad (por ejemplo, al menos 2,
al menos 3, al menos 4, al menos 5 o mas) de los primeros péptidos anfifilicos y una pluralidad (por ejemplo, al
menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 0 mas) de los segundos péptidos anfifilicos.

En realizaciones particulares, el primer péptido o péptidos anfifilicos y el segundo péptido o péptidos anfifilicos
pueden seleccionarse entre una cualquiera o mas realizaciones de un péptido anfifilico descrito anteriormente en la
seccion "péptidos anfifilicos de ejemplo”. En algunas realizaciones, el primer y el segundo péptido anfifilico pueden
comprender cada uno independientemente una secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-
Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en el que X esta ausente o es NH..

La relaciéon del primer péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede variarse basandose en una serie de
factores, por ejemplo, pero no limitados a, la solubilidad y/o estabilidad de la particula de péptidos deseable y/o las
propiedades del principio activo que se va a cargar en la misma. En algunas realizaciones, la relacién del primer
péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:1000 a
aproximadamente 1000:1. En algunas realizaciones, la relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido
anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1. En algunas realizaciones,
la relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente
2:1 a aproximadamente 500:1. En algunas realizaciones, la relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido
anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 200:1. En otras realizaciones, la
relacion del primer péptido anfifilico al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente
5:1 a aproximadamente 100:1.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender ademas un principio activo que se
describe en el presente documento. El principio activo puede estar presente en la particula de péptidos mezclado en
cualquier cantidad, por ejemplo, dependiendo de la capacidad de carga de la particula de péptidos y/o de la
capacidad de union del primer o el segundo péptido anfifilico. En algunas realizaciones, la relacion del principio
activo a los segundos péptidos anfifilicos puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:1000 a 1:1: En algunas
realizaciones, la relacion del principio activo a los segundos péptidos anfifilicos puede ser o aproximadamente 1:100
a aproximadamente 1:10. En algunas realizaciones, la relaciéon del principio activo al segundo péptido anfifilico
puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:50 a aproximadamente 1:5. En algunas realizaciones, la relacion
del principio activo al segundo péptido anfifilico puede estar en un intervalo de aproximadamente 1:10 a
aproximadamente 1:2.

En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender, ademas, en su superficie exterior un
ligando que se describe en el presente documento. Como se ha descrito anteriormente, la seleccion de un ligando
puede determinarse basandose en una molécula diana (por ejemplo, pero no limitada a, células, bacterias,
proteinas, acidos nucleicos) a la que se une la particula de péptidos mixta. Los ejemplos no limitantes de un ligando
pueden incluir un ligando de receptor de superficie celular o una proteina tal como un anticuerpo. En algunas
realizaciones, el ligando puede estar unido covalentemente a al menos uno del primer y el segundo péptido anfifilico,
por ejemplo, el segmento de peptidilo hidroéfilo de al menos uno del primer y el segundo péptido anfifilico.

La particula de péptidos mixta que se describe en el presente documento puede utilizarse para encapsular cualquier
principio activo que se describe en el presente documento. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la presencia
del segundo péptido anfifilico en la particula de péptidos mixta puede proporcionar una carga cationica para la unién
con moléculas de acido nucleico anidnicas. Por tanto, en algunas realizaciones, el principio activo puede incluir una
molécula de acido nucleico.
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Un aspecto adicional proporcionado en el presente documento se refiere al uso de una o mas realizaciones de la
particula de péptidos mixta que comprende un primer péptido anfifilico y un segundo péptido anfifilico que se
describen en el presente documento para la entrega de una molécula de &cido nucleico a una célula. En
consecuencia, en algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta para su uso en la entrega de una molécula de
acido nucleico a una célula comprende un primer péptido anfifilico, un segundo péptido anfifilico y una molécula de
acido nucleico. En algunas realizaciones, la particula de péptidos mixta puede comprender una pluralidad (por
ejemplo, al menos 2 o mas) de moléculas de acido nucleico u oligonucleétidos (por ejemplo, ADN o ARN,
incluyendo, pero no limitados a, ARNip, ARNhc, ARNmi o cualquier combinaciéon de los mismos). En algunas
realizaciones, las moléculas de &cidos nucleicos o los oligonucledtidos pueden disefarse para su uso en la
intervencion terapéutica, por ejemplo, la terapia génica o la terapia con ARNip.

Ensamblaje de particulas de péptidos

Las particulas de péptidos que se describen en el presente documento pueden ensamblarse mediante un
procedimiento en una sola etapa. Por ejemplo, las particulas de péptidos pueden ensamblarse oportunamente a
partir de péptido anfifilico disuelto por adicion de agua: una emulsiéon formada espontaneamente como una mezcla
ternaria (péptido, disolvente organico, H.O) se lleva a la regién de dos fases (péptido, H-O). Mientras que el proceso
de emulsion se asemeja al efecto ouzo, las gotas de péptidos anfifilicos se endurecen a particulas sdélidas a medida
que se elimina el disolvente organico. Moléculas neutras asi como cargadas migran eficientemente en la fase
dispersa y quedan atrapadas durante la formacion de las particulas.

En general, las particulas de péptidos que comprenden un principio activo y un ligando pueden ensamblarse en
aproximadamente 15 minutos usando el procedimiento que se describe en el presente documento. Ademas, el
sistema permite el ajuste sencillo del tamafio de particula y atrapa principios activos en muy alta densidad.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la simplicidad del sistema y el protocolo de formacion se originan en la
interaccion concertada de todos los componentes implicados de una particula de péptidos: los péptidos anfifilicos no
solo son material de la matriz, sino que reemplazan rutinas de encapsulacion debido a su alta afinidad por otros
componentes tales como un ligando y/o un principio activo. El proceso de encapsulacion del principio activo se
asemeja muy probablemente a una extraccion liquida de dos fases en la que el principio activo se escapa de la fase
acuosa y se acumula en gotitas de péptidos. Adicionalmente, la solubilidad del péptido en disolventes organicos
suaves permite la disolucién y el auto-ensamblaje simultaneos de todos los componentes implicados. La presencia
de un ligando durante la emulsion de los péptidos puede dar como resultado la formacién de una corona de
ligandos. Adicionalmente, la presencia del ligando puede permitir el ajuste sencillo del tamafio de particula debido a
su tensioactividad y, por tanto, la estabilizacion temprana de la emulsién de péptidos.

Composiciones farmacéuticas

Para la administracion a un sujeto, pueden proporcionarse particulas de péptidos y principio activo - complejos de
péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento en composiciones farmacéuticamente aceptables.
Estas composiciones farmacéuticamente aceptables comprenden una particula o un principio activo - complejo de
péptido anfifilico formulados junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables (aditivos) y/o diluyentes.
Como se describe en detalle a continuacion, las composiciones farmacéuticas que se describen en el presente
documento pueden formularse especialmente para la administracion en forma soélida o liquida, incluyendo las
adaptadas para lo siguiente: (1) administracion oral, por ejemplo, pociones(soluciones o suspensiones acuosas o no
acuosas), sondas, pastillas para chupar, grageas, capsulas, pildoras, comprimidos (por ejemplo, los que tienen por
objeto la administracion bucal, sublingual y la absorcion sistémica), bolos, polvos, granulos, pastas para su
aplicacién a la lengua; (2) administracion parenteral, por ejemplo, por inyeccidon subcutanea, intramuscular,
intravenosa o epidural en forma de, por ejemplo, una solucién o suspension estéril o una formulacion de liberacion
sostenida; (3) aplicacion topica, por ejemplo, en forma de una crema, pomada o un parche de liberacién controlada o
pulverizacion aplicada a la piel; (4) por via intravaginal o intrarrectal, por ejemplo, en forma de un pesario, crema o
espuma; (5) por via sublingual; (6) por via ocular; (7) por via transdérmica; (8) por via transmucosa; o (9) por via
nasal. Adicionalmente, los compuestos pueden implantarse o inyectarse en un paciente mediante un sistema de
entrega de farmacos. Véase, por ejemplo, Urquhart, et al., Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis,
ed. "Controlled Release of Pesticides and Pharmaceuticals" (Plenum Press, Nueva York, 1981); Patente de los
EE.UU. N.° 3.773.919; y Patente de los Estados Unidos. N° 35 3.270; 960.

Como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que son, dentro del alcance del criterio médico, adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta
alérgica, u otro problema o complicacion, acordes con una relacion beneficio/riesgo razonable.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa un material,
composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o sélida, diluyente, excipiente,
coadyuvante (por ejemplo, lubricante, talco, magnesio, calcio o estearato de cinc o acido estérico) o material de
encapsulacion disolvente, involucrados en llevar o transportar el compuesto objeto desde un 6rgano o parte del
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cuerpo, a otro érgano o parte del cuerpo. Cada vehiculo debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los
otros ingredientes de la formulaciéon y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa;
(2) almidones, tales como almidon de maiz y almidéon de patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina y acetato de celulosa; (4) goma
tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, lauril sulfato
de sodio y talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites, tales como
aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de
maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol (PEG); (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes,
tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua apirégena; (17) soluciéon
salina isotonica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones tamponantes del pH; (21) poliésteres,
policarbonatos y/o polianhidridos; (22) agentes formadores de volumen, tales como polipéptidos y aminoacidos (23)
componente de suero, tal como albdmina sérica, HDL y LDL; (22) alcoholes C,-C12, tales como etanol; y (23) otras
sustancias compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas. También pueden estar presentes en
la formulaciéon agentes humectantes, agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes. Los términos tales como
"excipiente”, "vehiculo", "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o similares se usan indistintamente en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, el término "administrar" se refiere a la colocacién de una composicion en un
sujeto mediante un método o via que da como resultado al menos la localizacion parcial de la composicién en un
sitio deseado de manera que se produzca el efecto deseado. Las vias de administracion incluyen tanto la
administracién local como la sistémica. En general, la administracion local da como resultado la entrega de mas
cantidad del agente terapéutico en una ubicacion especifica en comparacién con el cuerpo entero del sujeto,
mientras que la administracion sistémica da como resultado la entrega del agente terapéutico a esencialmente todo
el cuerpo del sujeto.

La administracion a un sujeto puede ser por cualquier via apropiada conocida en la técnica incluyendo, pero no
limitada a, las vias oral o parenteral, incluyendo la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea,
transdérmica, vias respiratorias (aerosol), pulmonar, nasal, rectal y tépica (incluyendo la administracion bucal y
sublingual).

Los modos de administracion de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, inyeccion, infusion, instilacion, inhalacion o
ingestion. "Inyeccién” incluye, sin limitacion, la inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, sub capsular, subaracnoidea, intraespinal, intracerebroespinal e intraesternal. En algunas
realizaciones de los aspectos que se describen en el presente documento, la administracion es mediante infusion
intravenosa o inyeccion.

Como se usa en el presente documento, un "sujeto" se refiere a un ser humano o animal. Por lo general, el animal
es un vertebrado tal como un primate, roedor, animal doméstico o animal de caza. Los primates incluyen
chimpancés, macaco de Java, monos arafia y macacos, por ejemplo, macaco de la Indica. Los roedores incluyen
ratones, ratas, marmotas, hurones, conejos y hamsteres. Los animales domésticos y de caza incluyen vacas,
caballos, cerdos, ciervos, bisontes, bufalos, felinos, por ejemplo, gato doméstico, especies caninas, por ejemplo,
perros, zorros, lobos, especies de aves, por ejemplo, pollo, emu, avestruz y peces, por ejemplo, trucha, siluros y
salmoén. El paciente o sujeto incluye cualquier subconjunto de los anteriores, por ejemplo, todos los anteriores, pero
excluyendo uno o mas grupos o especies tales como los seres humanos, primates y roedores. En ciertas
realizaciones de los aspectos que se describen en el presente documento, el sujeto es un mamifero, por ejemplo, un
primate, por ejemplo, un ser humano. Los términos, "paciente" y "sujeto" se usan indistintamente en el presente
documento. Los términos, "paciente" y "sujeto" se usan indistintamente en el presente documento. Un sujeto puede
ser hombre o mujer.

Preferentemente, el sujeto es un mamifero. EI mamifero puede ser un ser humano, primate no humano, ratén, rata,
perro, gato, caballo o vaca, pero no se limitan a estos ejemplos. Pueden utilizarse ventajosamente mamiferos
distintos de seres humanos como sujetos que representan modelos animales de trastornos asociados a la
enfermedad autoinmune o inflamacion. Ademas, los métodos y composiciones que se describen en el presente
documento pueden usarse para tratar a los animales y/o mascotas domesticados.

Kits
Un aspecto adicional proporcionado en el presente documento se refiere a un kit que comprende una particula de
péptidos, una formulacion que comprende una particula de péptidos o componentes para la fabricacion de una

particula de péptidos o una formulacién que comprende una particula de péptidos que se describe en el presente
documento.
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En algunas realizaciones, las composiciones o kits para la fabricacion de una o mas realizaciones de una particula
de péptidos o una particula de péptidos mixta se proporcionan en el presente documento. En algunas realizaciones,
la composicién o kit puede comprender un péptido anfifilico que se describe en el presente documento. El péptido
anfifilico suministrado en la composicion o kit puede proporcionarse en un recipiente. Dependiendo de la eleccion de
un usuario de una particula de péptidos o particula mixta descritas en el presente documento para que se produzca,
en algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender un primer péptido anfifilico y un segundo péptido
anfifilico que se describe en el presente documento. El péptido anfifilico puede proporcionarse en polvo o polvo
liofilizado. En algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender ademas al menos un reactivo, por
ejemplo, para la reconstitucion del péptido anfifilico en polvo, para la emulsion de una mezcla de un conjunto de
particulas o ambos. En algunas realizaciones, la composicion o kit puede comprender adicionalmente un ligando que
se describe en el presente documento, por ejemplo, proporcionado en un contenedor separado. En algunas
realizaciones, la composicién o kit puede comprender adicionalmente un principio activo para encapsular en la
particula de péptidos. El principio activo puede proporcionarse en un recipiente separado.

Ademas de los componentes anteriormente mencionados, el kit puede incluir material informativo. El material
informativo puede ser descriptivo, de instruccion, de marketing u otro material que se relaciona con los métodos que
se describen en el presente documento y/o el uso de los agregados de los métodos que se describen en el presente
documento. Por ejemplo, el material informativo describe los métodos para la administracion de la particula a un
sujeto. El kit también puede incluir un dispositivo de administracion.

En una realizacion, el material informativo puede incluir instrucciones para administrar la formulacion de una manera
adecuada, por ejemplo, en una dosis, forma de dosificacion o modo de administracion (por ejemplo, una dosis, forma
de dosificacion o modo de administracién que se describen en el presente documento) adecuados. En otra
realizacion, el material informativo puede incluir instrucciones para identificar un sujeto adecuado, por ejemplo, un
ser humano, por ejemplo, un ser humano adulto. El material informativo de los kits no esta limitado en su forma. En
muchos casos, el material informativo, por ejemplo, instrucciones, se proporciona en materia impresa, por ejemplo,
un texto, dibujo y/o fotografia impresos, por ejemplo, una etiqueta u hoja impresa. Sin embargo, el material
informativo también puede proporcionarse en otros formatos, tales como Braille, material de lectura informatica,
grabacion de video o grabacion de audio. En otra realizaciéon, el material informativo del kit es un enlace o
informacion de contacto, por ejemplo, una direccion fisica, direccion de correo electrénico, hipervinculo, sitio web o
numero de teléfono, donde un usuario del kit puede obtener informacion sustancial acerca de la formulacion y/o su
uso en los métodos que se describen en el presente documento. Por supuesto, el material informativo también
puede proporcionarse en cualquier combinacion de formatos.

En algunas realizaciones los componentes individuales de la formulaciéon pueden proporcionarse en un recipiente.
Como alternativa, puede ser deseable proporcionar los componentes de la formulaciéon por separado en dos o mas
recipientes, por ejemplo, un recipiente para una preparacion de péptidos anfifilico y al menos otro para un
compuesto vehiculo. Los diferentes componentes pueden combinarse, por ejemplo, de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas con el kit. Los componentes pueden combinarse de acuerdo con un método que se
describe en el presente documento, por ejemplo, para preparar y administrar una composicion farmacéutica.

Ademas de la formulacion, la composicion del kit puede incluir otros ingredientes, tales como un disolvente o
tampon, un estabilizante o un conservante y/o un segundo agente para tratar una afeccion o trastorno que se
describe en el presente documento. Como alternativa, los otros ingredientes pueden incluirse en el kit, pero en
diferentes composiciones o contenedores que la formulacion. En dichas realizaciones, el kit puede incluir
instrucciones para mezclar la formulacion y los otros ingredientes o para el uso del oligonucleétido junto con los
otros ingredientes.

La formulacion puede proporcionarse en cualquier forma, por ejemplo, en forma liquida, seca o liofilizada. Se
prefiere que la formulaciéon sea sustancialmente pura y/o estéril. Cuando se proporciona la formulaciéon en una
solucioén liquida, la solucion liquida preferentemente es una soluciéon acuosa, prefiriéndose una solucion acuosa
estéril. Cuando la formulacién se proporciona como una forma seca, la reconstitucion generalmente es mediante la
adicion de un disolvente adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o tampdn, puede proporcionarse
opcionalmente en el kit.

