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DESCRIPCION
Método y complejos portadores para suministrar moléculas a células
Antecedentes de lainvencion

Las células biolégicas son generalmente altamente selectivas en cuanto a las moléculas que se les permite pasar a
través de la membrana celular. Por tanto, el suministro de compuestos, tales como moléculas pequefias y moléculas
bioldgicas al interior de una célula esta habitualmente limitado por las propiedades fisicas del compuesto. Las
moléculas pequefas y moléculas bioldgicas pueden, por ejemplo, ser compuestos farmacéuticamente activos.

La ausencia de suministro de dichas moléculas, incluyendo macromoléculas, tales como proteinas y &acidos
nucleicos, en células in vivo, ha sido un obstaculo para el uso terapéutico, profilactico y/o diagndstico de una gran
cantidad de compuestos potencialmente eficaces. Ademas, muchos compuestos que parecen prometedores in vitro,
se han descartado como farmacos potenciales debido a la ausencia de capacidad de suministrar el compuesto de
forma eficaz dentro de una célula, in vivo.

Varios informes han abordado el problema de suministrar compuestos a células uniendo covalentemente los
compuestos a "dominios de transduccion de proteinas" (PTD). Schwarze et al. (Trends Pharmacol Sci. 2000; 21:45-
8) y la patente de Estados Unidos N° 6.221.355 de Dowdy describen varios PTD que pueden cruzar la bicapa lipidica
de las células de un modo dependiente de la concentraciéon. Los PTD descritos incluyen PTD derivados de la
proteina tat de VIH-1, de un factor de transcripcion homedtico de Drosophila codificado por el gen antenna-pedia
(abreviado ANTP), y de un factor de transcripcion VP22 del virus del herpes simple. El PTD de tat de VIH-1 es de
once aminoacidos de longitud, EI PTD de ANTP es dieciséis aminoacidos de longitud, y el PTD de VP22 es de 34
aminoacidos de longitud.

Recientes publicaciones, sin embargo, indican que estos PTD entran en las células mediante endocitosis
dependiente de energia. Por lo tanto, los complejos "PTD-carga" estan contenidos dentro de las vesiculas
endosdmicas de la célula y no disponibles para, por ejemplo, el citoplasma de la célula. Por consiguiente, los
complejos "PTD-carga" deben liberarse de las vesiculas endosémicas para ser bioactivos (Richard et al., J Biol.
Chem. 2003; 278: 585-590; Drin et al., J Biol. Chem. 2003; 278: 31192-31201). Ademas, existen informes recientes
de que estos PTD son toxicos para las células.

Por tanto, existe la necesidad de péptidos que sean capaces de cruzar la membrana lipidica de las células de un
modo no endocitético e independiente de energia. Ademas, para evitar las respuestas inmunes, habitualmente
conocidas para péptidos grandes, existe la necesidad de péptidos mas pequefios, resistentes a peptidasa.
Finalmente, es importante que los vehiculos peptidicos sean no toxicos para las células.

Sumario de lainvencién

Estas necesidades se han cumplido mediante la presente invencion. Especificamente, la presente invencion
proporciona un complejo portador que comprende: (i) un agente citotdoxico o un poliaminoacido; y (ii) un péptido
catiénico aromatico, en el que el péptido catidénico aromatico es: (a) Tyr-D-Arg -Phe-Lys-NH, (DALDA); o (b) 2',6'-

Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH; (Dmt -DALDA); o (c) Phe D-Arg-Phe-Lys-NH> (Phe -DALDA); o (d) D-Arg-2’,6'Dmt-Lys-
Phe-NHy; o (e) 2,6’-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH, (Dmp'-DALDA).

La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
complejo portador de la presente invencion y un vehiculo o excipiente farmacéutico.

Ademas, la presente invencion proporciona un complejo portador de la presente invencién para su uso en el
tratamiento del cuerpo humano o animal.

Ademas también, la presente invenciéon proporciona un método para suministrar un agente citotéoxico o un
poliaminoacido a una célula in vitro, comprendiendo el método poner en contacto la célula in vitro con un complejo
portador de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Captacién de péptido en células Caco-2. Curso de tlempo de captacién de [ H] [DmtA]DALDA (A)y
[14C]Gly Sar (B). Las células Caco-2 se incubaron con [ H][Dmt JDALDA (250 nM, 47 Ci/mmol) o [ C]Gly-Sar (50
uM, 56,7 mCi/mmol) durante 1 h a 37 o 4°C. Posteriormente se determlno la radiactividad en células
solubilizadas. (C) Efectos de lavado con acido sobre la acumulacion de [ H][Dmt ]DALDA. Las células Caco-2 se
incubaron con [ H][Dmt ]DALDA durante 1 h a 37°C. Antes de la lisis celular, las células se sometieron a lavado
con aC|do para retirar la radiactividad asociada a superficie celular. (D) Efecto de la concentracion de
[Dmt ]DALDA sobre la captacion de [Dmt ]DALDA. Las células se incubaron con un intervalo de concentraciones
de [Dmt']DALDA (1 pM-3 mM) durante 1 h a 37°C. Todos los datos se presentan como la media + E.T. de tres
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monocapas independientes. Donde no son evidentes barras de error, son mas pequefias que el simbolo.

Figura 2. Efecto del pH y DEPC sobre la captacion de N H][Dmt JDAL-DA (A y C) y ["*C]Gly-Sar (B y D) en
células Caco-2. Las células Caco-2 se incubaron con [ H][Dmt ]DALDA (250 nM, 47 Ci/mmol) o [14C]Gly-Sar (50
puM, 56,7 mCi/mmol) durante 1 h a 37°C en diversas condiciones de pH Ay B) Las células se preincubaron a
24°C con DEPC 0,2 mM durante 10 min. antes de la incubacién con [ H][Dmt JDALDA (250 nM, 47 Ci/mmol) o
[14C]Gly Sar (50 uM, 56,7 mCi/mmol) a 37°C durante 1 h (C y D). Todos los datos se presentan como la media +
E.T. de tres monocapas independientes.

Flgura 3 (A) Captacion de [H][Dmt ]JDALDA en diferentes lineas celulares. Las células se incubaron con
[*H][Dmt']DAL-DA (250 nM, 47 Ci/mmol) durante 1 h a 37°C. Antes de la lisis celular, las células se sometieron a
lavado con acido para retirar la radiactividad asociada a superficie celular. Los datos mostrados representan
radiactividad resnstente a aC|do y se presentan como la media = E.T. para tres monocapas independientes. (B)
Unién especifica de [*H][Dmt']DALDA a, membranas celulares. Se incubaron membranas preparadas a partir de
células SH-SY5Y y células Caco 2 con [ H][Dmt ]DALDA (15-960 pM) durante 1 h a 25°C. La unioén no especifica
se evalud por inclusion de [Dmt ]DALDA no marcado 1 uM. El radioligando libre se separé del radioligando unido
por filtracion rapida. No se observo unidn especifica con células Caco-2. Para células SH-SY5Y, el valor de Ky
fue 118 pM (intervalo 87-149) y el valor de Bmax fue 96 fmol/mg de proteina.

Figura 4. (A) Flujo saliente de [°H][Dmt']DALDA (columna rellena) y ["*C]Gly-Sar (columna abierta). Las células
Caco-2 se precargaron con [°H][Dmt'IDALDA (250 nM, 47 Ci/mmol) o [**C]Gly-Sar (50 uM, 56,7 mCi/mmol)
durante 1 h a 37 0 4°C. Las células después se lavaron e incubaron con medio de cultivo durante 1 h a 37 0 4°C.
Se determiné la radiactividad tanto en medio como en lisado celular, y los datos se presentan como el porcentaje
de péptido que ha fluido al medio. (B) Efecto de DEPC sobre el flujo saliente de [ H][Dmt 1DALDA Las células se
preincubaron con DEPC 0,2 mM durante 10 min. a 25°C antes de cargarlas con [ H][Dmt ]DALDA (C) Efecto de
verapamilo, un inhibidor de p-glucoproteina, sobre el flujo saliente (C) y captacion (D) de [ H][Dmt ]DALDA.

Flgura 5. Transporte de [ H][Dmt JDALDA y [14C]Gly-Sar a través de una monocapa Caco-2. Las células Caco-2
(2 x 10° ) se sembraron en membrana microporosa dentro de camaras de cultivo celular Transwell. Se determind
el transporte apical-a-basolateral de los péptidos afiadiendo [ H][Dmt ]DALDA o [ C]GIy-Sar al compartimiento
apical, y se retiraron alicuotas de 20 pl de los compartimientos tanto apicales como basolaterales en diversos
momentos después de la adicién de péptido para la determinacion de la radiactividad.

Figura 6. Captacion celular de [Dmt1,dnsDap4]DALDA y [Dmt1, atnDap4]DALDA. Las células Caco-2 se
incubaron con [Dmt1,dnsDap4]DALDA 0,1 uM durante 15 min. a 37°C. Las células después se lavaron y cubrieron
con PBS. Se realizé microscopia en 10 min. a temperatura ambiente. Se realiz6 excitacion a 340 nm y se midio
la emision a 520 nm. La fluorescencia aparecié difusa en todo el citoplasma pero se excluyé completamente del
nucleo. La ausencia de concentracion vesicular a 37°C sugiere captacion no endocitética.

Figura 7. Confirmacién espectrométrica de masas del acoplamiento de tres péptidos al enlazador cruzado
SMCC. Se disolvieron SMCC (1 pg) y péptido (5 pg) juntos en 2 ml de PBS, se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 min., y se almacenaron a 4°C. Se mezcl6é una alicuota de muestra con matriz (acido 3-
hidroxi picolinico (HPA) saturado en acetonitrilo al 50%, 10 mg/ml de citrato de amonio) en una proporcién 1:10, y
se aplicaron puntualmente sobre una placa diana de acero inoxidable. Las muestras se analizaron por
espectrometria de masas por desorcion e ionizacion por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF
MS). Los pesos moleculares de los péptidos y sus respectivos conjugados SM-CC se indican en los espectros.

Figura 8. Capacidad de péptidos de potenciar la captacién de B-galactosidasa (B-Gal) en células de
neuroblastoma N2A. Las células (células de neuroblastoma N2A o Caco-2) se sembraron en placas de 96 pocillos
(2 x 10* células/pocillo) y se incubaron con B-Gal o 3-Gal conjugada con péptido (mediante SMCC) durante 1 h a
37°C. Las células después se lavaron 4 veces con tampoén fosfato. Las células después se tifieron con conjunto
de tincién con B-gal (Roche) durante al menos 2 h a 37°C y se examinaron bajo el microscopio. (A) No se
observo captacion de B-Gal cuando se incubaron células Caco-2 con B-Gal. (B) La presencia de células azules
indica la captacion de B-Gal conjugada con [Dmt1]DALDA en células Caco-2. (C) Captacion potenciada de p-Gal
conjugada con [D-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH;] en células Caco-2. (D) Captacién potenciada de B-Gal conjugada con
[Phe1]DALDA en células Caco-2. La conjugacion de B-Gal con SMCC solo no potencid la captacion.

Figura 9. La co-incubacion con conjugado [Dmt ]DALDA SMCC potencia la captaciéon de proteina verde
fluorescente (GFP) en células Huh7. Las células Huh7 (1x10° células/pocillo) se lavaron con DMEM y después se
incubaron con 0,5 ml de DMEM que contenia 3 ng GFP sola (A), 3 ug de GFP y 40 pl de [Dmt ]JDALDA (B), 0 3
ng de GFP y 40 pl de [Dmt1]DALDA conjugado con SMCC (C) durante 60 min. a 37°C. Después se anadieron 2
ml de medio celular a las células y se incubaron durante 24 horas adicionales en incubadora de células. Después
de la incubacion, las células se lavaron cuatro veces en medio celular y se visualizé la GFP retenida en células
vivas por microscopia de barrido laser confocal. Se realizd excitacion a 340 nm y se midié la emisién a 520 nm.
El panel superior representa imagenes de GFP a través de una seccién éptica horizontal central de 0,8 um de
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grosor de células Huh7. El panel inferior representa imagenes de contraste de interaccion diferencial en el mismo
campo.

Figura 10. Conjugacion de [Dmt1] DALDA con un oligo ARN. El oligo ARN sintético (40 nucleétidos de longitud)
se fosforilé en el extremo 5’ usando y-32P-ATP y polinucleétido quinasa. El producto se purificd por electroforesis
en gel. Se conjugaron 500.000 cpm de oligo ARN purificado en gel con [Dmt1] DALDA en presencia de 1 mg de
EDC (N-[3-dimetilaminopropil-N’-etilcarboiimida]). El producto de la reaccioén de conjugacion ([Dmt1] DALDA-oligo
ARN) y el oligo ARN solo se analizaron en gel de poliacrilamida al 15% urea.

Fi%ura 11. Captacion de conjugado [Dmt1]DALDA - [32P]oligo ARN en células Caco-2. Las células Caco-2 (1 x
10°) se lavaron tres veces en medio DMEM y se 3pre-incubaron en DMEM durante 5 minutos. Las células
después se incubaron con conjugado [Dmt1]DALDA-[ 2P]oligo ARN o ARN de control (aproximadamente 20.000
cpm) durante 60 minutos a 37°C. Después de la incubacion, las células se lavaron, lisaron, y se determiné la
radiactividad en el lisado celular. La captaciéon de conjugado [Dmt1]DALDA-[32P]ARN fue >3 veces mayor en
comparacion con ARN solo.