En algunas realizaciones, el kit contiene recipientes separados, separadores o compartimentos para la formulacion y
el material informativo. Por ejemplo, la formulacion puede estar contenida en un frasco, vial o jeringuilla y el material
informativo puede estar contenido en una funda o paquete de plastico. En oftras realizaciones, los elementos
separados del kit estan contenidos dentro de un uUnico contenedor, sin dividir. Por ejemplo, la formulacion esta
contenida en un frasco, vial o jeringa a los que se ha unido el material informativo en forma de una etiqueta.

En algunas realizaciones, el kit incluye una pluralidad, por ejemplo, un envase, de recipientes individuales,
conteniendo cada uno una o mas formas de dosificacion unitarias de la formulacion. Por ejemplo, el kit incluye una
pluralidad de jeringuillas, ampollas, paquetes de aluminio o envases blister, conteniendo cada uno una dosis unitaria
individual de la formulacion. Los recipientes de los kits pueden ser herméticos y/o impermeables.
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Las realizaciones de los diversos aspectos que se describen en el presente documento pueden ilustrarse mediante
los siguientes parrafos numerados.
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1. Una particula de péptidos que comprende un péptido anfifilico, comprendiendo el péptido anfifilico un
segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo,

en la que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0
(Leu-Trp)p-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un numero entero de 1 a 5 y n y q son independientemente 0 o 1, a condicién de que
cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa; y

en la que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que r es
un numero enterode 1 a 15,y

en la que la particula de péptidos comprende adicionalmente en su superficie exterior un ligando.

2. La particula de péptidos del parrafo 1, en la que r es un nimero entero de 2 a 5.

3. La particula de péptidos del parrafo 1 o 2, en la que r es un nimero entero de 3.

4. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-3, en la que al menos un resto Lys del segmento de
peptidilo hidréfilo o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico estan acetilados.

5. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-4, en la que todos los restos de Lys del segmento de
peptidilo hidrofilo estan acetilados.

6. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-5, en la que el grupo amino del extremo N del péptido
anfifilico esta acetilado.

7. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-6, en la que el segmento de peptidilo hidréfobo esta
unido al extremo C del segmento de peptidilo hidrdfilo.

8. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-7, en la que Leu es D-Leu.

9. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-8, en la que Trp es L-Trp.

10. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-9, en la que Lys es L-Lys.

11. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-10, enla que m o p es entre 1y 3.

12. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-11, enla que m o p es 3.

13. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-12, enlaquenoqges 1.

14. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-13, en la que el péptido anfifilico comprende la
secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Tip)-(D-Leu)-(L-Trp)-X,
en la que X estd ausente o es NHa.

15. La particula de péptidos del parrafo 14, en la que al menos uno de los restos de L-Lys esta acetilado.

16. La particula de péptidos del parrafo 14 o 15, en la que el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico esta
acetilado.

17. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-16, en la que el péptido anfifilico tiene una longitud
de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 restos de aminoacidos.

18. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-17, en la que al menos una cadena principal de
amida del péptido anfifilico es un enlace de reemplazo de amida.

19. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-18, en la que el péptido anfifilico comprende un 3-
aminoacido, un y-aminoacido o una combinacion de los mismos.

20. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-19, en la que al menos uno del segmento de
peptidilo hidréfobo o el segmento de peptidilo hidréfilo comprende al menos una mutacion puntual.

21. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-20, en la que el ligando incluye un ligando de
receptor de superficie celular o un anticuerpo.

22. La particula de péptidos del parrafo 21, en la que el ligando de receptor de superficie celular incluye
transferrina, EGF, acido félico o cualquier combinacién de los mismos.

23. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-22, en la que el espesor del ligando presente en la
superficie exterior de la particula de péptidos varia de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm.

24. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 23, en la que el espesor del ligando presente en la
superficie exterior de la particula de péptidos es de aproximadamente 10 nm.

25. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-24, en la que el ligando esta unido covalentemente al
péptido anfifilico.

26. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-25, en la que el ligando esta unido covalentemente al
segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico.

27. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-26, en la que una relacién del ligando al péptido
anfifilico varia de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:1000000.

28. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-27, en la que la particula tiene un tamafo de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 5000 nm.

29. La particula de péptidos del parrafo 28, en la que la particula tiene un tamafio de aproximadamente 30 nm a
aproximadamente 150 nm.

30. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-29, en la que la particula de péptidos comprende una
mezcla de un péptido anfifilico completamente acetilado de cualquiera de los parrafos 1-29 y un péptido anfifilico
parcialmente acetilado de cualquiera de los parrafos 1-29.

31. La particula de péptidos del parrafo 30, en la que la relacion del péptido anfifilico totalmente acetilado al
parcialmente acetilado varia de aproximadamente 95:5 a aproximadamente 1:1.

32. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 30-31, en la que la particula de péptidos comprende
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adicionalmente un péptido anfifilico no acetilado.

33. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 1-32, que comprende adicionalmente un principio
activo.

34. La particula de péptidos del parrafo 33, en la que el principio activo se dispersa dentro de la particula.

35. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-34, en la que el principio activo no tiene carga neta.
36. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-34, en la que el principio activo tiene una carga
neta.

37. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-36, en la que el principio activo se selecciona entre
el grupo que consiste en proteinas, péptidos, antigenos, anticuerpos o porciones de los mismos, moléculas
similares a anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos, aptameros, moléculas pequeinas, antibidticos, agentes
farmacéuticamente activos, agentes terapéuticos, agentes de contraste y cualquier combinacion de los mismos.
38. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-37, en la que el principio activo es un agente
farmacéuticamente activo o un agente terapéutico.

39. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-38, en la que el principio activo es una molécula de
acido nucleico.

40. La particula de péptidos del parrafo 39, en la que la molécula de acido nucleico incluye ARNip, ARNmi,
ARNhc o cualquier combinacién de los mismos.

41. La particula de péptidos del parrafo 39, en la que la molécula de acido nucleico es ADN.

42. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-41, en la que una relacion del principio activo al
péptido anfifilico varia de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:10.000.

43. La particula de péptidos del parrafo 42, en la que la relaciéon del principio activo al péptido anfifilico varia de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:100 o de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:10.

44. Uso de la particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 33-43 para la administracion dirigida de un
principio activo.

45. Uso del parrafo 44, en el que el principio activo es impermeable a las células cuando se entrega a una célula
por si solo.

46. Uso de una composicion que comprende un péptido anfifilico cargado positivamente como agente de
penetracion en las células o agente de transfeccion, en el que el péptido anfifilico cargado positivamente
comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo,

en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0
(Leu-Trp)p-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un numero entero de 1 a 5 y n y q son independientemente 0 o 1, a condiciéon de que
cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa;

en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que r es
un numero enterode 1 a 15;y

en el que al menos uno de los restos de Lys o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico no estan
acetilados.

47. El uso del parrafo 46, en el que todos los restos de Lys y el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico
no estan acetilados.

48. El uso del parrafo 46 o 47, en el que r es un niumero entero de 2 a 5.

49. El uso de cualquiera de los parrafos 46-48, en el que r es un nimero entero 3.

50. El uso de cualquiera de los parrafos 46-49, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo esta unido al
extremo C del segmento de peptidilo hidrofilo.

51. El uso de cualquiera de los parrafos 46-50, en el que Leu es D-Leu.

52. El uso de cualquiera de los parrafos 46-51, en el que Trp es L-Trp.

53. El uso de cualquiera de los parrafos 46-52, en el que Lys es L-Lys.

54. El uso de cualquiera de los parrafos 46-53, en el que m o p esta entre 1y 3.

55. El uso de cualquiera de los parrafos 46-54, en el que mo p es 3.

56. El uso de cualquiera de los parrafos 46-55, en el quenoqges 1.

57. El uso de cualquiera de los parrafos 46-56, en el que el péptido anfifilico tiene una longitud de
aproximadamente 5 a aproximadamente 25 restos de aminoacidos.

58. El uso de cualquiera de los parrafos 46-57, en el que al menos un enlace de amida de la cadena principal del
péptido anfifilico es un enlace de reemplazo de amida.

59. El uso de cualquiera de los parrafos 46-58, en el que el péptido anfifilico comprende un 3-aminoacido, un y-
aminoacido o una combinacion de los mismos.

60. El uso de cualquiera de los parrafos 46-59, en el que al menos uno del segmento de peptidilo hidréfobo o el
segmento de peptidilo hidréfilo comprende al menos una mutacion puntual.

61. El uso de cualquiera de los parrafos 46-60, en el que la particula tiene un tamafio de aproximadamente 5 nm
a aproximadamente 5.000 nm.

62. El uso del parrafo 61, en el que la particula tiene un tamafio de aproximadamente 30 nm a aproximadamente
150 nm.

63. El uso de cualquiera de los parrafos 46-62, en el que el péptido anfifilico comprende la secuencia de
aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X
esta ausente o es NH,.

64. El uso de cualquiera de los parrafos 46-63, en el que la composicion comprende adicionalmente una
molécula de &cido nucleico que se entrega en una célula.
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65. Una particula de péptidos que comprende un primer péptido anfifilico y un segundo péptido anfifilico,
comprendiendo el primer y el segundo péptido anfifilico cada uno independientemente un segmento de peptidilo
hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo,

en la que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), 0
(Leu-Trp)p-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un numero entero de 1 a 5 y n y q son independientemente 0 o 1, a condicién de que
cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu, y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa; y

en la que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que r es
un numero enterode 1 a 15,y

en la que el grupo amino del extremo N y todos los restos de Lys del primer péptido anfifilico estan acetilados; y
en la que al menos el grupo amino del extremo N o uno de los restos de Lys del segundo péptido anfifilico no
estan acetilados.

66. La particula de péptidos del parrafo 65, en la que ninguno del grupo amino del extremo N y los restos de Lys
del segundo péptido anfifilico estan acetilados.

67. La particula de péptidos del parrafo 65 o 66, que comprende adicionalmente un principio activo.

68. La particula de péptidos del parrafo 67, en la que el principio activo incluye una molécula de acido nucleico.
69. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-68, en la que la relaciéon del principio activo al
segundo péptido anfifilico esta en un intervalo de aproximadamente 1:1000 a 1:1 o de aproximadamente 1:100 a
aproximadamente 1:10.

70. La particula de péptidos del parrafo 69, en la que la relacion del principio activo al segundo péptido anfifilico
esta en un intervalo de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:2.

71. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-70, en la que la relacién del primer péptido anfifilico
al segundo péptido anfifilico esta en un intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1 o de
aproximadamente 5:1 a aproximadamente 100:1.

72. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-71, que comprende adicionalmente en su superficie
exterior un ligando.

73. La particula de péptidos del parrafo 72, en la que el ligando incluye un ligando de receptor de superficie
celular o un anticuerpo.

74. La particula de péptidos del parrafo 73, en la que el ligando de receptor de superficie celular incluye
transferrina, EGF, acido félico o cualquier combinacién de los mismos.

75. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-74, en la que el espesor del ligando presente en la
superficie exterior de la particula de péptidos varia de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm.

76. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 75, en la que el espesor del ligando presente en la
superficie exterior de la particula de péptidos es de aproximadamente 10 nm.

77. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-76, en la que el ligando esta unido covalentemente
a al menos uno del primer y el segundo péptido anfifilico.

78. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-77, en la que el ligando esta unido covalentemente
al segmento de peptidilo hidréfilo de al menos uno del primero y el segundo péptido anfifilico.

79. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-78, en la que una relacion del ligando al péptido
anfifilico varia de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:1000000.

80. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-79, en la que r es un nimero entero de 2 a 5.

81. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-80, en la que r es un entero de 3.

82. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-81, en la que el segmento de peptidilo hidréfobo
esta unido al extremo C del segmento de peptidilo hidrofilo.

83. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-82, en la que es Leu D-Leu.

84. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-83, en la que Trp es L-Trp.

85. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-84, en la que Lys es L-Lys.

86. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-85, enlaque mo p es entre 1y 3.

87. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-86, en laque mo p es 3.

88. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-87, enlaquenoqes 1.

89. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-88, en la que el primer y el segundo péptido
anfifilico tienen cada uno independientemente una longitud de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 restos
de amino&cidos.

90. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-89, en la que al menos un enlace de amida de la
cadena principal del primer o del segundo péptido anfifilico es un enlace de reemplazo de amida.

91. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-90, en la que al menos uno del primer y del
segundo péptido anfifilico comprende un B-aminoacido, un y-aminoacido o una combinacién de los mismos.

92. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-91, en la que al menos uno del segmento de
peptidilo hidréfobo o el segmento de peptidilo hidrofilo comprende al menos una mutacion puntual.

93. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-92, en la que la particula de péptidos tiene un
tamano de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 5.000 nm.

94. La particula de péptidos del parrafo 93, en la que la particula de péptidos tiene un tamafio de
aproximadamente 30 nm a aproximadamente 150 nm.

95. La particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-94, en la que el primer y el segundo péptido
anfifilico comprenden cada uno independientemente la secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-
Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NH..
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96. Uso de la particula de péptidos de cualquiera de los parrafos 65-95 para la entrega de una molécula de acido
nucleico a una célula.

97. El uso del parrafo 96, en el que la molécula de acido nucleico incluye ARNip, ARNmi, ARNhc o cualquier
combinacién de los mismos.

98. El uso del parrafo 96, en el que la molécula de acido nucleico incluye ADN.

99. Un péptido anfifilico que comprende un segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrdfilo,
en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia de 2 a 10 aminoacidos D y L alternos
seleccionados entre alanina, valina, isoleucina, leucina (Leu), fenilalanina, tirosina o triptéfano (Trp) y

en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende aminoacidos cargados o no cargados pero polares o
derivados de los mismos.

100. EI péptido anfifilico del parrafo 99, en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende una secuencia
de aminoacidos de (Trp-Leu)n-(Trp), o(Leu-Trp)p-(Leu)q, en la que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-
Leu o L-Leu, m y p son independientemente un numero entero de 1 a 20 y n y q son independientemente 0 0 1, a
condicién de que cuando Trp es D-Trp entonces Leu es L- Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o
viceversa.

101. El péptido anfifilico del parrafo 99 o 100, en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende al menos
una carga presente ya sea en el extremo N o en un resto de aminoacido.

102. El péptido anfifilico del parrafo 101, en el que la al menos una carga es ya sea una carga catiénica o una
carga anibnica.

103. El péptido anfifilico del parrafo 99 o 100, en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende
aminoacidos no cargados pero polares.

104. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99 a 103, en el que el segmento de peptidilo hidréfilo
comprende al menos una carga y al menos un aminoacido no cargado pero polar.

105. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99 a 104, en el que al segmento de peptidilo hidréfobo esta
unido covalentemente un polimero.

106. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-105, en el que al menos un grupo amino en el péptido
anfifilico esta acetilado.

107. El péptido anfifilico del parrafo 102, en el que la al menos una carga catiénica esta en un resto de
aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Lys, Arg, His y cualquier combinacién de los mismos.
108. El péptido anfifilico del parrafo 102, en el que la al menos una carga anidnica esta en un resto de
aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Asp o Glu y cualquier combinacién de los mismos.

109. El péptido anfifilico del parrafo 103, en el que al menos un resto de aminoacido no cargado pero polar se
selecciona entre el grupo que consiste en Ser, Thr, Asn o GIn y cualquier combinacién de los mismos.

110. El péptido anfifilico del parrafo 105, en el que el polimero se selecciona entre el grupo que consiste en PEG,
PGG, PEO, policaprolactona, acido polilactico, acido poliglicolico, polihidroxialcaboatos, dextranos,
polianhidridos, PLA-PGA, poliortoéster, polifumarato, hidrogeles, cualquier polimero biocompatible y/o
biodegradable reconocido en la técnica y cualquier combinacion de los mismos.

111. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99 a 110, en el que el segmento de peptidilo hidréfilo
comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys),, en la que r es un nimero entero de 1 a 15.

112. El péptido anfifilico del parrafo 111, donde r es 3.

113. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-112, en el que el al menos un grupo amino es un grupo
amino del extremo N del péptido anfifilico.

114. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-113, en el que el al menos un grupo amino esta en un
resto de Lys del segmento de peptidilo hidrdfilo.

115. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-114, en el que todos los grupos amino en el segmento
de peptidilo hidrofilo estan acetilados.

116. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-115, en el que el grupo amino del extremo N del
péptido anfifilico y al menos uno de los grupos amino en el segmento de peptidilo hidréfilo estan acetilados.

117. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-116, en el que el grupo amino del extremo N del
péptido anfifilico y todos los grupos amino en el segmento de peptidilo hidréfilo estan acetilados.

118. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-117 en el que el segmento de peptidilo hidréfobo esta
unido al extremo C del segmento de peptidilo hidrdfilo.

119. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-118, en el que Leu es D-Leu.

120. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-119, en el que Trp es L-Trp.

121. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-120, en el que Lys es L-Lys.

122. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-121, en el que m o p esta entre 1y 3.

123. El péptido anfifilico del parrafo 122, en el que m o p es 3.

124. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-123, enelque no g es 1.

125. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-124, en el que el péptido anfifilico comprende la
secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp), en
la que al menos uno de los restos de L-Lys esta acetilado.

126. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-125, en el que el péptido anfifilico comprende la
secuencia de aminoacidos de Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp).
127. El péptido anfifilico del parrafo 126, en el que al menos uno de los restos de L-Lys esta acetilado.

128. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-127, en el que el péptido anfifilico comprende la
secuencia de aminoacidos de Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-
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Leu)-(L-Trp)-X, en el que X esta ausente o es NHa.

129. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-128, en el que el péptido anfifilico tiene una longitud de
aproximadamente 5 a aproximadamente 25 restos de aminoacidos.

130. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-129, en el que al menos un enlace amida de la cadena
principal es un enlace de reemplazo de amida.

131. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-130, en el que el péptido anfifilico comprende al menos
un B-aminoacido, y-aminoacido o cualquier combinacion de los mismos.

132. El péptido anfifilico de cualquiera de los parrafos 99-131, en el que al menos uno del segmento de peptidilo
hidréfobo o el segmento de peptidilo hidréfilo comprende al menos una mutacion puntual.

133. Una particula que comprende uno o mas péptidos anfifilicos de cualquiera de los parrafos 99-132.

134. La particula del parrafo 133, que comprende adicionalmente un ligando.

135. La particula del parrafo 133 o 134, en la que el ligando es un ligando de receptor de superficie celular o un
anticuerpo.

136. La particula del parrafo 135, en la que el ligando de receptor de superficie celular es transferrina o EGF o
folato.

137. Las particulas de cualquiera de los parrafos 133-136, en las que el ligando esta presente sobre una
superficie exterior de la particula.

138. La particula de cualquiera de los parrafos 133-137, en la que el ligando se adsorbe en la superficie exterior
de la particula.

139. La particula del parrafo 137 o 138, en la que un espesor del ligando presente en la superficie exterior de la
particula varia de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm.

140. La particula del parrafo 139, en la que el espesor del ligando presente en la superficie exterior de la
particula es de aproximadamente 10 nm.

141. La particula de cualquiera de los parrafos 133-140, en la que el ligando esta unido covalentemente al
péptido anfifilico.

142. La particula de cualquiera de los parrafos 133-141, en la que el ligando esta unido covalentemente al
segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico.

143. La particula de cualquiera de los parrafos 133-142, que comprende adicionalmente un principio activo.

144. La particula del parrafo 143, en la que el principio activo se dispersa dentro de la particula.

145. La particula de cualquiera de los parrafos 143-144, en la que el principio activo no tiene carga neta.

146. La particula de cualquiera de los parrafos 143-144, en la que el principio activo tiene una carga neta.

147. La particula de cualquiera de los parrafos 143-146, en la que el principio activo comprende al menos un
grupo aromatico.

148. La particula de cualquiera de los parrafos 143-147, en la que el principio activo se selecciona entre el grupo
que consiste en proteinas, péptidos, antigenos, anticuerpos o porciones de los mismos, moléculas similares a
anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos, aptameros, moléculas pequefas, antibidticos, agentes
farmacéuticamente activos, agentes terapéuticos, agentes de contraste y cualquier combinacion de los mismos.
149. La particula de cualquiera de los parrafos 143-148, en la que el principio activo es un agente
farmacéuticamente activo.

150. La particula de cualquiera de los parrafos 143-149, en la que el principio activo es una molécula de acido
nucleico.

151. La particula del parrafo 150, en la que la molécula de acido nucleico es ARNip, miARN o ARNhc.

152. La particula del parrafo 150, en la que la molécula de acido nucleico es ADN.

153. La particula de cualquiera de los parrafos 143-152, en la que una relacion del principio activo a los péptidos
anfifilicos varia de 1:1 a 1:100.000.

154. La particula del parrafo 153, en la que la relacién del principio activo a los péptidos anfifilicos varia de 1:1 a
aproximadamente 1:1000.

155. La particula de cualquiera de los parrafos 134-154, en la que una relacion del ligando a los péptidos
anfifilicos varia de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:1000000.

156. La particula de cualquiera de los parrafos 133-155, en la que la particula tiene un tamafio de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 5000 nm.

157. La particula del parrafo 156, en la que la particula tiene un tamafio de aproximadamente 30 nm a
aproximadamente 150 nm.

158. La particula de cualquiera de los parrafos 133-157, en la que la particula comprende una mezcla de
péptidos anfifilicos totalmente acetilados y parcialmente acetilados de cualquiera de los parrafos 99-132.

159. La particula del parrafo 158, en la que la relaciéon de los péptidos anfifilicos totalmente acetilado a los
parcialmente acetilados varia de aproximadamente 95:5 a aproximadamente 1:1.

160. La particula de cualquiera de los parrafos 133-159, en la que la particula comprende adicionalmente
péptidos anfifilicos no acetilados.

161. Un método de uso de un compuesto péptido anfifilico como sistema de entrega.

162. El método del parrafo 161, en el que el sistema de entrega es un sistema de entrega dirigida.

163. El método del parrafo 161 o 162, en el que el sistema de entrega es con fines terapéuticos o de diagndstico.
164. Uso de composiciones de péptidos como péptido de penetracion celular o agente de transfeccion,
respectivamente.
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Algunas definiciones seleccionadas

A menos que se contrario o que quede implicito a partir del contexto, los siguientes términos y frases incluyen los
significados que se indican a continuacion. A menos que se indique expresamente lo contrario o que sea evidente a
partir del contexto, los términos y frases a continuacion no excluyen el sentido que el término o la frase han adquirido
en la técnica a la que pertenece. Las definiciones se proporcionan para ayudar en la descripcion de realizaciones
particulares de los aspectos que se describen en el presente documento y no tienen por objeto a limitar la invencion
reivindicada, ya que el alcance de la invencion esta limitado solo por las reivindicaciones. Adicionalmente, a menos
que se requiera otra cosa por el contexto, los términos singulares incluirdn pluralidades y los términos en plural
incluiran el singular.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende” o "comprende" se usa en referencia a
composiciones, métodos y componente o componentes respectivos de los mismos, que son esenciales para la
invencion y que, sin embargo, estan abiertos a la inclusion de elementos no especificados, ya sean esenciales o no.
Adicionalmente, la expresion "que comprende" o "comprende" incluye "que consiste esencialmente en" y "que
consiste en".

Como se usa en el presente documento, la expresion "que consiste esencialmente en" se refiere a los elementos
necesarios para una realizacién determinada. La expresion permite la presencia de elementos adicionales que no
afectan materialmente a la caracteristica o caracteristicas basicas y nuevas o funcionales de dicha realizacion de la
invencion.

El término "que consiste en" se refiere a composiciones, métodos y componentes respectivos de los mismos como
se describen en el presente documento, que excluyen cualquier elemento no descrito en esa descripcion de la
realizacion.

Aparte de en los ejemplos operativos o donde se indique lo contrario, todos los numeros que expresan cantidades
de ingredientes o condiciones de reaccion utilizadas en el presente documento deben entenderse como modificados
en todos los casos por el término "aproximadamente". El término "aproximadamente", cuando se usa en relacién con
los porcentajes puede significar £ el 1 %.

Los términos singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. De forma similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique

claramente lo contrario.

Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente
documento en la practica o el ensayo de la presente divulgacién, se describen a continuacion métodos y materiales
adecuados. El término "comprende” significa "que incluye". La abreviatura "p. ej." deriva del Latin Exempli gratia y se
utiliza en el presente documento para indicar un ejemplo no limitante. De este modo, la abreviatura "p. €j." es
sinénimo de la expresién "por ejemplo”.

La expresion "estadisticamente significativo" o "significativamente" se refiere a la significacion estadistica y
generalmente significa una desviacion tipica de dos (2DT) por encima o por debajo de un nivel de referencia. El
término se refiere a la evidencia estadistica de que hay una diferencia. Se define como la probabilidad de tomar la
decisién de rechazar la hipdtesis nula cuando la hipétesis nula es realmente verdadera. La decision se toma a
menudo usando el valor p.

El término "nanoesferas" significa una particula que tiene una relacion de aspecto de como maximo 3:1. La
expresion "relacion de aspecto” se refiere a la relacion entre el eje mas largo de un objeto con respecto al eje mas
corto del objeto, donde los ejes no son necesariamente perpendiculares.

La expresiéon "dimension mas larga" de una particula significa el camino directo mas largo de la particula. La
expresion "camino directo” significa el camino mas corto contenido dentro de la particula entre dos puntos en la
superficie de la particula. Por ejemplo, una particula helicoidal tendria una dimensién mas larga correspondiente a la
longitud de la hélice si se estirase en una linea recta.

El término "nanobastéon” significa una particula que tiene una dimension mas larga de como maximo 200 nm y que
tiene una relacién de aspecto de 3:1 a 20:1.

El término "nanoprisma" significa una particula que tiene al menos dos caras no paralelas conectadas por un borde
comun.

La "longitud" de una particula significa la dimensiéon mas larga de la particula.
La "anchura" de una particula significa la media de las anchuras de la particula; y el "diametro" de una particula es el

promedio de los diametros de la particula.
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La dimension "promedio” de una pluralidad de particulas significa el promedio de esa dimensién para la pluralidad.
Por ejemplo, el "diametro promedio" de una pluralidad de nanoesferas significa el promedio de los diametros de las
nanoesferas, donde un diametro de una sola nanoesfera es el promedio de los diametros de esa nanoesfera.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales no
téxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario de un compuesto, por ejemplo, de acidos organicos o
inorganicos no toxicos. Estas sales pueden prepararse in situ en el vehiculo de administracion o en el proceso de
fabricacion de las formas de dosificacion o haciendo reaccionar por separado un compuesto purificado en su forma
de base libre o de acido con un acido o una base organicos o inorganicos adecuados y aislando la sal formada de
este modo durante la posterior purificacion. Las sales no toxicas convencionales incluyen las derivadas de acidos
inorganicos tales como acido sulfurico, sulfamico, fosférico, nitrico y similares; y las sales preparadas a partir de
acidos organicos tales como acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartérico, citrico,
ascorbico, palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-
acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, etanodisulfonico, oxalico, isotidnico y similares.
Véase, por ejemplo, Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19 (1977).

En algunas realizaciones de los aspectos que se describen en el presente documento, las sales representativas
incluyen las sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, succinato, valerato, oleato,
palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato,
naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato y laurilsulfonato y similares.

Como se usa en el presente documento, una relacion puede ser una relacion en moles o una relaciéon en peso o una
relacién molar.

Como se usa en el presente documento, un "péptido de penetracion celular" o "péptido que penetra la célula" se
define como un péptido que tiene permeabilidad de membrana y es capaz de atravesar membranas biolégicas o una
barrera fisioldgica. Los péptidos que penetran las células (CPP, del inglés cell penetrating peptides) también se
denominan péptidos permeables a las células, dominios de transduccion de proteinas (PTD, del inglés protein
transduction domains) o secuencias de translocacion de membrana (MTS, del inglés membrane-translocation
sequences). Los CPP tienen la capacidad de translocarse in vitro y/o in vivo a través de las membranas celulares de
mamiferos y entrar en las células y dirigir un compuesto conjugado de interés, tal como un farmaco o un marcador, a
un destino celular deseado, por ejemplo en el citoplasma (citosol, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, etc.) o en
el nacleo. En consecuencia, el CPP puede dirigir o facilitar la penetracion de un compuesto de interés a través de
una membrana fosfolipidica, mitocondrial, endosémica o nuclear. EI CPP también puede dirigir un compuesto de
interés desde fuera de la célula a través de la membrana plasmatica y dentro del citoplasma o a una ubicacion
deseada dentro de la célula, por ejemplo, el nucleo, los ribosomas, las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico, un
lisosoma o un peroxisoma. Como alternativa o ademas, el CPP puede dirigir un compuesto de interés a través de las
barreras hematoencefalica, transmucosa, hematorretiniana, cutanea, gastrointestinal y/o pulmonar.

La penetracion a través de una membrana bioldgica o una barrera fisioldgica puede determinarse mediante diversos
procesos, por ejemplo mediante un ensayo de penetracidn celular que tiene una primera etapa de incubacion para el
CPP conjugado con un marcador en presencia de células de cultivo, seguida de una etapa de fijacion y después la
revelacién de la presencia del péptido marcado dentro de la célula. En otra realizacion, la etapa de revelacion puede
hacerse con una incubacion del CPP en presencia de anticuerpos marcados y dirigidos contra el CPP, seguido de la
deteccidn en el citoplasma o en la proximidad inmediata del nucleo de la célula o incluso dentro de ella, de la
reaccion inmunoloégica entre la secuencia de aminoacidos del CPP y los anticuerpos marcados. La revelacion
también puede hacerse mediante el marcado de una secuencia de aminoacidos en el CPP y la deteccion de la
presencia del marcaje en los compartimentos celulares. Los ensayos de penetracion celular son bien conocidos por
los expertos en la materia. Sin embargo, por ejemplo se describe un ensayo de penetracion celular en la solicitud de
patente mencionada anteriormente N.° WO 97/02840.

Como se usa en el presente documento, la expresion "agente de transfeccion” o "reactivo de transfeccion" se refiere
a un compuesto que se une o se compleja con un compuesto y mejora su entrada en las células. En general, la
expresion agente de transfeccion se utiliza para compuestos que potencian la entrega de acidos nucleicos en una
célula.

En la medida en que no se ha indicado, se entenderd por los expertos ordinarios en la técnica que una cualquiera de
las diversas realizaciones descritas e ilustradas en el presente documento pueden modificarse adicionalmente para
incorporar caracteristicas mostradas en cualquiera de las otras realizaciones que se desvelan en el presente
documento.

Los siguientes ejemplos ilustran algunas realizaciones y aspectos de la invencién. Los siguientes ejemplos no limitan
en modo alguno la invencion.
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Ejemplos
Materiales y métodos de ejemplo (para los Ejemplos 1-2)

Materiales de ejemplo: Todos los productos quimicos y reactivos incluyendo la rosa de bengala (RB) (Aldrich
330000, 95 %) y la 5-carboxi-fluoresceina (CF) (Sigma-Aldrich C0537, 99 %) se obtuvieron de Sigma-Aldrich y se
utilizaron sin purificacion adicional a menos que se indique lo contrario a continuacion. Se adquirieron aminoacidos
protegidos con Fmoc y reactivos de acoplamiento de IRIS Biotech y Novabiochem. Se adquirieron placas de
cristalizacion de 24 pocillos de Hampton Research (Plate Cryschem).

Sintesis de péptidos: Todos los péptidos se sintetizaron en fase solida utilizando la quimica del grupo de proteccion
Fmoc. Las etapas individuales de la sintesis se enumeran en la Tabla 1. Se utilizé resina Rink Amide AM (200 mg,
carga: 0,4 mmol/g-0,8 mmol/g) como fase soélida en una jeringuilla de 10 ml. Todas las reacciones se realizaron en
dimetilformamida (DMF) previamente tratada con 6xido de aluminio para reducir la abundancia de aminas libres. Los
Fmoc-aminoacidos se disolvieron en DMF (0,5 M) antes de la sintesis. Los grupos de proteccion Fmoc se partieron
dos veces para cada etapa de acoplamiento utilizando piperidina en DMF (40 %). Se utilizé (1-),3-6xido de 1-
[bis(dimetilamino)metilen]-5-cloro-,hexafluorofosfato de 1H-benzotriazolio (HCTU) como un agente de acoplamiento
y se disolvié N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) en 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) como base. Todos los acoplamientos
se ejecutaron con 4 equivalentes (eq) de aminoacido, HCTU (4 eq) y DIPEA (12 eq) en relacion con la capacidad de
carga de la resina. Después de cada etapa de acoplamiento, el grupo amino terminal sin reaccionar se protegioé por
acetilacion con una solucion de anhidrido acético (5 eq) y DIPEA en DMF (5 eq).

Tabla 1: Etapas automatizadas de la sintesis de péptidos en fase sélida del lote de Fmoc

[Etapa] Disolvente/reactivo Repeticion T;;Trf)o Descripcion

1 Piperidina al 40 %/DMF 1 5  dosproteccionde
moc

2 Piperidina al 40 %/DMF 1 10 geSprOtecc'O” de
moc

3 DMF 5 1 Lavado

4 ?;nlenqoggl%c?g)é%egldo con 4 eq de Fmoc, 4 eq de HCTU, 1 60 Acoplamiento @

5 DMF 2 1 Lavado

6 5 eq de anhidrido acético, 5 eq de DIPEA 1 20 Proteccion terminal®)

7 DMF 3 1 Lavado

@En DMF Alox/NMP; ®) En DMF Alox; en la que DMF Alox es DMF previamente tratada con oxido de aluminio

Se aplicé el mismo protocolo en una sintesis aumentada a escala utilizando resina Rink Amide AM (5 g) donde la
reaccion se realizd en un reactor de vidrio de 500 ml en fase soélida usando 3 eq de aminoacidos y reactivos de
acoplamiento. El pH se mantuvo constante a 9 a lo largo de la reaccion y la resina se probé para determinar grupos
amino libres usando un ensayo de Kaiser y trinitrobencenosulfonato (TNBS) después de cada etapa de
acoplamiento y escision. No hubo necesidad de usar NMP como cosolvente.

Los rendimientos globales en general oscilan entre el 10 % y el 15 % una pureza del ~95 %, que es tipica para la
sintesis de péptidos en fase sdlida.