Figura 12. Efecto de conjugados péptido-SMCC para potenciar la captacion de oligo ARN en células Huh7. (A)
Efecto del tiempo sobre la captacion celular de oligo ARN. Las células Huh7 (1x106 células/pocillo) se lavaron
con DMEM y después se incubaron con 1,0 ml de DMEM que contenia [32P]oligo ARN (monocatenario, 11 bases;
~100.000 cpm) solo o con 40 ml de conjugado [Dmt1]DALDA-SMCC durante 15 6 60 min. a 37°C. Las células
después se lavaron cuatro veces en DMEM vy una vez en solucion de acetato soédico para retirar la union no
especifica antes de incubar en tampon de lisis durante 30 min. y se determiné la radiactividad retenida. La co-
incubacién de oligo ARN con [Dmt1]DALDA-SMCC a 37°C aumentd la captacion del oligo ARN en 10 veces
después de 15 min. de incubacién, y 20 veces después de 60 min. de incubacién. (B) Efecto de la temperatura
sobre la captacion celular de oligo ARN. La capacidad de [Dmt1]DALDA-SMCC de potenciar la capacidad de
captar ARN fue menor a 4°C, aunque aun era captacion aumentada en 10 veces. (CG) Captacion celular
potenciada de ARN por diferentes conjugados péptido-SMCC. Las células Huh7 (1x10° células/pocillo) se
lavaron con DMEM y después se incubaron con 1,0 ml de DMEM que contenia [*?P]oligo ARN solo o con 40 ml
de conjugado péptido-SMCC durante 15 minutos a 37°C. Los tres conjugados péptido-SMCC aumentaron la
captacion de ARN.

Figura 13. La co-incubacion con conjugado [Dmt1]DALDA-SMCC potencioé la captacion de dos ARN de
diferentes longitudes. Se conjugd [Dmt ]DALDA con SMCC y se confirmd por espectroscopia de masas. Se
mezclaron un oligo ARN de 11 mondémeros y un ARN de 1350 mondmeros con el conjugado [Dmt1]DALDA-
SMCC durante 15 min. a temperatura ambiente. Las células Huh7 (1 x 10° células/pocillo) se lavaron con DMEM
y después se incubaron con 1 ml de DMEM que contenia ARN solo (~100.000 cpm), o el ARN mezclado con el
conjugado [Dmt1]DALDA—SM-CC durante 60 min. a 37°C y CO; al 5%. Las células después se lavaron cuatro
veces en DMEM y una vez en solucion de acetato sédico para retirar la union no especifica. Las células lavadas
después se incubaron en tampén de lisis durante 30 min. y se conto la radiactividad retenida. En comparacion
con incubacion con ARN solo, la co-incubacién con el conjugado [Dmt1]DALDA-SMCC aumento la captacion del
ARN de 11 monémeros en 22 veces, Y la captacion del ARN de 1350 monémeros en 3 veces.

Figura 14. Conjugacion de oligo ADN con [Dmt1]DAL—DA. Se disolvieron SMCC (1 pug) y [Dmt1]DALDA (5 ng)
juntos en 2 ml de PBS, se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min., y se mezclaron con oligo ADN 3’-
tiol desprotegido a 4°C durante 24 horas. Después de incubacion, se mezclé una alicuota de muestra con matriz
(acido 3-hidroxi picolinico (HPA) saturado en acetonitrilo al 50%, 10 mg/ml de citrato de amonio) en una
proporcion 1:10, y se aplicé de forma puntual sobre una placa diana de acero inoxidable. Las muestras se
analizaron por MALDI-TOF MS (A). Se descubrié que los pesos moleculares de oligo ADN 3'-tiol y complejo
covalente [Dmt1]DAL-DA-ADN eran 6392 y 7171, respectivamente. Los oligos tanto conjugados como no
conjugados se fosforilaron en el extremo 5’ usando y-*?P-ATP en la reaccion con polinucleétido quinasa, y los
productos de la reaccién con quinasa se analizaron en gel de poliacrilamida al 15% urea y se purificaron del gel
para estudios de captacion celular (B).

Figura 15. Captacion celular de oligo ADN conjugado con [Dmt1]DALDA. Se conjugoé un ADN de 20 monémeros
3'-tiol-modificado con [Dmt1]DALDA usando SMCC, y la formacion del conjugado se confirmé por espectroscopia
de masas. Se radiomarcaron los oligo ADN tanto conjugados como no conjugados en el extremo 5’ con p y se
purificaron del gel. Las células neuronales N2A (1 x 10° células/pocillo) se lavaron con DMEM y se incubaron con
1 ml de DMEM que contenia oligo ADN conjugado a [Dmt1]DAL-DA 0 no conjugado (~100.000 cpm) durante 2 h
0 19 h a 37°C y CO; al 5%. Las células después se lavaron cuatro veces en DMEM y una vez en solucion de
acetato sddico para retirar la unién no especifica. Las células después se incubaron en tampén de lisis durante
30 min. y se determind la radiactividad retenida. El eje Y muestra la captacion de ADN representada como el
porcentaje de radiactividad total.

Figura 16. [Dmt1]DALDA es no toxico para células en cultivo. Las células neuronales N2A se incubaron con
[Dmt1]DALDA (1 nM a 10 uM) durante 24 h y se determind la viabilidad celular por el ensayo MTT.
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Figura 17. El conjugado [Dmt1]DALDA SMCC no induce apoptosis en células Huh7. Las células Huh7 (1 x 10°
células/pocillo) se Iavaron tres veces en DMEM, y se aplicé 1 ml de medio fresco. Después, se afiadieron 50 pl
de conjugado [Dmt ]DALDA-SMCC (1 mM) en PBS o PBS solamente (control) al medio celular y se incubaron a
37°C durante 24 horas en CO; al 5%. Después de incubacion, se afadié 1 pul de colorante Hoechst para tefir los
nucleos apoptoéticos a las células y se incubaron durante 15 min. adicionales. El colorante Hoechst excesivo se
retlro lavando las células con medio celular (libre de indicador de pH) y las células tratadas con conjugado
[Dmt ]DALDA-SM-CC se compararon con células de control usando microscopia fluorescente (excitacion a 350
nm y emision a 461 nm).

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se basa en el sorprendente descubrimiento por los inventores de que ciertos complejos portadores, que
comprenden (i) un agente citotdxico o poliaminoacido y (ii) un péptido catidnico aromatico, pueden cruzar las
membranas celulares mediante un mecanismo independiente de energia y suministrar las enzimas al interior de la
célula.

Péptidos catiénicos aromaticos

Los péptidos catidénicos aromaticos utiles en la presente invencion tienen una carga positiva neta como se describe a
continuacion, son solubles en agua y altamente polares.

En una realizacion particularmente preferida, un péptido catiénico aromatico tiene la férmula Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH>»
(por conveniencia representado por el acronimo: DALDA). DALDA tiene una carga positiva neta de tres, a la que
contribuyen los aminoacidos tirosina, arginina, y lisina y tiene dos grupos arométicos a los que contribuyen los
aminoacidos fenilalanina y tirosina. La tirosina de DALDA puede ser un derivado modificado de tirosina tal como en
2’,6’-dimetiltirosina para producir el compuesto que tiene la formula 2’,6’-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH, (es decir, Dmt'-
DALDA).

En otra realizacion preferida, el aminoacido en el extremo N-terminal de DALDA puede ser una fenilalanina o su
derivado. Un péptido catlonlco aromatico con fenilalanina en el extremo N-terminal tiene la férmula Phe-D-Arg-Phe-
Lys-NH; (es decir, Phe' -DALDA). También puede usarse el derivado de fenilalanina 2,6’ dlmetllfenllalanlna (Dmp),
es decir, el péptido catiénico aromatico puede tener la formula 2’,6’-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH, (Dmp -DALOA).

En otra realizacion, la secuencia de aminoacidos de Dmt'-DALDA esta dispuesta de tal modo que Dmt no esta en el
extremo N-terminal. Un ejemplo de dicho péptido catidnico aromético tiene la formula D-Arg-2'6’Dmt-Lys-Phe-NH,.