Después de la sintesis, la resina de péptidos se lavé con DMF, alcohol isopropilico, DMF, diclorometano y éter
dietilico antes de que se secara durante la noche en una linea de vacio. La escision del péptido de la resina y la
eliminacion de grupos de proteccion se realizé con TFA frio (95 %), trietilsilano (2,5 %) y H20 (2,5 %). La mezcla de
escision enfriada con hielo se afiadié a la resina y se incub6 durante 2 h-3 h a temperatura ambiente. El coctel de
escision filtrado se precipitd y se lavo con éter diisopropilico frio (40 ml). El solido de color blanco se secé durante la
noche en una linea de vacio.

Purificacion de péptidos: Todos los péptidos se purificaron en una HPLC Shimadzu Prominence con los parametros
enumerados en la Tabla 2. Los péptidos en bruto se molieron y se disolvieron en una mezcla de DMF y acetonitrilo
(4 ml, 1:1) y se diluyeron con H>O (TFA al 0,1 %) hasta un volumen final de 20 ml. La gelificacion del producto en
bruto se elimina en estas condiciones de disolvente. La muestra posteriormente se filtr6 a través de un filtro de
jeringa PTFE de 0,45 ym y se bombed en una columna de Merck LiChrospher 100, RP-18e (5 um, 250-10) a un
caudal de 4 ml/min y se eluyd con un gradiente lineal de agua (TFA al 0,1 %) a acetonitrilo (MeCN). A la elucién de
la muestra le siguié la absorcion a 280 nm y se recogio de acuerdo con los volumenes de fraccion fija de 5 ml. La
presencia del péptido producto se clasifico por espectrometria de masas (Figura 1A) y se cuantificé en desarrollos
de HPLC analitica (Figura 1B). Las fracciones que contenian mas del 80 % de producto (Azso) se aplicaron a una
segunda etapa de purificacion en el mismo material de cromatografia realizada con acido acético (2 %) en la fase
acuosa. Las fracciones que contenian mas del 95 % del producto se combinaron, se neutralizaron con amoniaco y
se liofilizaron.
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Tabla 2: Parametros de la purificacion por HPLC

Caracteristica Preparativa Analitica

Disolvente A H»O bidestilada, TFA al 0,1 % o AcOH alH,0 bidestilada, TFA al 0,1 %
2%

Disolvente B MeCN MeCN

Columna LiChrospher 100, RP-18e (5 pm), 250- LiChrospher 100, RP-18e (5 pm), 250-
10 4.6

Gradiente 5 % de B — 95 % de B, 120 min 20 % de B — 70 % de B, 30 min

Inyectado De acuerdo con las necesidades 25yl

Volumen

Caudal 5 ml/min 1,5 ml/min

Deteccion Acso Azgo

Fraccionamiento A\ > 500 mUA -

Tamafo de la fraccion 5ml -

Modificaciones posteriores a la purificacion: La acetilacion de aminas primarias en el extremo N y las lisinas se
realizd en péptido purificado disuelto en DMF mediante la aplicacion de un exceso de 40 veces de anhidrido acético
y DIPEA. Se controlé que la reaccion se completara mediante espectrometria de masas antes de que la mezcla de
reaccion se volviera a purificar de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

Formacién de perlas y co-ensamblaje: Se disolvieron CD3ac y Rosa de Bengala (RB) en H;O:6xido de etileno en
una relacion de 1:1 y se mezclaron para producir concentraciones finales de RB 61,5 x 10 M, 184,5 x 10 M, 307,5
x 108 M, 615 x 108 M y 922,5 x 10° M. La concentracion de CD3ac se mantuvo constante a 615 x 10° M. El
intercambio de disolvente a H>O se realizé mediante contraevaporacion en placas de cristalizacion por gota posada
de 24 pocillos; se aplicaron 50 pl de solucién premezclada de CD3ac y RB a un pocillo de gota posada y de
contraevaporaron cuatro veces contra 1 ml de H.O durante 16 h. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
Precipitaron esferas de CD3ac después de aproximadamente 30 min y el sedimento durante el proximo 5 h.

Con el fin de cuantificar la cantidad de RB encapsulada, el sedimento de perlas se resuspendié después del
equilibrio de disolvente y se normalizé con H>O a un volumen final de 100 pl. Posteriormente, todas las muestras se
centrifugaron durante 30 min a 20 000 g, antes de que se separaran 80 ml de sobrenadante. La fraccion del
sedimento restante se diluy6 1:1 con 20 pyl de DMSO para disolver los ensamblajes de péptidos. La concentracion de
RB en las fracciones de sedimento y sobrenadantes se determind mediante mediciones de absorcién y se corrigid
para RB en los 20 pl restantes de la fraccion de sedimento.

Estimacion del volumen de las perlas y Coeficiente de Particion: Con el fin de estimar la densidad de los precipitados
de CD3ac, se prepararon perlas (concentracién de partida de CD3ac 307,5 x 10® M) lo suficientemente grandes
como para exceder el limite de difraccion de la luz visible. Una baja concentracion de RB (10 x 10 M) se coprecipitd
para permitir una estimacion del diametro de la perla por microscopia de fluorescencia confocal (1,35 um) y facilitar
el recuento en un hemocitémetro (Hausser Scientific). Se contaron un promedio de 72 perlas en un volumen de
células observado de 250.000 um?® que es igual a una fraccion de volumen de perla de 3,71 x 10*. Una solucion de
50 yl de CD3ac 307,5 x 10 M por tanto contiene un volumen de perla total de 18,6 nl y la densidad de CD3ac
puede determinarse (pcpsac ~1,35 g/cm3El coeficiente de particion logaritmica de RB en una solucién acuosa de
perlas de CD3ac se calcul6 de acuerdo con

[RB]CD3ac )

1 .
[RBl,., M

108 Pepsaci 0 = 108(

Espectroscopia de ultravioleta visible: Las mediciones de absorcion se realizaron en un Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). Se obtuvieron los coeficientes de extincion de CD3ac en HyO:etanol:DMSO 1:1:2 (21.780 M'cm™,
280 nm) y Rosa de Bengala en H,O:DMSO 1:1 (11.639 M'cm™, 562 nm). Se utilizd DMSO para disolver los
precipitados CD3ac después del ensamblaje y para reducir la evaporacion del disolvente durante el tiempo de
preparacion ya que las cantidades de volumen de muestra medidas eran de solo 4 pl. En caso necesario, la muestra
se diluy6 adicionalmente con H,O:EtOH:DMSO 1:1:2 para producir intensidades de absorcién en el intervalo lineal
del instrumento. Las concentraciones de RB se determinaron mediante el peso antes del coensamblaje. Después de
la coprecipitacion de CD3ac y RB, las fracciones de sedimento y sobrenadante se diluyeron 1:1 con DMSO (CD3ac
ensamblado se disuelve en una solucién de H,O:DMSO 1:1).

Dicroismo circular (CD): Se realizaron experimentos de CD en un Applied Photophysics Chirascan en cubetas QS
(1 mm de etapa). Se ajustaron concentraciones de la muestra para proporcionar valores de dinodo entre 300 V y
500 V en el intervalo de longitud de onda medido. Se realizaron medidas de blanco con agua inmediatamente antes
de las mediciones de las muestras. Cada espectro se promedio a partir de tres barridos en intervalos de longitud de
onda de 1 nm, cada una de dos preparaciones de muestras independientes. Todos los espectros se alisaron
aplicando el algoritmo de segundo orden de Savitzky Golay. Los datos de CD se indican en unidades molares (deg
cm? dmol), que se muestran como grados de elipticidad molar.
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Microscopia Electrénica de Barrido: Se realizé la microscopia electrénica de barrido (MEB) en un Hitachi S-4800.
Los soportes de muestra de MEB se enfriaron a -196 °C antes de que una gota de la suspensién de perlas se
aplicara directamente a la superficie del metal frio. La muestra congelada en el plato se liofilizd posteriormente, se
sometié a bombardeo idnico con platino y se analizé.

Dispersién de luz dinamica: La dispersion de luz dinamica se midié en un sistema de gonidmetro basado en la
plataforma ALV/CGS-8F equipado con un correlador ALV/-5000/E y un laser de iones de argon con una longitud de
onda de 633 nm (35 mW) en angulos de dispersion entre 30 ° y 150 °. Un correlador ALV-5000/E calcula la funcién
de autocorrelacion de intensidad de fotones g2(t). Todos los experimentos se realizaron a T = 293 K y se evaluaron
mediante un ajuste cumulante de segundo orden (teniendo en cuenta la forma esférica de las particulas previamente
determinada mediante MEB). Se determinaron polidispersidades mediante el algoritmo de Contin en todos los
angulos y nunca excedieron de 0,11. Se realizaron mediciones dependientes del angulo en etapas de 10 °de 30 ° a
150 °. Con el fin de evitar la influencia de la dispersion multiple, se realizaron experimentos dependientes de la
concentracion. Tanto para la dependencia angular como para la dependencia de la concentracion, se calculé un
radio hidrodinamico a partir de la férmula de Stokes

k,T
6znD

en la que r, es el radio hidrodinamico de particulas esféricas, D es la constante de difusion, ks es la constante de
Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n es la viscosidad del agua. Un grafico de 1/r, en funciéon del angulo
(concentracion) se represento graficamente y el radio hidrodinamico (rno) se calculé mediante la extrapolacion de las
dos mediciones de la concentracién y del angulo a cero.

2

r, =

Espectrometria de masas: La espectrometria de masas se realizé6 en un LTQ-Orbitrap (Thermo Scientific). Se
cargaron 5 pl de una solucion de CD3ac (10 x 10 M, HO:MeCN 2:1) en una columna capilar de 100 um rellenada
previamente con Magic C18 AQ (diametro de particula de 3 ym). El péptido se eluyé en un gradiente de 30 min de
H>O (acido férmico al 4 %) a MeCN. El Orbitrap se ajusté en modo positivo y a una resolucion de 10.000.

Microscopia confocal: se obtuvieron imagenes de microscopia confocal en un microscopio invertido motorizado
Nikon Ti equipado con o6pticas DIC, de fase y de epifluorescencia, un disco giratorio confocal Yokagawa CSU-10 con
lineas de laser a 488 nm, 568 nm y 647 nm. Se us6 una camara CCD enfriada ORCA-AG Hamamatsu para la
formacién de imagenes confocal y se utilizd una Hamamatsu ORCA-R2 para la imagen de campo amplio. Se
codisolvio CD3ac (615 x 10 M) con (a) RB (10 x 106 M), (b) CF (10 x 10 M) y (c) RB y CF (ambos 10 x 10 M) en
un volumen de 50 pl de EtOH al 50 % cada uno y ser contraevaporaron contra el agua. La suspension resultante se
normalizé con H;O hasta un volumen total de 50 pl por muestra y posteriormente se aplicé al microscopio confocal.

Ejemplo 1: Nanoparticulas de péptido CD3ac sdélido -caracterizacion estructural

Los péptidos hidréfobos convencionales son generalmente dificiles de sintetizar y purificar y también son
generalmente dificiles de disolver y tienden a precipitar a estructuras amorfas en soluciéon acuosa. De acuerdo con
diversos aspectos y realizaciones que se describen en el presente documento, un péptido disefiado CD3ac de novo
que consta de diez aminoacidos:

Ac-(LK(Ac))s-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,

donde LK(Ac) = L-lisina acetilada; LW = L-triptéfano; DL = D-leucina, demuestra propiedades diferentes de otros
materiales peptidicos: CD3ac se disuelve facilmente en la mayoria de los disolventes organicos (EtOH, iPrOH,
DMSO, DMF, MeCN) y precipita en esferas en forma de perlas estructuradas de manera uniforme tras el intercambio
de disolvente a agua (Figura 2A).

El péptido CD3ac (masa 1652,910 g/mol; pureza > 95 %, A280) puede considerarse anfifilico ya que su secuencia
se divide en dos secciones: un bloque hidréfobo que consiste en L-triptéfano y D-leucina alternos y uno hidréfilo que
consiste en tres L-lisinas acetiladas. Los términos "hidrofilo" e "hidrofobo" como se usan en el presente documento
no son absolutos sino que describen la polaridad relativa dentro de la secuencia de aminoacidos, por ejemplo, de
CD3ac. Aunque el péptido CD3ac es hidréfobo, puede sintetizarse con un alto rendimiento y se purifica con los
procedimientos convencionales en material de cromatografia C18 de fase inversa (véase la seccion de Materiales y
Métodos descrita anteriormente), en comparacion con péptidos hidréfobos convencionales.

CD3ac es capaz de precipitar en agregados esféricos en el intervalo del tamafio coloidal y puede hacerlo de una
forma robusta y reproducible. El intercambio de disolvente se realizé mediante dialisis o, con el fin de reducir el
consumo de material, por contraevaporacion contra el agua en placas de cristalizacion de 24 pocillos. La distribucion
de tamanfios de la suspensién de perlas de péptido resultante se midié por microscopia electrénica de barrido (MEB,
Figuras 2A-2C) y dispersion dinamica de luz dependiente de la concentracion y del angulo (DLS, Figuras 3A-3B).
Ambos métodos revelan un radio de particula de aproximadamente 260 nm. El radio de la esfera puede estar
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influenciado por la concentracién de CD3ac inicialmente disuelta (antes del intercambio de disolvente) y se
encuentra en el intervalo de tamafo entre aproximadamente 200 nm y aproximadamente 1500 nm que corresponde
a las concentraciones iniciales CD3ac entre 61,5 x 10 M a 923 x 10°® M. Los datos de DLS mostrados en las
Figuras 3A-3B se refieren a particulas de CD3ac formadas a partir de CD3ac inicialmente disuelto a 123 x 10 M.
Las particulas de péptidos (perlas) obtenidas tienen una baja polidispersidad sin necesidad de procedimientos de
dimensionamiento tales como ultrasonidos o extrusion, que se aplican habitualmente para lograr una distribucion de
tamanos estrecha en, por ejemplo, suspensiones de lipidos.

La estructura secundaria puede desempefiar, en parte, un papel crucial en el ensamblaje de las perlas de CD3ac.
Sin desear quedar ligado a teoria alguna, debido a la dispersion de la luz, puede ser dificil obtener datos de
dicroismo circular cuantificables de suspensiones coloidales que contienen particulas de mas de 50 nm de diametro.
Por tanto, se sintetizaron cuatro derivados estructurales de CD3ac (CD1, CD2, CD3 y CD4), que no estan acetilados
y por tanto estan cargadas y son hidrosolubles (véase la Tabla 3).

Tabla 3: Secuencias de aminoacidos y peso molecular de los péptidos de ejemplo sintetizados y derivados de los

mismos

[Nombre] Secuencia PM (Da)

CD1 H-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH; 1228,680
CD2 H-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH, 1356,775
CD3 H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH_ 1484,870
CD4 H-LK-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH2 1612,965
CD3ac Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH, 1652,910
LCD3 H-LK-LK-LK-LW-LL-LW-LL-LW-LL-LW-NH_ 1484,870
LCD3ac Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-LL-LW-LL-LW-LL-LW-NH, 1652,910

La figura 4 muestra espectros de dicroismo circular de CD1 a CD4 en agua. Por lo general, los péptidos de poli-L-
lisina cargados adoptan una estructura secundaria de enrollamiento al azar y presentan elipticidades negativas entre
180 nm y 210 nm; lo presentado en el presente documento demuestra que péptidos con secuencias de oligo-lisina
mas cortas muestran mayores elipticidades en este intervalo de longitudes de onda. Ademas, un espectro tipico de
enrollamiento al azar tiene poca o ninguna influencia sobre las elipticidades por encima de los 210 nm; Por tanto, el
intervalo de longitud de onda entre 210 nm y 260 nm puede asignarse casi en su totalidad a la influencia de la
secuencia alternante de L-Trp y D-Leu. Por ejemplo, la intensidad y la posicion del pico a 223 nm se mantiene casi
sin cambios a medida que el numero de restos de lisina unidos se varia, lo que indica que la estructura secundaria
de las unidades repetitivas de LW-DL se ve poco afectada o no se ve afectada en absoluto por la longitud de oligo-
lisinas unidas N-terminalmente — posiblemente incluso no se vea afectada por la presencia de multiples cargas
cationicas en los restos de lisina unidos.

Los espectros de dicroismo circular de CD4-CD1 sirven para que puedan extrapolarse tedricamente a un CDO
imaginario, que no contendria ninguna lisina, para obtener un espectro con maximos a aproximadamente 196 nm y
223 nm. Espectros similares no se han observado en péptidos hidrofobos sintéticos anteriores, pero se han
notificado previamente en estudios estructurales de gramicidina A, un péptido antibiético de 15 aminoacidos
derivado de la bacteria que vive en el suelo Bacillus brevis [16, 17].

El motivo de estructura secundaria de la gramicidina es una hélice amplia raramente observada en la naturaleza y
versatil en términos de pendiente helicoidal, quiralidad y configuracion dimérica (estructura cuaternaria) [17c, 18],
dependientes de la constante dieléctrica de su medio ambiente [19]. Mientras la gramicidina A contiene un motivo de
alternancia de L-Trp y D-Leu, el CD3ac presentado en el presente documento es distinto de la gramicidina en varios
aspectos, por ejemplo, secuencia de péptidos y longitud, modificaciones significativas del formilo y la etanolamina
unidos terminalmente presentes en la gramicidina. Por ejemplo, la secuencia de la gramicidina es hidréfoba en toda
su longitud, pero el CD3ac presentado en el presente documento es anfifilico debido a la adicién N-terminal de al
menos una L-lisina (por ejemplo, 1 L-lisina, 2 L-lisinas o 3 L-lisinas) y la acetilaciéon de al menos un grupo amino del
péptido anfifilico.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, una secuencia repetitiva de LW-DL puede conducir a un conjunto de
angulos fi y psi claramente diferentes de los observados en hélices alfa, laminas beta y enrollamientos al azar
aislados, y muy probablemente estén gobernados por el impedimento estérico; pueden observarse ocasionalmente
enlaces de hidrogeno intramoleculares estables en péptidos relativamente cortos [20]. Si bien este tipo de
estructuras secundarias y enlaces de hidrégeno intramoleculares pueden existir en CD3ac, el CD3ac es muy
probablemente demasiado corta para plegarse sobre si mismo.

La importancia de la estructura secundaria en relacion con el ensamblaje en forma de esferas se demostré mediante

LCD3ac, un péptido de constitucion idéntica (secuencia de aminoacidos), pero enteramente compuesto de L-
aminoacidos. LCD3ac precipita a la estructura amorfa en el intervalo de tamafio de micrometros (Figura 5A) y el
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espectro de dicroismo circular de LCD3 cargado tiene caracteristicas a-helicoidales dominantes (Figura 5B). Los
datos combinados de MEB vy dicroismo circular indican que la caracteristica de la precipitacion esférica depende, al
menos en parte, de la presencia de D-Leu y la estructura secundaria especifica inducida por la misma.

Ejemplo 2: Nanoparticulas de péptido sélido CD3ac — Encapsulacion de la carga

CD3ac es el primer péptido sintetizado por quimica Fmoc que forma particulas sélidas en el intervalo de tamarios
nano y micrométricos y es una promesa para las aplicaciones de entrega de farmacos. Aunque las esferas CD3ac
precipitadas, en algunas realizaciones, por lo general no se adhieren entre si y no tienen afinidad observable por las
superficies de vidrio o plastico, pueden encapsular moléculas de carga durante su formacion. Se codisolvié CD3ac
con 5-carboxifluoresceina (CF) 10 x 10 M, 4,5,6,7-tetracloro-2',4',5',7'-tetrayodofluoresceina (RB) 10 x 10 M y una
mezcla equimolar de ambos colorantes, respectivamente. El experimento se realizé a pH 5, donde RB esta cargada
pero la CF esta en gran medida protonada presentando baja solubilidad en soluciéon acuosa. El volumen de
disolvente se volvié a ajustar a 50 yl después de la contra-evaporacion, por lo que el contraste de fluorescencia
entre el fondo y las perlas de péptido puede determinar al menos cualitativamente la acumulacion de carga dentro
de las esferas.

Tanto la CF como la RB son captadas por las perlas de CD3ac, mas bien con independencia del estado de carga del
colorante (Figuras 6A-6C). Sin embargo, las perlas cargadas con CF se agregan en ensamblajes con forma de uva,
(Figura 6B), mientras que las esferas cargadas con RB no se adhieren entre si (Figura 6A), muy probablemente
debido a la visualizaciéon de RB cargada sobre o cerca de la superficie de la perla.

Tanto un colorante hidréfobo tal como CF como un colorante relativamente hidrofilo tal como RB pueden
encapsularse en perlas de CD3ac. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, las moléculas hospedadoras pueden
preasociarse a CD3ac en una fase temprana (en solucién) y ensamblarse después de la retirada de etanol. El grado
de preasociacion y por tanto la eficiencia del coensamblaje, dependera de la afinidad de los compuestos de
hospedadores y de los huéspedes; en el caso de derivados xanteno tales como CF y RB, la interacciéon de
estructuras de anillo deslocalizadas podria contribuir a su preasociacion con CD3ac.

Para analizar la composicién molar de las perlas de CD3ac cargadas, se cuantificd el contenido de colorante las
perlas de CD3ac cargadas con RB. RB es faciimente disponible y soluble en etanol asi como en agua. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, la solubilidad en agua es obligatoria para evitar la precipitacion de carga fuera de las
perlas de péptido en el intercambio de disolvente. Ademas, la absorcion de luz de RB no se inactiva fuertemente en
mezclas de agua y DMSO, lo que permite la cuantificacién conveniente y precisa mediante densidad optica.

En pocas palabras, CD3ac y RB se codisolvieron a diferentes relaciones de concentracion en EtOH al 50 %. Se
aplicaron 50 pl de cada uno a placas de cristalizacion de 24 pocillos y se contraevaporaron cuatro veces contra 1 ml
de H,O durante 16 h. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Las esferas CD3ac generalmente
precipitan después de aproximadamente 30 min, dependiendo de la concentraciéon de RB. Después de equilibrar el
disolvente, el sedimento de perlas formado se resuspendié y se normalizé con H>O a un volumen final de 100 pl. Las
muestras se centrifugaron durante 30 min a 20.000 g, antes de que se separaron 80 pl de sobrenadante.
Posteriormente, la fraccion de sedimento restante se diluyd 1:1 con 20 yl de DMSO para disolver los ensamblajes de
péptidos. Contrariamente al etanol, el uso de DMSO ayuda a reducir la evaporacion de la muestra y produce valores
de absorcion estables durante al menos 5 min (el volumen de la muestra para un experimento de UV-Vis es de 4 y,
véase la seccion Materiales y Método de ejemplo que se ha descrito anteriormente).

Los datos de cuantificacion de co-ensamblaje se resumen en la Figura 7A. La concentracion de CD3ac se mantuvo
constante a 615 x 10 M en los experimentos que se describen en el presente documento. La relacion molar disuelta
inicialmente de colorante a péptido se proporciona como [RB]/[CD3ac].. Por ejemplo, a [RB]/[CD3ac]i = 1 como
condicién de partida experimental, después de la formacion de perlas, aproximadamente un tercio de la composicion
molar de la esfera (nRBy/nCD3ac,) es RB (circulos abiertos como se muestra en la Figura. 7A) y aproximadamente
el 25 % de colorante disuelto inicialmente se cargd en perlas de CD3ac (nRB,/nRB;, triangulos abiertos como se
muestra en la Figura 7A). Como se muestra en la Figura 7B, la absorcion de fracciones de sedimento y de
sobrenadante a 280 nm (absorcion maxima de triptéfanos) indica que CD3ac precipita casi cuantitativamente en
presencia de un amplio intervalo de concentraciones de RB (la relacion molar de RB a CD3ac [RB]/[CD3ac]; en los
experimentos que se describen en el presente documento abarca 1,5 6rdenes de magnitud). La adicion de
concentraciones mayores de RB puede conducir a mas moléculas de colorante coensambladas dentro de las perlas
de CD3ac; sin embargo, la relacion de RB inicialmente disuelta y coensamblada no es linealmente proporcional y la
eficiencia del coensamblaje (nRBp/nRBi) alcanzara un limite de saturacion.

La eficiencia de encapsulacion de RB en perlas de CD3ac puede ascender hasta al menos aproximadamente el
30 % p/p o al menos aproximadamente el 40 % en moles o mayor en relaciones de concentracion analizadas, lo que
corresponde a un aumento de aproximadamente 900 veces la concentracion de RB o un coeficiente de particion
logaritmica de RB en CD3ac/H20 de 2,95. Similares o incluso mayores eficiencias se contemplan para moléculas de
carga hidréfoba; sin embargo, la cuantificacion exacta de los compuestos insolubles en agua puede ser propensa a
artefactos debido a la precipitacion de carga fuera de las perlas de péptido en el intercambio de disolvente.
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La capacidad de CD3ac de preasociarse de manera eficiente y coprecipitar RB es notable, al menos en parte debido
a que RB esta doblemente cargada y es hidrosoluble. De hecho, su solubilidad en agua es aproximadamente cinco
veces mayor que en etanol. Como se presenta en el presente documento, el ensamblaje de perlas de CD3ac no se
inhibe por la presencia de concentraciones equimolares de RB y se contempla que, sin quedar ligado a teoria
alguna, el péptido y el colorante interactuan principalmente sobre interacciones aromaticas que conducen a una
unidbn mas bien inespecifica (en comparacidon con, por ejemplo, avidina/biotina). Esta funcionalidad puede
complementar las propiedades de encapsulacién de nanoparticulas lipidicas sélidas, asi como sistemas vesiculares.

En el presente documento se presenta una secuencia altamente hidrofoba de 10 aminoacidos sintetizados y
purificados con altos rendimientos y cantidades preparativas. El péptido (CD3ac) puede ensamblarse en perlas de
forma uniforme, de baja polidispersidad de tamafio en ausencia de cualquier estrategia de moldes. Las mediciones
de dicroismo circular de derivados cargados de CD3ac indican una relacion estructural con gramicidina D,L-
helicoidal y el papel esencial de D-Leu con respecto a su estructura secundaria especifica. LCD3, que contiene
exclusivamente los aminoacidos L, presenta caracteristicas a-helicoidales y precipita de forma amorfa en su estado
acetilado. CD3ac puede encapsular ambos compuestos hidrofilos e hidréfobos con eficiencias superiores a las
estrategias de encapsulacion existentes [15], por ejemplo, dando como resultado coeficientes de reparto
logaritmicos de al menos 2,95 y la eficiencia de encapsulacion no esta limitada por la concentracion de las especies
hidrofilas en solucién, a menos que alcance un limite de saturacion.

De acuerdo con diversos aspectos y realizaciones que se describen en el presente documento, el estado de las
particulas de péptido solidas junto con una encapsulacion de carga altamente eficiente puede utilizarse para
disminuir la degradacion de productos farmacéuticos sensibles y caros y puede aplicarse para entregar altas cargas
utiles en las células. Un sistema de entrega de farmaco de este tipo puede atrapar y acumular moléculas huéspedes
(por ejemplo, principios activos) en un procedimiento practico de una etapa. Por tanto, en el presente documento se
presenta un sistema de entrega de farmacos no polimérico basado en componentes basicos de aminoacidos
naturales y la sintesis mediante quimica Fmoc, que pueden aumentar la actual bateria de herramientas de las
especies coloidales y supone una promesa para aplicaciones médicas.

Ejemplo 3. Nanoparticulas de CD3ac con una corona de proteinas para la entrega de farmacos a las células

Como se describe en los Ejemplos 1 y 2, las nanoparticulas de péptidos CD3ac pueden ensamblarse a partir de
CD3ac disuelto por adicion de agua: se forma una emulsién espontaneamente segun la mezcla ternaria (CD3ac,
disolvente organico, H20) se lleva la region de dos fases (CD3ac, H2O). El proceso de emulsion se asemeja al
efecto ouzo (8), sin embargo, las gotitas de CD3ac se endurecen a particulas solidas segun se elimina el disolvente
organico. Los ejemplos 1 y 2 demuestran que las moléculas aromaticas con carga neutra, asi como las cargadas,
pueden migrar a la fase dispersa y quedar atrapadas durante la formacion de particulas (5).

En el Ejemplo 3, en el presente documento se presenta un nuevo sistema de entrega de farmacos que consiste en la
matriz de péptido CD3ac, la carga atrapada (Flutax-2) y una corona de transferrina, opcionalmente marcada con
Alexa Fluor 568 (Tfn-AF568) con fines de visualizaciéon. Para evaluar la disposicion espacial de los reactivos en
particulas de CD3ac autoensambladas, se disolvieron péptidos CD3ac junto con Flutax-2 y Tfn-AF568 en EtOH al
50 % y el contenido de EtOH se redujo en etapas como se muestra en los Materiales y Métodos de ejemplo mas
adelante. Las Figuras 8A-8] muestran imagenes de fluorescencia de las nanoparticulas transportadoras de farmaco
de péptido CD3ac resultantes. En esta realizacion, las nanoparticulas CD3ac tenian aproximadamente 3 um de
diametro, el tamafio disefiado para ser lo suficientemente grande para distinguir la distribucién de la fluorescencia
entre el nucleo y la superficie por microscopia éptica convencional. Sin desear quedar ligado, pueden producirse
nanoparticulas de péptido CD3ac mas pequefias o mas grandes. Tfn-AF568 muestra un anillo luminoso de
fluorescencia en la periferia de la particula mientras que la fluorescencia de Flutax-2 se distribuye por igual en toda
la particula (Figuras 8A-8C). La eficacia de captura se midioé determinando el coeficiente de reparto de Flutax-2 entre
las particulas de péptido y agua (Figuras 9A-9D). El coeficiente de particion de Flutax-2 entre las particulas de
péptido y agua se determino que era 5,25, es decir, en las condiciones experimentales aplicadas, mas del 80 % del
Flutax-2 codisuelto escapa a la fase acuosa y queda atrapado en las particulas. Dicho valor de coeficiente de reparto
es notablemente alto para un compuesto hidrosoluble.

Las proteinas son generalmente tensioactivas y pueden adsorberse sobre las interfaces solido-liquido. En
consecuencia, se buscé determinar si las particulas en contacto con soluciones de proteinas pueden quedar
cubiertas con una capa de proteinas que se denomina "corona de proteina" (10). Como tal, se evalu6 si el borde
pronunciado de la fluorescencia roja representa una corona que consiste en Tfn-AF568. Para evaluar esto, las
particulas que se describen en el presente documento se incubaron durante 6 horas en 50 pg/ml de tripsina. El
borde desaparecio, mientras que la distribucion espacial de la carga de Flutax-2 permanecio inalterada (Figuras 8D-
8F). La cuantificacion de los perfiles de nivel de gris indica que la intensidad del borde de Tfn-AF568 se redujo 3
veces después de la incubacion con tripsina (Figura 8G). Al mismo tiempo, la eliminacién de la corona de Tfn-AF568
dio lugar a un aumento de la fluorescencia verde de Flutax-2 hasta un factor de 13 (Fig. 8H), originando la
superposicion espectral de Tfn-AF568-absorcion y Flutax-2-emision. Juntos, estos experimentos indican que el
autoensamblaje de CD3ac, Flutax-2 y Tfn-AF568 conduce a la formacion de particulas con Flutax-2 atrapado y una
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corona de Tfn-AF568 adsorbido en la superficie. La tripsinizacion de las particulas autoensambladas pueden dar
como resultado la degradacion proteolitica de Tfn-Af568 seguida de desorcion superficial de los fragmentos (Figura
8l).

Las particulas para la entrega de farmacos estan generalmente entre 8 nm y 200 nm de diametro ya que este
intervalo de tamario es menos probable que se elimine por el rifién y el higado (4). Ademas, la endocitosis mediada
por receptor, un posible mecanismo para la captacion de particulas que contienen farmaco dirigidas, es dependiente
del tamafio y es mas eficiente para particulas mas pequefias de aproximadamente 150 nm (11). Con el fin de reducir
el tamafio de particula CD3ac, se disolvieron concentraciones de péptido mas bajas antes de la emulsion: Las
Figuras 10A-10C muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de particulas de péptidos preparadas a partir
de CD3ac 492 uM, 246 yM y 123 uM, ensambladas en presencia de 10 ug/ml de Tfn-AF568. Las diferencias de
tamafio resultantes se resumen en la Figura 10D mediante perfiles de intensidad de fluorescencia asociada a
particulas. El anillo caracteristico, todavia visible a 492 mm, no puede observarse en particulas mas pequefias
debido al limite de difraccion de la luz visible, aunque la microscopia 6ptica confirma la presencia de Tfn-AF568 en
particulas menores de 300 nm (Figura 10E). Para confirmar la formacién de corona de Tfn-AF568 sobre las
nanoparticulas (d <100 nm), se aplico microscopia electrénica de transmision (MET).

Corona
Brevemente, se utiliza P Caga  en el presente documento como un acrénimo para las nanoparticulas de péptido
CD3ac autoensambladas en presencia de carga (por ejemplo, Flutax-2 utilizado en el presente documento) y corona
(por ejemplo, Tfn-AF568 utilizado en el presente documento). Las Figuras 10F-10l muestran imagenes de MET de

particulas PNP en diversas configuraciones: PNPriutx-2 (Figuras 10 F-10G) y PNPF%;‘_';S“ (Figuras 10H-10I).

Ambas muestras se tifieron con acetato de uranilo, apartando las particulas brillantes y el fondo oscuro. Se
detectaron PNPrutax-2 €n gran numero y uniformemente distribuidas en la pelicula de carbono (Figura 10F). Por el

contrario, solo pudieron detectarse algunas particulas en la muestra dePNPg’l";‘_';S“; en su lugar, se agruparon

(Figura 10H), lo que indica el proceso de deshumectacion y la evaporacion de agua residual durante la preparacion
de la muestra y, por tanto, la afinidad diferencial para el soporte de carbono hidréfobo. El aumento mayor (Figura
101) muestra un borde de contraste intermedio en la interfaz de las nanoparticulas. Su espesor medio de 9,85 nm
(desviacion tipica = 2,1, n = 99) esta de acuerdo con el diametro de proteina esperado (12). Aunque ambas
muestras se prepararon mediante el mismo protocolo, el diametro medio de PNPriutax-2 (100 nm, Figura 10J) era dos

veces el de PNPF%;‘_';S“ (51 nm, sin incluir la corona, Figura 10K). Sin desear quedar ligado a teoria alguna, el

tamafio medio de las particulas de péptido depende no solo en parte de la concentracién de péptido, sino también
en parte de la presencia de moléculas tensioactivas que estabilizan la emulsidon en una fase temprana en el proceso
de separacion de fases (8). Por tanto, estos analisis de microscopia electrénica indican que los diametros de
particulas de péptidos pueden controlarse hasta unos diez nanémetros, por ejemplo, mediante la modulacién de
diferentes parametros de procesamiento, por ejemplo, pero no limitados a, la concentracién de péptido y/o la
concentracion y/o los tipos de moléculas tensioactivas. Junto con las imagenes de microscopia de fluorescencia de
las Figuras 8A-8F, las imagenes de MET indican la presencia de una corona de Tfn-AF568 en las PNP.