Moléculas

En la presente invencién, el complejo portador comprende una molécula seleccionada entre un agente citotdéxico o
un poliaminoacido, junto con el péptido catidnico aromatico.

La molécula puede ser una molécula biolégica o una molécula pequefia. Preferiblemente, la molécula biolégica o
molécula pequefia es una molécula farmacéuticamente activa. Una molécula farmacéuticamente activa como se usa
en el presente documento, es cualquier molécula que ejerza un efecto beneficioso in vivo.

En general, una molécula biolégica es cualquier molécula que contenga una secuencia de acido nucleico o de
aminoacidos y tenga un peso molecular superior a 450. Dichas secuencias de acido nucleico y aminoacido se
denominan en el presente documento "polinucledtidos" y "poliaminoacidos", respectivamente.

En general, las moléculas biolégicas incluyen polinucledtidos, acidos nucleicos peptidicos y poliaminoacidos, tales
como péptidos, polipéptidos y proteinas. Los ejemplos de moléculas bioldgicas que son farmacéuticamente activas
incluyen péptidos enddgenos (por ejemplo, vasopresina, glutation), proteinas (por ejemplo, interferones), hormonas
(por ejemplo, hormona de crecimiento humana), enzimas (por ejemplo, a-galactosidasa), anticuerpos (por ejemplo,
anticuerpos contra beta-amiloide, que pueden usarse para tratar la enfermedad de Alzheimer), factores de
crecimiento neurotroficos (por ejemplo, factor de crecimiento nervioso NGF (por sus siglas en inglés), factor
neutréfico derivado del cerebro BDNF (por sus siglas en inglés)), citocinas (por ejemplo, factor de crecimiento
derivado de plaquetas PDGF (por sus siglas en inglés), factor de crecimiento de células endoteliales vasculares
VEGEF (por sus siglas en inglés)) y oligonucleétidos.

La molécula puede ser una molécula pequefia. En general, las moléculas pequefias incluyen compuestos organicos,
compuestos organometalicos, sales de compuestos organicos y organometalicos, monosacaridos, aminoacidos y
nucleotidos. Las moléculas pequefias pueden incluir adicionalmente moléculas que de otro modo se considerarian
moléculas bioldgicas, excepto porque su peso molecular no es superior a 450. Por tanto, en general, las moléculas
pequefas pueden ser lipidos, oligosacaridos, oligopéptidos y oligonucledtidos, y sus derivados, que tengan un peso
molecular de 450 o menos.
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Se enfatiza que las moléculas pequefias pueden tener cualquier peso molecular. Se denominan meramente
moléculas pequefas porque no se clasifican como moléculas bioldgicas y, normalmente, tienen pesos moleculares
inferiores a 450. Las moléculas pequefias incluyen compuestos que se encuentran en la naturaleza, asi como
compuestos sintéticos. Los ejemplos de moléculas pequefias que son farmacéuticamente activas incluyen
antibiéticos (por ejemplo, tetraciclina, penicilina, eritromicina), agentes citotoxicos (por ejemplo, doxorrubicina,
adriamicina) y antioxidantes (por ejemplo, vitamina E, vitamina C, betacaroteno).

Complejos portadores

Al menos un agente citotéxico o poliaminoacido como se ha descrito anteriormente, y al menos un péptido catiénico
aromatico como se ha descrito anteriormente, se asocian para formar un complejo portador. El agente citotoxico o
poliaminoacido y el péptido catidnico aromatico pueden asociarse mediante cualquier método conocido para los
especialistas en la técnica. Los tipos adecuados de asociaciones incluyen enlaces quimicos y enlaces fisicos. Los
enlaces quimicos incluyen, por ejemplo, enlaces covalentes y enlaces coordinados. Los enlaces fisicos incluyen, por
ejemplo, enlaces de hidrogeno, interacciones dipolares, fuerzas de van der Waal, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofobas y apilamiento aromatico.

El tipo de asociacidon entre los agentes citotoxicos o poliaminoacidos y los péptidos catidnicos aromaticos
tipicamente depende de, por ejemplo, los grupos funcionales disponibles en el agente citotdxico o poliaminoacido y
los grupos funcionales disponibles en el péptido catidénico aromatico.

Para un enlace quimico o enlace fisico, un grupo funcional en el agente citotéxico o poliaminoacido tipicamente se
asocia con un grupo funcional en el péptido catiénico aromatico. Como alternativa, un grupo funcional en el péptido
catiénico aromatico se asocia con un grupo funcional en el agente citotoxico o poliaminoacido.

Los grupos funcionales en el agente citotoxico o poliaminoacido y el péptido catidnico aromatico pueden asociarse
directamente. Por ejemplo; un grupo funcional (por ejemplo, un grupo sulfhidrilo) en un agente citotdxico o
poliaminoacido puede asociarse con un grupo funcional (por ejemplo, grupo sulfhidrilo) en un péptido catidénico
aromatico para formar un disulfuro.

Como alternativa, los grupos funcionales pueden asociarse a través de un agente de entrecruzamiento (es decir,
enlazador). Algunos ejemplos de agentes de entrecruzamiento se describen a continuacién. El enlazador cruzado
puede unirse al agente citotdxico o poliaminoacido o el péptido catidnico aromatico.

El enlazador puede afectar o no a la cantidad de cargas netas del péptido catidnico aromatico. Tipicamente, el
enlazador no contribuira a la carga neta del péptido catiénico aromatico. Cada grupo amino, si los hay, presente en
el enlazador contribuira a la carga positiva neta del péptido catiénico aromatico. Cada grupo carboxilo, si los hay,
presente en el enlazador contribuira a la carga negativa neta del péptido catiénico aromético.

La cantidad de agentes citotdxicos o poliaminoacidos o péptidos catiénicos aromaticos en el complejo portador esta
limitada por la capacidad del péptido de acomodar multiples agentes citotdxicos o poliaminoacidos o la capacidad
del agente citotoxico o poliaminoacido de acomodar multiples péptidos. Por ejemplo, la impedancia estérica puede
impedir la capacidad del péptido de acomodar agentes citotdxicos o poliaminoacidos especialmente grandes.

La cantidad de agentes citotdxicos o poliaminoacidos o péptidos catidnicos arométicos en el complejo portador
también esta limitada por la cantidad de grupos funcionales presentes en el otro. Por ejemplo, la cantidad maxima de
agentes citotoxicos o poliaminoacidos asociadas con un péptido depende de la cantidad de grupos funcionales
presentes en el péptido. Como alternativa, la cantidad maxima de péptidos asociados con un agente citotoxico o
poliaminoacido depende de la cantidad de grupos funcionales presentes en la enzima.

En una realizaciéon, el complejo portador comprende al menos un agente citotoxico o poliaminoacido, y
preferiblemente al menos dos agentes citotdxicos o poliaminoacidos, asociadas con un péptido catiénico aromatico.

En ofra realizacion, el complejo portador comprende al menos un péptido catidnico aromatico, y preferiblemente al
menos dos péptidos catiénicos aromaticos, asociados con un agente citotéxico o poliaminoacido. Por ejemplo, un
agente citotdxico o poliaminocido que contiene varios grupos funcionales (por ejemplo, 3, 4, 5 o mas) puede
asociarse con varios (por ejemplo, 3, 4 6 5 0 mas) péptidos.