Ejemplo 4. Entrega de Flutax-2 en células CHO mediante nanoparticulas de CD3ac con una corona de
proteina

La union selectiva a receptores de transferrina (TfR) depende de la funcionalidad de la corona de proteina: su
funcién puede verse comprometida por la desnaturalizacion de proteinas, el impedimento estérico (aglomeracion) o
la orientacion desfavorable relativa a la superficie de las PNP. La acumulacion de PNP en las superficies celulares
puede atribuirse a las interacciones especificas receptor-corona y/o a asociaciones no especificas. Por ejemplo, las
fuerzas electrostaticas (Coulomb) y electrodinamicas (Van der Waals) pueden contribuir a la asociacion inespecifica
(13-15). Con el fin de ensayar la funcionalidad de la corona detectada en la mediacion de la unién especifica, el
numero de PNP asociadas a la superficie celular se relacioné con la densidad de TfR disponibles utilizando dos
protocolos experimentales independientes: a) uniéon a PNP por Tfn en soluciéon; y b) comparacion de union a PNP
entre las células de ovario de hamster chino (CHO) que expresan TfR y células TRVb, que derivan de tejido de
ovario de hamster chino que carece de TfR enddgena pero expresa TfR2 (16). Las Figuras 11A-11H muestran

imagenes de microscopia de células CHO incubadas durante una hora conPNPlZl):'l";:‘_';S68 Se detectd acumulacion

significativa de las PNP dentro del perimetro de células proyectada (Las Figuras 11A-C), que podria bloquearse por
incubacion de células CHO con Tfn 17 yM sin marcar (Figuras 11D-11F). Esto indica que las interacciones de las
PNP con la superficie de la célula dependen del TfR libremente valente. La Figura 11G muestra que la menor

densidad de TfR en TRVB conduce a una tasa de asociacién significativamente reducida dePNPg’l";‘_';S“. La

incubacién de TRVB con Tfn 17 M sin marcar bloquea la union dePNPg'l":_';S“Io que indica que en estas células
PNP”"‘AFS“interactUan mayoritariamente través del receptor de baja abundancia TfR2. La aplicacion del exceso

Flutax-2
de Tfn no solo podria competir con las PNP por TfR sino que también puede intercambiar el Tfn-AF568 fluorescente
en la corona de particulas por Tfn no fluorescente. Para evaluar esta posibilidad, la distribuciéon de intensidad de
fluorescencia de PNT™-4F%8 incubada a 37 °C en presencia y ausencia de Tfn 17 uM después de 24 horas se
compararon y habia diferencias insignificantes (Figuras 9C-9D). Esto indica que la tasa de uniéon mediada por TfR de
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las PNP a la superficie celular es mucho mas rapida que el intercambio de proteinas en la superficie de PNP. Junto
con los resultados presentados en las Figuras 11A-11H, se demuestra que las PNP se unen a TfR especificamente
a través de la corona de Tfn-AF568.

Mientras que PNPF%;‘_';S“ puede unirse a las células a través de interacciones con TfR, Tfn podria disociarse de la

corona de PNP antes de que la internalizacion tenga lugar y/o la diferencia de tamafio entre proteinas Tfn
individuales y una NP puede afectar a la captacion celular. Por tanto, después se buscdé determinar si las particulas
pueden ser internalizadas por las células. La distincion entre las PNP asociadas e internalizadas no puede deberse
directamente a la forma plana de las células de superficie adherente y a una resolucion z limitada de la microscopia
optica. Como se ha mostrado anteriormente, la eliminacion de Tfn-AF568 de la superficie de la particula puede
detectarse por un cambio pronunciado de verde a rojo en la relaciéon de fluorescencia (V/R). Como tal, se midi6 la
distribucion de V/R para distinguir entre las PNP asociadas e internalizados en las células, como se muestra en las
Figuras 12A-12M, respectivamente. Las células CHO se fijaron y se tomaron imagenes después de 1 hora

(Figs.12A-12E) y después de 6 horas (Figs.12G-12K) de incubacion conPNPg'l":_';S“.Después de 1 hora, la

distribucion de V/R mostré un pico estrecho aproximadamente a 1,5 para ambas PNP dentro (Figura 12E, barras
negras) y fuera (Figura 12E, barras grises) del perimetro de la célula. Como se muestra en la Figura 12K, después
de 6 horas, la poblacion de PNP dentro del perimetro de las células (barras negras) muestra un cambio significativo
hacia valores mas altos de V/R, mientras que la distribucion de V/R de las PNP fuera del perimetro de las células
(barras grises) se mantuvo confinada en torno a 1,5. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se contempla que
tras la incubacion durante 1 hora, la mayoria de las PNP aun no han llegado a un compartimento lisosémico y las
que se han internalizado todavia tienen una corona intacta que contiene Tfn-AF568; después de seis horas, la
mayoria de las PNP habian sido transportadas en los lisosomas y sus coronas de proteinas se habian digerido
proteoliticamente. Los productos de degradacion mas pequeiios pueden disociarse de la superficie de la particula
debido a las fuerzas mas débiles de Van der Waals (17). En analogia a un aumento en V/R después de la
eliminacion de la corona por la tripsina (Figura 8H), la digestiéon proteolitica de la corona de PNP en los lisosomas
puede producir un aumento en los valores de V/R de las PNP internalizadas. Esto se corrobora por los valores sin
cambios de V/R de las PNP detectados en la superficie de vidrio. Los cambios en V/R pueden usarse en el presente
documento como un indicador cualitativo de las PNP internalizadas (debido a la cinética de digestion relativamente
lenta) para demostrar que las PNP con una corona de Tfn-AF568 pueden entrar o ser captadas por las células, por
ejemplo, por endocitosis mediada por clatrina a través de TfR (18).

Para evaluar si la unién y la internalizacién de las PNP puede dar como resultado la importacién selectiva de carga
de molécula pequeia, se analizo6 la liberacion de Flutax-2 encapsulado en las células 24 horas después de la adicién

de PNPF%:_';S“en las células (Figuras 13A-13l). El Flutax-2 es un derivado modificado con Verde de Oregén (OG)

de paclitaxel (19), un inhibidor mitético aplicado en la terapia del cancer (20). A diferencia de su forma no marcada,
Flutax-2 se estd cargado y es hidrosoluble a la concentracién aplicada y, por consiguiente no penetra las
membranas celulares. Por tanto, se utilizé6 un compuesto modelo para investigar la eficiencia y la especificidad de la
entrega de moléculas pequefias por las PNP al citosol. Se incubaron células CHO durante 24 horas con Flutax-2

0,67 uM, ya sea disuelto en medios (Figuras 13A-13C) o atrapado en PNPF%;‘_';S“ (Figuras 13D-13G). La emision

de Flutax-2 en el citosol se promedié para cuantificar la cantidad de compuesto entregado a las células. La
permeacién directa de Flutax-2 disuelto a través de las membranas celulares no se pudo detectar ya que la
fluorescencia resultante no supero el nivel de autofluorescencia (Figuras 13B y 131). Por otro lado, la incubacién con

PNPF%:_';S“dio como resultado una fuerte sefial de fluorescencia verde difusa (Figuras 13E y 13G.), lo que indica

la entrega de Flutax-2 al citosol. La entrega se redujo significativamente por la competencia de las interacciones
PNP-célula con Tfn 17 pM disuelto y sin marcar en medio de cultivo celular (Figura 13H). Asimismo, la tasa general
de entrega fue significativamente menor para las células TRVb, que expresan solamente TfR2 (Figura 13H).

En el presente documento se presenta un sistema de entrega dirigido de farmacos que consiste en una matriz de
péptido CD3ac, Flutax-2 impermeable a las membranas celulares como carga y Tfn-AF568 como un ligando
especifico de receptores de la superficie celular, de acuerdo con una o mas realizaciones que se describen en el
presente documento. Los tres componentes pueden autoensamblarse para formar particulas cargadas con farmaco
y funcionalizadas mediante la aplicacion de un procedimiento de una sola etapa (por ejemplo, una solo etapa de
aproximadamente 15 minutos). Sin desear quedar ligado, la simplicidad del sistema y el protocolo de formacion se
origina en la interaccion concertada de todos los componentes implicados: CD3ac no solo es un material de la
matriz, sino que reemplaza rutinas de encapsulacion debido a su alta afinidad por moléculas aromaticas pequefas.
El proceso de captacion de carga mas probable se asemeja a una extraccion de liquido de dos fases donde Flutax-2
escapa de la fase acuosa y se acumula en las gotitas de péptidos, probablemente debido a la alta afinidad entre
sistemas de anillo deslocalizados de triptéfanos y Flutax-2. Adicionalmente, la solubilidad del péptido en disolventes
organicos suaves permite la disolucion simulténea y el autoensamblaje de todos los componentes implicados. La
presencia de Tfn-AF568 durante la emulsion de CD3ac da como resultado la formacion de una corona de proteinas,
que dirige PNP contra TfR. Adicionalmente, la presencia de la proteina en la superficie de las particulas puede
permitir la modulacién del tamafio de particula debido a su actividad de superficie y por tanto estabilizacion en fase
temprana de la emulsion de péptidos. Tras la internalizacion de las PNP en compartimentos lisosomicos, la digestion
proteolitica en una escala de tiempo de unas pocas horas puede retirar la corona y a su vez liberar la carga atrapada
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en el citosol en una escala de tiempo de dias. La relacion de fluorescencia de los colorantes verde encapsulado (por
ejemplo, Flutax-2 utilizado en el presente documento) y rojo adherente a superficies (por ejemplo, Tfn-AF568) puede
cambiar a un valor mas alto (por ejemplo, por un factor de 13) al retirar la corona y este cambio puede permitir una
descripcion cualitativa de captacion celular de particulas. La unién de PNP a TfR y el intervalo de tamafio de las
particulas indican captacion de particulas, por ejemplo, a través de endocitosis mediada por clatrina. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, la liberacién de carga puede volver a la degradacion proteolitica de las PNP en el
lisosoma. Es probable la estructura de los productos de degradacion de CD3ac cargado penetren las membranas
lipidicas y puedan conducir a la rotura de los lisosomas (21).

Materiales y métodos de ejemplo (para los Ejemplos 3-4)

Soluciones madre: La sintesis y purificacion de CD3ac se describié en "Materiales y Métodos de ejemplo para los
Ejemplos 1-2" (Véase, por ejemplo, Dittrich y Meier (2010) Macromolecular Bioscience 10: 1406). Brevemente, el
péptido se sintetizd sobre una fase solida utilizando la quimica del grupo de proteccién Fmoc y se purificé en
material de cromatografia C18 de fase inversa (RP) aplicando un gradiente de acetonitrilo y agua. La pureza se
determin6 por integracién de los picos de los perfiles de elucion de RP-HPLC a A%° y supera el 95 %. Se prepararon
soluciones madre de CD3ac disolviendo el péptido en EtOH:H,O (1:1 v/v). La concentracion se determind por
absorcion (Thermo Scientific Nanodrop 2000) a 280 nm en una mezcla de EtOH:H,O:DMSO 1:1:2 teniendo en
cuenta €280 = 21780. La concentracion de péptido se ajustd a 742 yM con EtOH:H20 (1:1 v/v) y partes alicuotas de
200 pl se almacenaron a -80°C hasta su uso posterior. Se disolvié Tfn-AF568 (Invitrogen, T-23365) a una
concentracion de 500 ug/ml y se almacend a +4 °C. Se disolvio Flutax-2 (Invitrogen, P22310) a una concentracién de
40 yM en H2O:EtOH (1:1) y se almacend a -80 °C.

Ensamblaje de particulas, conduccién y formacion de corona: Las PNP se ensamblaron mediante la mezcla de
soluciones madre de CD3ac, Tfn-AF568 y Flutax-2 para proporcionar concentraciones finales de CD3ac 123 pM,
Flutax-2 6 uM y Tfn-AF568 10 pug/ml en H,O:EtOH (1:1, v/v). La emulsion se indujo mediante una primera etapa de
dilucion (1:1, H20) seguida de un periodo de equilibrio de 15 minutos antes de que el contenido de etanol se
redujese adicionalmente al 25 % en la segunda etapa de dilucion (1:1, H20). Se aplicaron alicuotas de 50 pl de la
suspension resultante a placas de cristalizacion por gota posada de 24 pocillos (Hampton Research, Cryschem) y se
contraevaporaron 3 veces contra 1 ml de H>O durante seis horas.

Experimentos en células cultivadas: Se cultivaron estirpes celulares CHO en F12:DMEM 1:1 (Cellgro, 10-090) mas
suero bovino fetal al 10 % (Gibco). Se sembraron 2 x 10* células en 0,5 ml de medio en cubreobjetos de vidrio
(VWR, 89015-724) en placas de 24 pocillos (Falcon, 353047) y se incubaron durante 16 horas. Las células se
lavaron una vez con PBS y se incubaron durante 30 minutos adicionales en medio F12 de Ham (Cellgro, 10-080)
antes de que se aplicaran 50 pl de solucidon de nanoparticulas (NP) (como se prepard anteriormente) en 250 pl de
F12. La concentracion de CD3ac utilizada en la incubacién de células corresponde, por tanto, a 8,3 pg/ml, ignorando
el peso del Flutax-2 y el Tfn-AF568 asociados. En ensayos de competencia, las células se preincubaron durante
30 min en medio F12 que contenia Tfn 17 uM (Sigma, T1283) antes de que se afiadiera una solucion de 50 pl de
PNP en 250 pl de F12 que contenia Tfn 17 yM. Las muestras se fijaron con paraformaldehido al 3 % (Sigma, P6148)
en PBS, se montaron sobre portaobjetos de vidrio usando medio de montaje fluorescente (Dako, S3023) y se
analizaron a las 24 horas.

Fluorimetria: Se realizaron experimentos de fluorescencia en un lector de placas BMG FLUOstar Omega en placas
negras de 384 pocillos (MP100-1, Matrical). Se midieron series de dilucion de Tfn-AF568 y Flutax-2 en
H20:DMSO:FBS 6:3:1 (V:V:V) y los puntos de datos se ajustaron de forma lineal.

Tabla 4: Parametros de ejemplo determinados a partir de la regresion lineal de datos

Tfn-AF568 Flutax-2
Valor Error tipico  |Valor Error tipico
Intercepcion (4501,69 234,76 4809,00 85,56
Pendiente {1,011 x 10% |5750,49 5,573 x 100 |2,515 x 108
R? 0,99977 0,99986

Para determinar las eficiencias de encapsulacion de Flutax-2, las PNP se ensamblaron con el procedimiento descrito
anteriormente en presencia de una concentracion fija de Tfn-AF568 (10 pg/ml) y diversas cantidades de Flutax-2
(1,6 M, 4 uM, 8 uM, 12,5 uM y 16 uM). Después del ensamblaje en placas de cristalizacion (véase anteriormente)
las muestras de PNP se normalizaron con H>O a 100 ul y se centrifugaron durante 1 hora a 16.000 g antes de que
se separaran 80 pl de la fraccion de sedimento. Ambas fracciones se normalizaron a 133,3 yl en H,O:DMSO:FBS
6:3:1 (v:vv) antes de que se aplicaran 120 pl a la placa de pocillos y se midiera la intensidad de fluorescencia.

Microscopia electrénica de transmision: Se prepararon muestras de PNP como se ha descrito anteriormente. Se

suspendieron 5 yl de PNP en suspensién en H,O a una red de cobre recubierta con pelicula de carb6on (malla
cuadrada 400, Electron Microscopy Science) y se secaron. La muestra se tifio con 10 pl de acetato de uranilo 1 %
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durante un minuto. El exceso de tinte se retiré con un papel de filtro y posteriormente se aplicé a un Tecnai G? Spirit
BioTWIN.

Microscopia: Las células fijadas se analizaron en un microscopio invertido Nikon Ti equipado con una lente objetivo
60x Plan Apo NA 1.4. La fluorescencia de DAPI se excité con un filtro 360/40 y se recogié con un filtro de emision
460/50. La fluorescencia del verde Oregoén se excitd con un filtro 360/40 y se recogio con un filtro de emision 480/40.
La fluorescencia de AF568 se excitd con un filtro 545/30 y se recogié con un filtro de emision 620/60. Las imagenes
se adquirieron con camara CCD enfriada ORCA R2 Hamamatsu controlada con el software MetaMorph 7. La
radiacion gamma, el brillo y el contraste se ajustaron en las imagenes mostradas (de forma idéntica para los
conjuntos de imagenes comparados) utilizando el software Imaged. Se recogieron secciones opticas de la serie z
con un tamano de etapa de 0,25 micrometros que van del portaobjetos de vidrio a la PNP mas alta detectable
utilizando un motor de enfoque Prior Proscan Il. Las muestras observadas después de 1 hora y 6 horas de
incubacion con PNP son proyecciones de apilamiento maximo (fusionadas) de canales de AF568 y Verde de Oregén
(OG). Las muestras observadas después de 24 horas se obtuvieron por proyeccion promedio de fluorescencia de
Verde de Oregdn y proyeccion maxima de apilamientos de AF-568. La proyeccion promedio de OG se utilizé para
cuantificar las diferencias de fluorescencia de Flutax-2 en el citosol. Los perimetros de las células se segmentaron
manualmente en imagenes de DIC. Los puntos de maxima fluorescencia se extrajeron mediante ImageJ (v. 1.43u)
utilizando una tolerancia de ruido de 50 en la clase publica MaximumFinder.

Ejemplo 5. Entrega de nocodazol en células HelLa con una o mas realizaciones de nanoparticulas de CD3ac

La Figura 16A muestra una realizacion de las nanoparticulas de CD3ac, en la que EGF (opcionalmente marcado con
rojo Texas con fines de visualizacion) es un ligando de direcciéon a células. Dichas nanoparticulas de CD3ac con
EGF como ligando pueden ser captadas por las células, como se muestra en la Figura 16B. Para producir perlas de
CD3ac encapsuladas con nocodazol, en algunas realizaciones, se disolvieron CD3ac 21 pM, EGF 2 ug/ml (marcado
con rojo Texas con fines de visualizacion) y nocodazol 20-40 uM en un disolvente organico (Figura 17A o 17G). El
intercambio de disolvente con agua puede dar como resultado la formacion de una emulsion y, por tanto,
nanoparticulas sélidas de CD3ac que contienen nocodazol y EGF. En algunas realizaciones, al menos una parte de
EGF se encapsulo en perlas de CD3ac. Ademas, el EGF puede adsorberse en la superficie exterior de las perlas de
CD3ac, dando como resultado perlas de CD3ac funcionalizadas con EGF.

Después de la incubacion de las células HeLa en medios que contenian dichas particulas de CD3ac encapsuladas
con dos concentraciones diferentes de nocodazol (20 uM o 40 pM), las imagenes microscopicas fluorescentes
(Figura 17B-17F y 17H-17K) muestran que las particulas de CD3ac funcionalizadas con EGF fueron captadas por
las células HelLa y los microtibulos en esas células Hela tratadas con particulas de CD3ac funcionalizadas con
EGF estaban en gran parte despolimerizadas. Sin embargo, las células Hela tratadas con el sobrenadante de
suspensiones de CD3ac preincubadas y centrifugadas todavia contenian microtubulos intactos. Esto indica que el
nocodazol puede ser entregado en las células por las particulas de CD3ac funcionalizadas con EGF.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la unién y la captacion de la perla por las células pueden producirse a
través de la interaccion del EGF adsorbido en la superficie de las particulas de CD3ac con el EGFR presente en las
células Hela.

Ejemplo G. Nanoparticula de CD3ac que dirige con IgG

Las nanoparticulas de CD3ac que dirigen con IgG pueden prepararse en un procedimiento de una sola etapa como
se describe en el presente documento. La Figura 18A muestra que los anticuerpos IgG (por ejemplo, pero no
limitados a, 1gG anti-transferrina o IgG anti-conejo) pueden ser captados por la nanoparticula de CD3ac. Ademas,
como se muestra en la Figura 18B, la incubacién de las nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas con IgG anti-
transferrina con transferrina A-546 generd sefiales de fluorescencia (indicada mediante puntos blancos), lo que
indica que la IgG esta presente en la superficie de las nanoparticulas de CD3ac y permite la unién de la IgG con
transferrina A-546. De forma similar, la incubacion de las nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas con IgG anti-
transferrina con un anticuerpo secundario (por ejemplo, puede utilizarse 1gG anti-conejo si la IgG anti-transferrina se
genera en conejos) también dio como resultado la union de la IgG presente en la superficie de la nanoparticula de
CD3ac con los anticuerpos secundarios (indicada por mediante puntos blancos en la Figura 18C). La orientacion de
la IgG en la superficie de contacto de las nanoparticulas es probablemente isotrépica ("aleatoria"), por ejemplo, el
sitio de unidn al antigeno y/o el epitopo para los anticuerpos secundarios estan expuestos y son accesibles.

Ejemplo 7. Entrega de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) por particulas de péptidos (por
ejemplo, particulas de péptido CD3 o particulas de péptidos mixtas que comprenden péptidos CD3ac y CD3)

La transfeccion de ADN/ARNip puede establecerse mediante una particula de péptidos que es i) esta cargada vy ii)
es estable. Aunque las particulas de CD3ac (secuencia peptidica mostrada en la Tabla 3) son insolubles en agua,
por lo general no estan cargadas y por tanto es poco probable que se unan a moléculas de acido nucleico (por
ejemplo, ADN o ARN, incluyendo, pero no limitado a, ARNip). El péptido CD3 (secuencia peptidica mostrada en la
Tabla 3) contiene 4 aminas primarias (lisinas 3 + 1 extremo N) que pueden estar ya sea cargadas o acetiladas.
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Para evaluar la eficacia de la transfeccion celular usando péptidos CD3, se incubaron células HeLa con una mezcla
de péptidos CD3 (con una secuencia peptidica mostrada en la Tabla 3) y moléculas de acido nucleico aniénicas (por
ejemplo, ADN monocatenario), ambos disueltos en el medio de cultivo celular en una relacion molar de
aproximadamente 3,7:1 (CD3:ADNmc). Con el fin de visualizar facilmente la presencia de ADNmc dentro de una
célula, una porcion del ADNmc afiadido al medio de cultivo celular se marcé con un marcador detectable (por
ejemplo, Alexa Fluor 488; AF488). Como se muestra en las Figuras 19A-19B, la presencia de péptidos CD3 en el
medio de cultivo celular conduce a un aumento de la fluorescencia en el citosol (Figura 19A), en comparacion con el
control (Figura 19B). Por tanto, una mezcla de péptidos anfifilicos cargados positivamente que se describen en el
presente documento (por ejemplo, péptidos CD3) y moléculas de acido nucleico aniénicas (por ejemplo, ADN o
ARN, incluyendo, pero no limitado a, ARNip) puede aumentar la eficiencia de la transfeccion celular con moléculas
de acido nucleico, en comparacion con la transfeccion celular en ausencia de péptidos anfifilicos cargados
positivamente que se describen en el presente documento (por ejemplo, péptidos CD3). Sin desear quedar ligado a
teoria alguna, debido a la estructura anfifilica y a los grupos de cabeza catidnica de los péptidos que se describen en
el presente documento (por ejemplo, péptidos CD3), algunas realizaciones de los péptidos anfifilicos que se
describen en el presente documento (por ejemplo, péptidos CD3) pueden utilizarse como péptidos de penetracion
celular o agentes de transfeccion celular.

A continuacion se buscé determinar si los péptidos anfifilicos no acetilados (por ejemplo, péptidos CD3) pueden
autoensamblarse en presencia de moléculas de acido nucleico para formar articulos de péptidos que contengan
acido nucleico. Con este fin, una mezcla de péptidos CD3, ADNmc vy transferrina se sometié a electroforesis en
agarosa (ya que cualesquiera particulas de péptidos formadas serian demasiado grandes para migrar a través del
gel de agarosa). Algo del ADNmc de la mezcla se marcé para la visualizaciéon de su movimiento en el gel de
agarosa, mientras que se afadio transferrina marcada (por ejemplo, AF568-Tfn) a la mezcla de péptido-acido
nucleico para controlar la presencia de particulas de péptidos. (Como se ha descrito anteriormente en los Ejemplos
3-6, generalmente se forma un ligando (por ejemplo, transferrina) afiadido a una mezcla de péptidos en la superficie
exterior de las particulas de péptidos.) Como se muestra en la Figura 20A, la co-localizaciéon de la sefial de Tfn-
AF568 y la sefial de ADNmc-AF488 en la zona de carga de la agarosa después de la electroforesis durante
aproximadamente 40 minutos indica que se formaron particulas de péptidos a partir de la mezcla que comprende
péptidos CD3 y moléculas de acido nucleico (por ejemplo, AF488-ADNmc) y, por tanto, no fueron capaces de migrar
en el gel de agarosa a lo largo del tiempo, mientras que otras moléculas de proteina en exceso (por ejemplo,
ADNmc y Tfn) migraron hacia el anodo.

La eficiencia de la coprecipitacion de péptidos anfifilicos no acetilados (por ejemplo, péptidos CD3) y moléculas de
acido nucleico (por ejemplo, ADNmc) también se evalud y se cuantificd, por ejemplo, mediante un método de
cromatografia HP-WAX (intercambio aniénico débil). Por ejemplo, se coprecipitaron péptidos CD3 y ADNmc para
formar particulas de péptidos que contenian ADNmc antes de la centrifugacion y la separacion del sobrenadante y el
sedimento, ambos de los cuales se sometieron después a una maquina de cromatografia HP-WAX. Como se
muestra en la Figura 20B, la mayoria de los péptidos CD3 y ADNmc se detectaron en el sedimento de las particulas
de péptidos, en comparacion con las cantidades en el sobrenadante, lo que indica que la formacion de particulas de
péptidos que contienen ADNmc mediante el método de coprecipitacion es altamente eficiente.

Hay que sefialar que una mezcla de péptidos CD3 y moléculas de acido nucleico puede autoensamblarse para
formar particulas estables en agua pura; sin embargo, generalmente no son estables y se disuelven, en respuesta al
aumento de las fuerzas salinas y las temperaturas mas altas.

Sin limitaciones, existen dos métodos de ejemplo para disminuir la solubilidad de nanoparticulas de péptidos que
contienen acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN, incluyendo ARNip). Por ejemplo, el primer enfoque puede
implicar una mezcla de péptidos completamente acetilados (por ejemplo, CD3ac con una secuencia peptidica como
se muestra en la Tabla 3) y péptidos parcialmente y/o no acetilados (por ejemplo, CD3 con una secuencia peptidica
como se muestra en la Tabla 3) durante el ensamblaje de particulas. A pesar de que CD3 es hidrosoluble, puede
coprecipitar con CD3ac. Por tanto, la carga neta de una nanoparticula de péptidos puede modularse facilmente, por
ejemplo, mediante el control de la relacidon de concentracién o molar de péptidos parcialmente y/o no acetilados (por
ejemplo, CD3) y péptidos totalmente acetilados (por ejemplo, CD3ac). A modo de ejemplo solamente, mas CD3ac
puede aumentar la estabilidad de las particulas mientras que mas CD3 puede proporcionar mayores capacidades de
carga para ARNip/ADN, asi como un mayor potencial para penetrar las membranas celulares debido a sus cargas
netas. Un experto en la materia puede determinar la relacion éptima de CD3 a CD3ac en nanoparticulas de péptidos
mixtas para aplicaciones particulares, por ejemplo, entrega de ARNsi o ADN. En algunas realizaciones, los péptidos
parcialmente y/o no acetilados (por ejemplo, CD3) pueden estar presentes entre el 5 % molar y el 50 % molar en
nanoparticulas de péptidos mixtos. En algunas realizaciones, los péptidos totalmente acetilados (por ejemplo,
CD3ac) pueden estar presentes entre el 50 % molar y el 95 % molar en nanoparticulas de péptidos mixtas. En
diversas realizaciones, las relaciones de concentracion o molares de los péptidos parcialmente y/o no acetilados (por
ejemplo, CD3) a péptidos completamente acetilados (por ejemplo, CD3ac) pueden variar de aproximadamente 1:100
a aproximadamente 50:1; o de aproximadamente 1:50 a aproximadamente 10:1 o de aproximadamente 1:20 a
aproximadamente 1:1.
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En consecuencia, en algunas realizaciones, puede prepararse una mezcla de péptidos anfifilicos totalmente
acetilados (por ejemplo, péptidos CD3ac), péptidos anfifilicos parcialmente acetilados o no acetilados (por ejemplo,
péptidos CD3) y moléculas de acidos nucleicos para formar particulas de péptidos estables que contengan
moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN, incluyendo ARNip). Por ejemplo, para demostrar la
formacion de particulas de péptidos que contenian acido nucleico estables en condiciones fisioldgicas, se afiadieron
péptidos CD3ac a una mezcla de péptidos CD3 y de ADN monocatenario (ADNmc) en una relacion molar de
aproximadamente 11:1,8:1 (CD3ac:CD3:ADNmc). Se determind que la presencia de péptidos CD3ac estabiliza las
particulas de péptidos que contienen ADNmc en condiciones fisioldgicas. Los tres componentes coprecipitaron para
formar particulas de péptidos que contenian ADNmc que eran estables a la fuerza salina correspondiente.

En algunas realizaciones, también puede afiadirse un ligando (por ejemplo, transferrina) a la mezcla que comprende
péptidos anfifilicos totalmente acetilados (por ejemplo, péptidos CD3ac), péptidos anfifilicos parcialmente acetilados
0 no acetilados (por ejemplo, péptidos CD3) y moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN, incluyendo
ARNip) para formar particulas de péptidos que contienen acido nucleico estables frente a la proteina a la que se une
el ligando (véanse, por ejemplo, los Ejemplos 3-6 para algunas realizaciones de las particulas de péptidos que se
describen en el presente documento para su uso en la entrega dirigida de un principio activo). Por ejemplo, se
afiadio transferrina (Tfn marcada con AF568 para la facilidad de visualizacién mediante formacion de imagenes) a la
mezcla para formar particulas de péptidos estables que contenian acido nucleico frente a receptores de transferrina
presentes en la superficie celular. Como se ha analizado en el ejemplo 3, el ligando (por ejemplo, Tfn) esta
generalmente presente en la superficie exterior de las particulas de péptidos.

Para determinar la eficiencia de la entrega de particulas de péptidos que contienen acido nucleico en células, se
incubaron células HelLa con particulas de péptidos que contenian acido nucleico (por ejemplo, formadas a partir de
una mezcla de péptidos CD3ac, péptidos CD3 y ADNmc como se ha descrito anteriormente). Como se ha analizado
anteriormente, algunos ADNmc en la mezcla se marcaron con un marcador detectable (por ejemplo, AF488) para la
facilidad de visualizacién mediante formacion de imagenes. Ademas, se afiadié Tfn-AF568 para formar particulas de
péptidos que contenian acido nucleico como un medio para visualizar las particulas de péptidos formadas. Como se
muestra en la Figura 21, la sefial de fluorescencia de Tfn-AF568 de las particulas de péptidos formadas se
colocalizé con la sefial de fluorescencia de AF488-ADNmc en el citosol, lo que indica que las particulas de péptidos
que contienen ADNmc son estables en condiciones fisiolégicas y se entregan en las células (por ejemplo, células
Hela).

A continuacion se buscé determinar el efecto de las cargas netas de articulos de péptidos que contienen acidos
nucleicos sobre su estabilidad en una condicién fisioldgica, por ejemplo, en suero. Como se muestra en la Tabla 5 a
continuacion, se forman particulas de péptidos estables generalmente cuando la relacién de cargas catidnicas a
cargas anionicas de las particulas de péptidos que contienen acido nucleico es cercana a cero (por ejemplo, entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 0 o entre aproximadamente 3 y aproximadamente 0). La relacion de carga
puede ajustarse mediante relaciones molares de moléculas de acido nucleico aniénicas (por ejemplo, ADNmc) y
péptidos anfifilicos catidénicos que se describen en el presente documento (por ejemplo, péptidos anfifilicos
parcialmente acetilados o no acetilados, tales como CD3) en una mezcla de ensamblaje de péptidos. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, una carga neta negativa de las particulas de péptidos (por ejemplo, una relacion de
cargas cationicas a cargas anidnicas menor de 1) puede ayudar a prevenir la agregacion de particulas.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, mientras que las cargas netas de los articulos de péptidos que contienen
acido nucleico pueden influir en la estabilidad de las particulas en condiciones fisioldgicas, la cantidad de péptidos
anfifilicos totalmente acetilados (por ejemplo, péptidos CD3ac) respecto a los péptidos anfifilicos no acetilados (por
ejemplo, péptidos CD3) también puede contribuir a la estabilidad de las particulas. Por ejemplo, como se ha
analizado anteriormente, una mezcla de péptidos anfifilicos no acetilados (por ejemplo, péptidos CD3) y moléculas
de acido nucleico puede autoensamblarse para formar particulas; sin embargo, generalmente no son estables y se
disuelven, en respuesta al aumento de las fuerzas salinas y las temperaturas mas altas. Por el contrario, las
particulas de péptidos formadas a partir de péptidos anfifilicos totalmente acetilados (por ejemplo, péptidos CD3ac)
son mas estables. En consecuencia, el aumento de la relacion molar de los péptidos anfifilicos totalmente acetilados
(por ejemplo, CD3ac) a los péptidos anfifilicos no acetilados (por ejemplo, CD3) puede aumentar la estabilidad de las
particulas de péptidos resultantes en una condicion fisioldgica, por ejemplo, en suero, los que esta de acuerdo con
los datos mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. Efectos de las relaciones de carga (o relaciones molares) en una mezcla de péptidos sobre la
estabilidad de las particulas de péptido resultantes en suero

Composicion de la mezcla de Relacion molar Relacion de cargas Estabilidad en
ensamblaje de péptidos (ADNmc:CD3ac:CD3) (catidon:anién) suero
CD3 1,23e-04 M
CD3ac 1,23e-04 M 1:200:200 33,065 Menos estable
ADNmc 6,20e-07 M
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CD3 1,23e-05 M
CD3ac 1,23e-04 M 1:200:20 3,306 Estable
ADNmc 6,20e-07 M