En otra realizacion mas, el complejo portador comprende un péptido catidnico aromatico asociado con un agente
citotdxico o poliaminoacido.

En una realizaciéon, un complejo portador comprende al menos un agente citotoxico o poliaminoacido unida
quimicamente (por ejemplo, conjugada) con al menos un péptido catidnico aromatico. El agente citotoxico o
poliaminoacido puede unirse quimicamente a un péptido catidnico aromatico mediante cualquier método conocido
para los especialistas en la técnica. Por ejemplo, un grupo funcional en el agente citotdxico o poliaminoacido puede
unirse directamente a un grupo funcional en el péptido catidnico aromatico. Algunos ejemplos de grupos funcionales
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adecuados incluyen, por ejemplo, amino, carboxilo, sulfhidrilo, maleimida, isocianato, isotiocianato e hidroxilo.

El agente citotoxico o poliaminoacido también puede unirse quimicamente al péptido catiénico aromatico mediante
agentes reticulantes, tales como dialdehidos, carbodiimidas, dimaleimidas, y similares. Los agentes reticulantes
pueden, por ejemplo, obtenerse de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL. El sitio web de Pierce Biotechnology,
Inc. en la URL http://www.piercenet.com/products/browse.cfm?fld-ID=26436A16-60A0-4A56-85F7-213A50830440
puede proporcionar ayuda. Agentes reticulantes adicionales incluyen los agentes reticulantes de platino descritos en
las patentes de Estados Unidos N° 5.580.990; 5.985.566; y 6.133.038 de Kreatech Biotechnology, B.V., Amsterdam,
Paises Bajos.

El grupo funcional en el agente citotoxico o poliaminoacido puede ser diferente del grupo funcional en el péptido. Por
ejemplo, si un grupo sulfhidrilo esta presente en el agente citotéxico o poliaminoacido, tal como en B-galactosidasa o
en oligonucleotidos de ADN y ARN modificados con tiol en el extremo 5’ y/o 3’, la agente citotdxico o poliaminoacido
puede entrecruzarse con el péptido, por ejemplo, [Dmt1]DALDA, a través del grupo 4-amino de lisina usando el
reactivo de reticulacion SMCC (es decir, 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo) de Pierce
Biotechnology (véase el Ejemplo 10 a continuacion).

Como alternativa, el grupo funcional en el agente citotoxico o poliaminoacido y el péptido pueden ser iguales.
Tipicamente se usan reticulantes homobifuncionales para entrecruzar grupos funcionales idénticos. Ejemplos de
reticulantes homobifuncionales incluyen EGS (es decir, bis[succinimidilsuccinato] de etilenglicol), DSS (es decir,
suberato de disuccinimidilo), DMA (es decir, adipimidato de dimetil-2 HCI), DTSSP (es decir, 3,3-
ditiobis[sulfosuccinimidilpropionato])), DPDPB (es decir, 1,4-di-[3’-(2’-piridilditio)-propionamido]butano), y BMH (es
decir, bis-maleimidohexano). Dichos reticulantes homobifuncionales también estan disponibles en Pierce
Biotechnology, Inc.

Para unir quimicamente los agentes citotoxicos o poliaminoacidos y los péptidos, los agentes citotoxicos o
poliaminoéacidos, los péptidos, y el reticulante tipicamente se mezclan juntos. El orden de adicion de los agentes
citotdxicos o poliaminoacidos, péptidos, y reticulante no es importante. Por ejemplo, el péptido puede mezclarse con
el reticulante, seguido de la adicién del agente citotdxico o poliaminoacido. Como alternativa, el agente citotéxico o
poliaminoacido puede mezclarse con el reticulante, seguido de la adicion del péptido. De forma éptima, los agentes
citotéxicos o poliaminoéacidos y los péptidos se mezclan, seguido de la adicion del reticulante.

Los complejos portadores quimicamente unidos suministran los agentes citotoxicos o poliaminoacidos a una célula.
En algunos casos, el agente citotoxico o poliaminoacido funciona en la célula sin escindirse del péptido catiénico
aromatico. Por ejemplo, si el péptido catidnico aromatico no bloquea el sitio catalitico del agente citotdxico o
poliaminoacido, entonces no es necesaria la escision del agente citotoxico o poliaminoacido del péptido catidnico
aromatico.

En otros casos, puede ser beneficioso escindir el agente citotoxico o poliaminoacido del péptido catidnico aromatico.
El sitio web de Pierce Biotechnology, Inc. descrito anteriormente también proporciona ayuda a un especialista en la
técnica en la eleccién de reticulantes adecuados que pueden escindirse por, por ejemplo, enzimas en la célula. Por
tanto, el agente citotéxico o poliaminoacido puede separarse del péptido catidnico aromatico. Ejemplos de
enlazadores escindibles incluyen SMPT (es decir, 4-succinimidiloxicarbonil-metil-a-[2-piridilditio]tolueno), Sulfo-LC-
SPDP (es decir, 6-(3-[2-piridilditio]-propionamido)hexanoato de sulfosuccinimidilo), LC-SPDP (es decir, 6-(3-[2-
piridilditio]-propionamido)hexanoato  de  succinimidilo),  Sulfo-LC-SPDP  (es  decir,  6-(3-[2-piridilditio]-
propionamido)hexanoato de sulfosuccinimidilo), SPDP (es decir, 3-[2-piridilditio]-propionamidohexanoato de N-
succinimidilo), y AEDP (es decir, acido 3-[(2-aminoetil)ditio]propiénico-HCI).

En otra realizacion, un complejo portador comprende al menos un agente citotdxico o poliaminoacido unida de forma
fisica con al menos un péptido catidnico aromatico. Puede emplearse cualquier método conocido para los
especialistas en la técnica para unir de forma fisica los agentes citotoxicos o poliaminoacidos con los péptidos
catidnicos aromaticos.

Por ejemplo, los péptidos catidnicos aromaticos y los agentes citotdxicos o poliaminoacidos pueden mezclarse juntos
por cualquier método conocido para los especialistas en la técnica. El orden de mezcla no es importante. Por
ejemplo, los agentes citotéxicos o poliaminoacidos pueden mezclarse fisicamente con péptidos catidnicos
aromaticos modificados o no modificados por cualquier método conocido para los especialistas en la técnica. Como
alternativa, los péptidos catiénicos aromaticos modificados o no modificados pueden mezclarse fisicamente con los
agentes citotdxicos o poliaminoacidos por cualquier método conocido para los especialistas en la técnica.

Por ejemplo, los péptidos catidnicos aromaticos y agentes citotdéxicos o poliaminoacidos pueden colocarse en un
recipiente y agitarse, por, por ejemplo, agitacion del recipiente, para mezclar los péptidos catidnicos aromaticos y los
agentes citotéxicos o poliaminoacidos.

Los péptidos catidnicos aromaticos pueden modificarse por cualquier método conocido para los especialistas en la
técnica. Por ejemplo, el péptido catiénico aromatico puede modificarse mediante agentes de reticulacion o grupos
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funcionales, como se ha descrito anteriormente. El enlazador puede afectar o no a la cantidad de cargas netas del
péptido catidénico aromatico. Tipicamente, el enlazador no contribuira a la carga neta del péptido catidnico aromatico.
Cada grupo amino, su los hay, presente en el enlazador contribuye a la carga positiva neta del péptido catiénico
aromatico. Cada grupo carboxilo, si los hay, presente en el enlazador contribuye a la carga negativa neta del péptido
catiénico aromatico.

Por ejemplo, [Dmt1]DALDA puede modificarse, a través del grupo 4-amino de lisina usando el reactivo de reticulacion
SMCC (es decir, 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo) de Pierce Biotechnology (véase el
Ejemplo 10 a continuacién). Para formar un complejo portador, el péptido catidnico aromatico modificado
habitualmente se forma primero y después se mezcla con el agente citotéxico o poliaminoacido.

Una ventaja de los complejos portadores fisicamente unidos, es que el agente citotdxico o poliaminoacido funciona
en una célula sin la necesidad de retirar un péptido catiénico aromatico, tal como los complejos portadores en que el
agente citotéxico o poliaminoacido esta unida quimicamente a un péptido catiénico aromatico. Ademas, si el péptido
catiénico aromatico no bloquea el sitio catalitico del agente citotdxico o poliaminoacido, entonces no es necesaria la
disociacién del complejo.

Sintesis de los péptidos catiénicos aromaticos

Los péptidos utiles en los métodos de la presente invencion pueden sintetizarse quimicamente por cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica. Los métodos adecuados para sintetizar la proteina incluyen, por ejemplo, los
descritos por Stuart y Young en "Solid Phase Peptide Synthesis," Segunda Edicién, Pierce Chemical Company
(1984), y en "Solid Phase Peptide Synthesis," Methods Enzymol. 289, Academic Press, Inc, Nueva York (1997).

Modos de administracién

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para suministrar un agente citotdxico o poliaminoacido a una
célula. El método comprende poner en contacto una célula con un agente citotéxico o poliaminoacido y un péptido
catiénico aromatico. La célula puede ponerse en contacto con el agente citotéxico o poliaminoacido y el péptido
catiébnico aromatico mediante cualquier método conocido para los especialistas en la técnica. Por ejemplo, una
célula puede incubarse con el agente citotoxico o poliaminoacido y el péptido catiénico aromatico in vitro. En un
aspecto, el agente citotdxico o poliaminoacido y el péptido catiénico aromatico pueden estar presentes en forma de
un complejo portador, tal como los complejos portadores descritos anteriormente, que comprenden agentes
citotdxicos o poliaminoacidos y péptidos catidnicos aromaticos unidos quimicamente o unidos fisicamente.

En otra realizacién, el método para suministrar un agente citotéxico o poliaminoacido a una célula comprende poner
en contacto la célula con un complejo portador. El agente citotoxico o poliaminoacido se suministra a la célula
poniendo en contacto la célula con el complejo portador que comprende el agente citotoxico o poliaminoacido y un
péptido catiénico aromatico. La célula puede ponerse en contacto con el complejo portador mediante cualquier
método conocido para los especialistas en la técnica.

Por ejemplo, una célula puede incubarse con el complejo portador in vitro. La célula puede ser cualquier célula. La
célula puede ser de origen vegetal, animal, o bacteriano. Un ejemplo de una célula vegetal incluye células de
Arabidopsis. Ejemplos de células bacterianas incluyen Saccharomyces y Lactobacillus. Las células animales
incluyen células de mamifero, tales como células neuronales, células epiteliales renales, células de rifién, células
endoteliales vasculares, células de la glia, células epiteliales intestinales y hepatocitos. Un ejemplo de una célula
endotelial vascular es una célula endotelial de la barrera hematoencefalica.

El complejo portador también puede administrarse a un mamifero in vivo. Una cantidad eficaz de un complejo
portador, preferiblemente en una composiciéon farmacéutica, puede administrarse a un mamifero que lo necesite por
cualquiera de varios métodos bien conocidos para administrar compuestos farmacéuticos.

El complejo portador puede administrarse de forma sistémica o local. En una realizacion, el complejo portador se
administra por via intravenosa. Por ejemplo, el complejo portador puede administrarse mediante inyeccion rapida de
bolo intravenoso. Preferiblemente, sin embargo, el complejo portador se administra como una infusion intravenosa a
velocidad constante.

Los complejos portadores pueden administrarse a los tejidos de un mamifero de forma local, por ejemplo, por
inyeccion en tejidos que estan accesibles mediante una jeringa. Por ejemplo, si el complejo portador contiene un
agente citotdxico que tiene que suministrarse a un tumor en un mamifero, preferiblemente, el tumor es accesible
para administracién local. Dichos tumores incluyen, por ejemplo, cancer de piel y cancer de mama.

El complejo portador también puede administrarse por via oral, tépica, intranasal, intramuscular, subcuténea, o
transdérmica. En una realizacion preferida, la administracion transdérmica del complejo portador es por iontoforesis,
en que el complejo portador se suministra a través de la piel por una corriente eléctrica.
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Otras vias de administracion incluyen intracerebroventricular o intratecal. Intracerebroventicular se refiere a
administracion en el sistema ventricular del cerebro. Intratecal se refiere a administracion en el espacio por debajo
de la membrana aracnoidea del cerebro o médula espinal. Por tanto, puede preferirse administracion
intracerebroventricular o intratecal para aquellas enfermedades y afecciones que afectan a los érganos o tejidos del
sistema nervioso central.

El complejo portador puede administrarse a mamiferos por liberacién sostenida, como se sabe en la técnica. La
administracion de liberacion sostenida es un método de suministro de farmacos para conseguir un cierto nivel del
farmaco durante un periodo de tiempo particular. El nivel tipicamente se mide por concentraciéon en suero.

Cualquier formulacién conocida en la técnica de la farmacia es adecuada para administracion del complejo portador.
Para administracion oral, pueden usarse formulaciones liquidas o sdlidas. Algunos ejemplos de formulaciones
incluyen comprimidos, capsulas de gelatina, pildoras, trociscos, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, gomas de
mascar y similares. Los péptidos pueden mezclarse con un medio (vehiculo) o excipiente farmacéutico adecuado
como comprenden los especialistas en la técnica. Ejemplos de vehiculos y excipientes incluyen almidén, leche,
azucar, ciertos tipos de arcilla, gelatina, acido lactico, acido estearico o sales de los mismos, incluyendo estearato de
magnesio o calcio, talco, grasas o aceites vegetales, gomas y glicoles.

Para administracion sistémica, intracerebroventricular, intratecal, tépica, intranasal, subcutanea, o transdérmica, las
formulaciones del complejo portador pueden utilizar diluyentes, vehiculos, o excipientes etc. convencionales, tal
como se sabe en la técnica que pueden emplearse para suministrar el complejo portador. Por ejemplo, las
formulaciones pueden comprender uno o mas de los siguientes: un estabilizante, un tensioactivo, preferiblemente un
tensioactivo no iénico, y opcionalmente una sal y/o un agente tamponante. El complejo portador puede suministrarse
en forma de una solucién acuosa, o en una forma liofilizada.