CD3 1,23e-06 M
CD3ac 1,23e-04 M 1:200:2 0,331 Estable
ADNmc 6,20e-07 M

El segundo enfoque para disminuir la solubilidad de las nanoparticulas de péptidos que contienen ADN/ARNip puede
implicar la sintesis a medida de un unico péptido con un grado de acetilacién, por ejemplo, que varia de la
acetilacion de al menos un grupo amino en el segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico se describe en el
presente documento a la acetilacion completa de todos los grupos amino en el segmento de peptidilo hidréfilo del
péptido anfifilico que se describe en el presente documento. A modo de ejemplo solamente, un péptido anfifilico
puede sintetizarse a medida con un grado de acetilacion entre CD3 y CD3ac. Por ejemplo, un péptido anfifilico
puede sintetizarse a medida con al menos un grupo cargado o no acetilado, por ejemplo, en el extremo N, que
incluye al menos dos grupos cargados o no acetilados o al menos tres grupos cargados o no acetilados. En una
realizacion, el péptido anfifilico puede disefiarse para que sea cationico (por ejemplo, para la entrega de ARNip o
ADN) mediante la modulacién de las cargas hacia o en su extremo N (por ejemplo, con acetilacion) para
proporcionar el caracter anfifilico de la molécula. Por ejemplo, al menos un grupo amino (por ejemplo, 1,2, 3,4,50
mas grupos amino, dependiendo del niumero de grupos amino presentes en el segmento de peptidilo hidréfilo) del
segmento de peptidilo hidréfilo del péptido anfifilico descrito puede permanecer no acetilado y al menos un grupo
amino (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas grupos amino, dependiendo del nimero de grupos amino presentes en el
segmento de peptidilo hidréfilo) del segmento de peptidilo hidréfilo del anfifilico péptido descrito puede ser acetilado.
En ciertas realizaciones, dicho péptido anfifilico puede comprender una secuencia de aminoacidos de H-LK(Ac)-
LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,. En algunas realizaciones, el péptido anfifilico puede comprender una
secuencia de aminoacidos de H-LK-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,. En realizaciones alternativas, el
péptido anfifilico puede comprender una secuencia de aminoacidos de H-LK-LK-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-
NH,. La relacién de grupos amino acetilados a grupos amino no acetilados en un péptido anfifilico puede controlar
las propiedades catidnicas y anionicas de los péptidos anfifilicos que se describen en el presente documento. En
algunas realizaciones, la relacion de grupos amino acetilados a grupos amino no acetilados en un péptido anfifilico
puede ser inferior a 1, aproximadamente 1 o superior a 1.

Ejemplo 8. Estabilidad de particulas de péptidos que contienen dcido nucleico (por ejemplo, particulas de
péptido CD3 o particulas de péptidos mixtas que comprenden péptidos CD3ac y CD3)

La estabilidad de las particulas de péptido CD3 que contienen acido nucleico se caracterizd6 en agua pura. A
continuacion se muestra una formulacion de particulas de péptido CD3 de ejemplo que comprende adicionalmente
moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ADNmc) y un ligando (por ejemplo, transferrina, Tfn):

Formulacion de particula de péptidos 1 (CD3 + ADNmc + Tfn)

CD3 (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH)** 21 uM
(5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3')* 5,4 uM
(AF488-5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3")** 0,24 uM
Tfn-AF568 4,14 ug/ml

Para evaluar la estabilidad de las particulas de péptidos formadas a partir de la formulacion 1 (PNP1) en agua, una
muestra de las particulas de péptidos PNP1 se agitd en un tubo eppendorf que contenia agua durante
aproximadamente 15 minutos ya sea a aproximadamente temperatura ambiente o a aproximadamente 37 °C.
Después, la muestra de PNP1 se centrifugd para precipitar las particulas de péptidos y el sobrenadante se recogio
para su posterior analisis. La concentracion de Tfn-AF568 en el sobrenadante se midié y se cuantificé por su
intensidad de fluorescencia. Como se muestra en la Figura 22A, se detectdé una mayor concentracion de Tfn-AF568
en el sobrenadante de la muestra de PNP1 agitada a una temperatura de aproximadamente 37 °C que a
aproximadamente a temperatura ambiente, lo que indica que la estabilidad de las particulas PNP1 en agua es
dependiente de la temperatura y mas particulas PNP1 tienden a disociarse a una temperatura superior, liberando de
este modo una mayor cantidad de Tfn-AF568 al sobrenadante.

También se realiz6 un estudio de la estabilidad de PNP1 en agua en el transcurso del tiempo. Se agitaron muestras
de las particulas PNP1 en tubos eppendorf que contenian agua a una temperatura de ya sea aproximadamente 4 °C
o aproximadamente 37 °C. En cada punto temporal predeterminado (como se indica en la Figura 22B), se centrifugd
una muestra de PNP1 para sedimentar las particulas de péptidos y el sobrenadante se recogi6é para su posterior
analisis. La concentracion de Tfn-AF568 en el sobrenadante se midié y se cuantific6 mediante intensidad de
fluorescencia. De forma similar a la Figura 22A, la Figura 22B muestra que la estabilidad de las particulas PNP1 en
agua es dependiente de la temperatura y las particulas PNP1 tienden a disociarse mas rapido a una temperatura
superior, por ejemplo, a una temperatura superior a 4 °C.
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A continuacion se buscé comparar la estabilidad de particulas PNP1 y particulas de péptidos formadas a partir de la
formulacién 2 (PNP2), como se muestra a continuacion, en medios de cultivo celular, por ejemplo, que contenian
aproximadamente suero al 10 %.

Formulacion de particula de péptidos 2 (CD3ac + CD3 + ADNmc + Tfn)

CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 123 uM
CD3 (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH)** 21 uM
(5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3')** 5,4 uM
(AF488-5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3")** 0,24 uM

Tfn-AF568 4,14 ug/ml

Se incubaron células Hela con particulas ya sea PNP1 o PNP2 durante aproximadamente 30 minutos a
temperaturas de aproximadamente 4 °C y 37 °C. Como las células Hela, en general, realizan la endocitosis mediada
por clatrina a aproximadamente 37 °C, pero no a aproximadamente 4 °C, cualquier Tfn-AF 568 disuelto en los
medios sera internalizado por las células. Por tanto, después de la incubacion, las células se fijaron con
paraformaldehido para la formacion de imagenes y la deteccion de la intensidad de fluorescencia. Como se muestra
en los paneles superiores de la Figura 22C, se detect6 una sefial de fluorescencia de Tfn-AF568 difusa y mas fuerte
en el citosol cuando las células se incubaron con las particulas PNP1 a aproximadamente 37 °C, en comparacion
con la fluorescencia de Tfn-AF568 mas punteada detectada en las células incubadas a aproximadamente 4 °C. Sin
embargo, este contraste no se observo en las células incubadas con las particulas PNP2, como se muestra en los
paneles inferiores de la Figura 22C. En su lugar, se observaron sefiales de fluorescencia Tfn-AF568 punteadas y
comparables tanto en las células incubadas a aproximadamente 4 °C como a aproximadamente 37 °C, en presencia
de las particulas PNP2. Estos resultados indican que las particulas PNP1 tienden a disociarse a aproximadamente
37 °C, liberando de este modo Tfn-AF568 al medio de cultivo, que después es internalizado por las células; mientras
que las particulas PNP2 parecen ser mas estables en suero (por ejemplo, aproximadamente suero al 10 %) a
aproximadamente 37 °C durante al menos aproximadamente 30 minutos, conservando de este modo la mayor parte
del Tfn-AF568 en las particulas PNP2 y/o en la superficie de las particulas PNP2.

La comparacion de las células de la Figura 22C con el control negativo (es decir, las células incubadas en presencia
de ADNmc sin péptidos CD3 o CD3ac) se muestra en la Figura 22D, la intensidad de fluorescencia de AF488-
ADNmc en el control negativo es significativamente menor que en las células incubadas con particulas PNP1 o
PNP2 que contenian ADNmc. Esto indica que las particulas PNP1 o PNP2 pueden utilizarse para facilitar la
transfeccion celular y entregar una molécula de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) a una célula. Se observa
que también se detectd fluorescencia de AF488-ADNmc en las células incubadas en presencia de particulas PNP1 o
PNP2 a aproximadamente 4 °C. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, aunque es poco probable que la
transfeccion celular en presencia de particulas PNP1 o PNP2 a aproximadamente 4 °C sea dependiente de TfR
(receptor de transferrina), probablemente es provocada por el transporte pasivo a través de la membrana celular en
presencia de péptidos CD3 como se ha analizado en el Ejemplo 7.
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informacion disponible para los solicitantes y no constituyen admision alguna en cuanto a la exactitud de las fechas o
contenidos de estos documentos.
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de péptidos que comprende un péptido anfifilico, comprendiendo el péptido anfifilico un segmento
de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrdfilo,

en la que el segmento de peptidilo hidréfobo consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos de (Trp-
Leu)m-(Trp)n 0 (Leu-Trp)y-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un niumero entero de 1 a 5 y ny q son independientemente 0 o 1, a condicidon de que cuando
Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu, y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa; y

en la que el segmento de peptidilo hidréfilo consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos de (Lys), en la
que r es un numero enterode 1 a 15,y

en la que la particula de péptidos comprende adicionalmente en su superficie exterior un ligando para la unién a una
célula diana.

2. La particula de péptidos de la reivindicacion 1, en la que al menos un resto de Lys del segmento de peptidilo
hidrofilo o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico estan acetilados.

3. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el péptido anfifilico comprende la
secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en
donde X esta ausente o es NHjy; opcionalmente

en la que al menos uno de los restos de L-Lys esta acetilado y/o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico
esta acetilado.

4. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el ligando incluye un ligando de
receptor de superficie celular o un anticuerpo.

5. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la particula de péptidos comprende
una mezcla de un péptido anfifilico totalmente acetilado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y un péptido
anfifilico parcialmente acetilado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y opcionalmente un péptido anfifilico no
acetilado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende adicionalmente un principio
activo.

7. La particula de péptidos de la reivindicacion 6 para su uso en un método de tratamiento de un sujeto mediante
terapia, en donde el método comprende la administracion de la particula de péptidos al sujeto.

8. La particula de péptidos de la reivindicacion 6 para su uso en un método de tratamiento de un tejido enfermo en
un sujeto, en donde el método comprende la administracion de la particula de péptidos al sujeto y en donde la
particula de péptidos comprende un principio activo que comprende un material radiactivo.

9. La particula de péptidos para el uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el tejido enfermo es un tumor o
una malformacién arteriovenosa.

10. Uso in vitro de la particula de péptidos de la reivindicacién 6 para el suministro dirigido de un principio activo.

11. Uso in vitro de una composicion que comprende un péptido anfifilico cargado positivamente como agente de
penetracion celular o agente de transfeccion, en el que el péptido anfifilico cargado positivamente comprende un
segmento de peptidilo hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo,

en el que el segmento de peptidilo hidréfobo comprende un secuencia de aminoacidos de (Trp-Leu)m-(Trp), o (Leu-
Trp)p-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son independientemente un
numero entero de 1 a 5y n y g son independientemente 0 o 1, a condicién de que cuando Trp es D-Trp entonces
Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa;

en el que el segmento de peptidilo hidréfilo comprende una secuencia de aminoacidos de (Lys);, en la que r es un
numero enterode 1a 15; y

en el que al menos uno de los restos de Lys o el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico no estan
acetilados; opcionalmente

en el que todos los restos de Lys y el grupo amino del extremo N del péptido anfifilico no estan acetilados.

12. El uso in vitro de la reivindicacion 11, en el que el péptido anfifilico comprende la secuencia de aminoacidos de
(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NH..

13. El uso in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en el que la composicion comprende adicionalmente
una molécula de acido nucleico que hay que suministrar a una célula.

14. Una particula de péptidos que comprende un primer péptido anfifilico y un segundo péptido anfifilico,
comprendiendo el primer y el segundo péptidos anfifilicos cada uno, independientemente, un segmento de peptidilo
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hidréfobo y un segmento de peptidilo hidrofilo,

en la que el segmento de peptidilo hidréfobo consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos de (Trp-
Leu)m-(Trp)n 0 (Leu-Trp)y-(Leu)q, en las que cada Trp es D-Trp o L-Trp y cada Leu es D-Leu o L-Leu, m y p son
independientemente un niumero entero de 1 a 5 y ny q son independientemente 0 o 1, a condiciéon de que cuando
Trp es D-Trp entonces Leu es L-Leu y cuando Trp es L-Trp entonces Leu es D-Leu o viceversa; y

en la que el segmento de peptidilo hidréfilo consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos de (Lys),, en la
que r es un numero enterode 1 a 15,y

en la que el grupo amino del extremo N y todos los restos de Lys del primer péptido anfifilico estan acetilados; y

en la que al menos el grupo amino del extremo N o uno de los restos de Lys del segundo péptido anfifilico no estan
acetilados; opcionalmente en la que ninguno de entre el grupo amino del extremo N y los restos de Lys del segundo
péptido anfifilico esta acetilado.

15. La particula de péptidos de la reivindicacién 14, que comprende adicionalmente un principio activo;
opcionalmente
en la que el principio activo incluye una molécula de acido nucleico.

16. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 14-15, que comprende adicionalmente en su
superficie exterior un ligando.

17. La particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 14-16, en la que el primer y el segundo péptidos
anfifilicos comprenden cada uno independientemente la secuencia de aminoacidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-
Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp)-X, en la que X esta ausente o es NH..

18. Uso in vitro de la particula de péptidos de cualquiera de las reivindicaciones 14-17 para el suministro de una

molécula de &cido nucleico a una célula; opcionalmente en el que la molécula de acido nucleico incluye ARNip,
ARNmMmI, ARNhc, ADN o cualquier combinacién de los mismos.
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FIG.8B
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FIG. 9C
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\U FIG. 16A
b

* CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,)} 21 uMm
* EGF_TR (Invitrogen E-3480) 2 pug/mL

B Biotina

Rojo Texas

PM ~ 60.000
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FIG. 17A

PBie . | Control negativo (CN)

o CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL +  DMEM/PBS
A LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 21 :M :

*  EGF 2 ug/ml marcado con Rojo Texas (EGF_TR)

"« Nocodazol 20uM

- DMEM/PBS

Carga liberada %

7 3 ] 10 1
Sobrenadante de PB1e control (PB1e_sup) ' Nocodazol (NOC)
. CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL- . Nocodazol 20 uM-
LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 21 uM , . DMEM/PBS

. EGF_TR 2 pg/ml

. Nocodazol 20 uM

. DMEM/PBS

. Incubar durante Sh a 37 °C

. Centrifugar a 16.000 a, 30 min

*  Aplicar sobrenadante a las células

1654

Carga liberada %
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FIG. 17B

1 h de incubacion a 37 eC
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FiG. 17C
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FIG. 17D
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FIG. 17E '
PBle : PBle_sup
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. FIG. 17F
PBle._sup
N

.

odazol

PBle- ' v o Noc
D \\\\\\
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FIG. 17G
PBle o Control negativo (CN)
o  CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL- * - DMEM/PBS
LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 21 ;M '
+  EGF 2 ug/mlI marcado con Rojo Texas (EGF_TR)
. Nocodazol 40 uM
«  DMEM/PBS
S
Sobrenadante de PB1e control (PB1e_sup) Nocodazol (NOC)
«  CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL- +  Nocodazol 40 uM
LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 21 uM o . DMEM/PBS

Carga liberada %

EGF_TR 2 pg/ml
Nocodazol 40 uM
DMEM/PBS

Incubar durante Sh a 37 °C
Centrifugar a 16.000 a, 30 min

Aplicar sobrenadante a las células
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FIG. 17H

Nocodaiol | CN
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FIG. 171 ‘
4 hde incubacién a 37 oC, 60x

PBle o " PBle_sup

Nocodazol CN
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FIG. 17J
24 h de incubacion a 37 eC, 10x

e

CN

Z0

"Nocoda
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FIG. 17K

" Nocodazol : | ~ CN
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FIG. 18A

CD3acy anticuerpo primario CD3ac y anticuerpo secundario
(por ejemplo, igG anti-transferrina (por ejemplo, igG anti-conejo de asno
de conejo) - (opcionalmente marcado con una

molécula fluorescente tal como Alexa 555))

FIG. 18B

Trahsferrina-A5668
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FIG. 18C

IgG anti-conejo de [ASNO
marcada con Alexa555

1gG anti-
transferrina de conejo

FIG. 19A

* CD3 (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,)* 21 uM
* (5*-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3')2* 5,4 uM
* (AF o5 -TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3)24 0,24 uM

8
388
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FIG. 19B

7

- (5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-32+ 5,4uM

P 4= d -TTGTGCCGCCTTTG CAGGTGTATC—3')2“‘ 0,24 uM

e (A
(£
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FIG. 21

CD3ac (Ac-LK(Ac)-LK(AC)-LK(AC)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,) 5,13 pM
CD3 (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,)** 0,83 uM
(5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3)2% 0,45 pM
(AF488-5-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3°2% 20 nM

Tfn-AF568 4,14 ug/ml
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FIG. 22C
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