El estabilizante puede ser, por ejemplo, un aminoacido, tal como por ejemplo, glicina; o un oligosacarido, tal como
por ejemplo, sacarosa, tetralosa, lactosa o un dextrano. Como alternativa, el estabilizante puede ser un alcohol de
azucar, tal como por ejemplo, manitol; o una combinacién de los mismos. Preferiblemente el estabilizante o
combinacion de estabilizantes constituye de aproximadamente el 0,1% a aproximadamente el 10% en peso para el
peso del complejo portador.

El tensioactivo es preferiblemente un tensioactivo no iénico, tal como un polisorbato. Algunos ejemplos de
tensioactivos adecuados incluyen Tween20, Tween80; un polietilenglicol o un polioxietileno polioxipropileno glicol, tal
como Pluronic F-68 a de aproximadamente el 0,001% (p/v) a aproximadamente el 10% (p/v).

La sal o agente tamponante puede ser cualquier sal o agente tamponante, tal como por ejemplo, cloruro sédico, o
fosfato de sodio/potasio, respectivamente. Preferiblemente, el agente tamponante mantiene el pH de la composicién
farmacéutica en el intervalo de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 7,5. La sal y/o agente tamponante también
es util para mantener la osmolalidad a un nivel adecuado para la administracion a un ser humano o un animal.
Preferiblemente la sal o agente tamponante esta presente a una concentracion casi isotonica de aproximadamente
150 mM a aproximadamente 300 mM.

Las formulaciones del complejo portador utiles en los métodos de la presente invencién pueden contener
adicionalmente uno o mas aditivos convencionales. Algunos ejemplos de dichos aditivos incluyen un solubilizante tal
como, por ejemplo, glicerol; un antioxidante tal como por ejemplo, cloruro de benzalconio (una mezcla de
compuestos de amonio cuaternario, conocidos como "quats"), alcohol bencilico, cloretona o clorobutanol; agente
anestésico tal como por ejemplo un derivado de morfina; o un agente isoténico etc., tal como se ha descrito
anteriormente. Como precaucion adicional contra oxidacién u otro tipo de deterioro, las composiciones farmacéuticas
puede almacenarse en gas nitrégeno en viales sellados con tapones impermeables.

El mamifero puede ser cualquier mamifero incluyendo, por ejemplo, animales de granja, tales como ovejas, cerdos,
vacas, y caballos; animales de compafiia, tales como perros y gatos; animales de laboratorio, tales como ratas,
ratones y conejos. En una realizacion preferida, el mamifero es un ser humano.

Utilidad

Debido a la capacidad de los complejos portadores de cruzar las membranas celulares en un mecanismo
independiente de energia, son posibles numerosas aplicaciones in vivo e in vitro.

Los complejos portadores pueden usarse, por ejemplo, in vitro, como herramienta de investigacion. Por ejemplo, los
complejos portadores pueden suministrar moléculas, tales como proteinas, a una célula de modo que pueda
estudiarse el papel funcional de la molécula. Dichas enzimas incluyen, por ejemplo, proteinas de sefializacién celular
(por ejemplo, quinasas, tales como JAK).

Otra aplicacion in vitro, incluye, por ejemplo, el suministro de un marcador, tal como pB-galactosidasa, a una célula, tal
como una célula madre, célula hematopoyética, o célula embrionaria, para determinar la descendencia (linaje) de
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una célula.

Otras aplicaciones in vitro incluyen, por ejemplo, el suministro de un anticuerpo detectable a una célula para
determinar la presencia de una proteina particular en la célula.

Los complejos portadores también tienen usos terapéuticos in vivo.

La barrera hematoencefalica es particularmente selectiva. Por tanto, una aplicacion in vivo incluye el suministro de
moléculas a través de la barrera hematoencefalica. Dicha molécula puede incluir, por ejemplo, un anticuerpo contra
B-amiloide en el tratamiento de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Uno de los problemas normales asociados a los agentes quimioterapicos es conseguir niveles adecuados dentro de
una ceélula. Por ejemplo, el agente quimioterapico puede ser demasiado grande o el agente puede no ser lo
suficientemente aromatico para atravesar la membrana celular. Por tanto, otra aplicacion in vivo incluye el suministro
de agentes citotoxicos a una célula.

Ejemplos

(Los Ejemplos 1-10y 13-18 son solo para referencia)

Ejemplo 1: Materiales y métodos

Farmacos y agentes quimicos. [Dmt']DALDA y [*H][Dmt']DALDA (47 Ci/mmol) se sintetizaron de acuerdo con
métodos descritos previamente (Schiller et al., Eur. J. Med. Chem. 2000 35: 895 901; Zhao et al., J. Pharmacol.
Exp. Ther. 2002, 302: 188-196). [14C]Gly-Sar (56,7 mCi/mmol) y [*H][D-Ala®,N Me-Phe*Gly’>-ol]-encefalina (50
Ci/mmol) se adquirieron de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). Todos los demas farmacos y agentes quimicos
se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Cultivo celular. Todas las lineas celulares se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA), y
los suministros de cultivo celular se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, CA). Las células Caco-2 se cultivaron en
MEM, mientras que las células SH-SY5Y, HEK293 y Huh7 se cultivaron en medio de Eagle modificado por
Dulbecco. Los medios de cultivo se suplementaron con suero bovino fetal al 10%, 200 pg/ml de penicilina, y 100
ng/ml de sulfato de estreptomicina. Las células CRFK se cultivaron en MEM + suero de caballo al 10%, aminoacidos
no esenciales, y penicilina/estreptomicina. Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37°C en una atmodsfera
humidificada del 95% de aire y 5% de CO..

Ensayo para captacion de péptido. La internalizaciéon de péptido se estudio principalmente usando células Caco-2
y posteriormente se conflrmo con células SH-SY5Y, HEK293, y CRFK. Se cultivaron monocapas de células en
placas de 12 pocillos (5 x 10° células/pocillo) recubiertas con colageno durante 3 dias. En el dia 4, las células se
Iavaron dos veces con HBSS precalentado, y después se incubaron con 0,2 ml de HBSS que contenia
[H][Dmt JDALDA 250 nM o [14C]Gly Sar 50 uM a 37°C durante varlos tlempos hasta 1 h. En un experlmento
diferente, las células se incubaron con la misma concentracién de [ H][Dmt ]DALDA en presencia de [Dmt ]DALDA
no marcado (1 uM-3 mM) durante 1 h a 37°C Para estudlos de captacion a 4°C, las células se pusieron en hielo
durante 20 min. antes de la incubacién con [ H][Dmt ]|DALDA o [14C]Gly Sar. Al final del periodo de incubacion, las
células se lavaron cuatro veces con HBSS, y se afadieron 0,2 ml de NaOH 0,1 N con SDS al 1% a cada pocillos.
Los contenidos celulares después se transfirieron a viales de centelleo y se contd la radiactividad. Se usé una
alicuota de lisado celular para la determinacién del contenido de proteinas usando el método de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA). Para distinguir entre radiactividad internalizada de la radiactividad asociada a superficie, se incluyd
una etapa de lavado con acido. Antes de la lisis celular, las células se incubaron con 0,2 ml de acido acético 0,2
M/NaCl 0,05 M durante 5 min. en hielo.

Ensayo para flujo sallente de péptido de células CaCo-2. Se cultivaron monocapas de celulas Caco- 2 en placas
de 12 pocillos (5 x 10° células/pocillo) durante 3 dias. En el dia 4, las células se precargaron con [ H][Dmt |DALDA o
[ C]GIy-Sar durante 1 h a 37°C. Las células después se lavaron cuatro veces con 1 ml de solucién de incubacion
enfriada en hielo para terminar la captacién y después se incubaron con 0,5 ml de MEM durante 1 h a 37 0 4°C para
medir el flujo saliente de péptido desde las células al medio de incubacion. Se determiné la cantidad de radiactividad
en lisados celulares y en el medio de incubacién. Para examinar el papel de P-glucoproteina sobre la captamon de
péptido y flujo saliente desde las células, también se determind la captacion y flujo saliente de [Dmt ]JDALDA en
presencia de verapamilo 100 uM (inhibidor de P-glucoproteina).

Ensayo para translocacién de péptido a través de monocapas de Caco-2. Se prepararon monocapas de células
Caco-2 como se ha descrito previamente (Irie et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 2001, 298: 711-717). Las células
Caco-2 (2 x 10°) se sembraron en filtros de membrana microporosa (24 mm, 0,4 um) dentro de camaras de cultivo
celular Transwell (Corning Glassworks, Corning, NY). Cada camara Transwell se llené con 1,5 ml de medio en el
compartimiento apical y 2,5 ml en el compartimiento basolateral. Se dio a las monocapas celulares medio fresco
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cada 1 a 2 dias y se usaron en el dia 28 para experimentos de transporte. Se determiné el transporte apical-a-
basolateral de los péptidos afiadiendo [3H][Dmt1]DALDA 0,2uMo [14C]Gly—Sar 100 uM al compartimiento apical, y se
retiraron 5 alicuotas de 0- pl tanto del compartimiento apical como basolateral en diversos momentos después de la
adicion de péptido para la determinacion de los recuentos de radiactividad.

El coeficiente de permeabilidad aparente se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion: Pgpp = X/(t A - Co),
donde X/t es la tasa de captacion en el compartimiento receptor, A es el area de difusién (4,72 cm ) y Co es la
concentracion inicial en el compartimiento donante.

Microscopia de barrido laser confocal. La captacion de péptidos catidnicos aromaticos en celulas se confirmé por
microscopia de barrido laser confocal (CLSM) usando dos péptidos fluorescentes, [Dmt dnsDap ]DALDA (Dmt-D-
Arg-Phe-dnsDap-NH,, donde dnsDap es (acido p-dansil-1-a,B-diamino-propiénico) y [Dmt atnDap ]DALDA (Dmt-D-
Arg-Phe-atnDap-NH,, donde atn es acido B-antraniloil-L-o.,3-diaminopropiénico). Se cultivaron células Caco-2 o SH-
SY5Y como se ha descrito anteriormente y se sembraron en placas de fondo de vidrio (35-mm) (MatTek, Ashland,
MA) durante 2 dias. El medio después se retird, y las células se incubaron con 1 ml de HBSS que contenia 0,1 uM
del péptido fluorescente a 4°C o 37°C durante 15 min. Las células después se lavaron tres veces con HBSS enfriado
en hielo y se cubrieron con 200 ul de PBS, y se realiz6 microscopia en 10 min. a temperatura ambiente usando un
microscopio de barrido laser confocal con un objetivo C-Apochromat 63x/1,2W corr (leon Tokio, Japon). Las
Iongltudes de onda de excitacion/emision se establecieron a 340/520 nm para [Dmt dnsDap ]DALDA y 320/420 nm
para [Dmt atnDap ]DALDA, respectivamente. Para el seccionado optico en direcciéon z, se hicieron de 5 a 10
marcos con 2,0 um.

Ensayo de unién de radioligando usando membranas celulares. Se determind la unién especifica de
[ H][Dmt ]DALDA a receptores de superficie celular usando membranas preparadas a partir de células Caco-2 y SH-
SYS5Y. Después de 4 dias de cultivo, las células se lavaron dos veces con tampon PBS y después se retiraron por
raspado. Las células se centrifugaron a 500 g durante 5 min. y el sedimento se almacend a -80°C. Las células se
homogeneizaron en tampdn Tris-HCI 50 mM enfriado en hielo (5 ng/ml de leupeptina, 2 pg/ml de quimostatina, 10
pug/ml bestatina, y EGTA 1 mM, pH 7,4). El homogeneizado se centrifugd a 36.000 g durante 20 min. Los sedimentos
se resuspendieron con tampén Tris-HCI 50 mM. Se incubaron alicuotas de los homogeneizados de membrana (~140
ug de proteina) con [3H][Dmt1]DALDA (15-960 pM) durante 60 min. a 25°C. Se evalué la unién no especifica por
inclusion de [Dmt1]DALDA no marcado 1 uM. El radioligando libre se separé del radioligando unido por filtracién
rapida a través de filtros GF/B (Whatman, Maidstone, RU) con un recolector celular (Brandel Inc., Gaithersburg, MD).
Los filtros se lavaron tres veces con 10 ml de tampédn Tris, y la radiactividad se determiné por recuento de centelleo
liquido. Las afinidades de unién (Kq) y niumero de receptor (Bmax) S€ determinaron usando regresion no lineal
(Software GraphPad, San Diego, CA).

Conjugaciéon de proteina a [Dmtl]DALDA [Dmt1]DALDA se reticulo con B-galactosidasa (E. coli recombinante,
Sigma-Aldrich) usando un reticulante SMCC (4-(N- male|m|domet|I)C|c|ohexano 1-carboxilato de succinimidilo)
(Pierce). SMCC reacciona con moléculas que contienen amina (Lys de [Dmt JDALDA) para formar enlaces amida
estables. Su extremo maleimida entonces puede conjugarse con un compuesto que contiene sulfhidrilo para crear
un enlace tioéter (Bioconjugate Techniques de Greg T. Hermanson, Academic Press, pagina 234-237). p-Gal
contiene abundantes grupos sulfhidrilo libres en su estado nativo. La captamon de B- Gal proporciona una lectura
conveniente con el uso de X-gal. En resumen, se mezclé 1 ml de [Dmt ]JDALDA 5 x 10° M con 1 mg de SMCC en
tampodn fosfato durante 1 h a temperatura ambiente. Esto debe producir "péptido activado”. El "péptido activado" se
diluy6é 1:10 con tampoén fosfato. Se afiadié 1 mg de B-Gal a 1 ml del "péptido activado" 1:10 y se mezcld a 4°C
durante 2 h o durante una noche.

Acoplamiento de [Dmtl]DALDA al reticulante SMCC y confirmacion por espectrometria de masas. Se
disolvieron SM-CC (1 pg) y [Dmt1]DALDA (5 ng) juntos en 2 ml de PBS, se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 min., y se almacenaron a 4°C. Se mezclé una alicuota de la muestra con matriz (acido 3-hidroxi picolinico
(HPA) saturado en acetonitrilo al 50%, 10 mg/ml de citrato de amonio) en una proporcion 1:10, y se aplicaron
puntualmente sobe una placa diana de acero inoxidable. Las muestras se analizaron por espectrometria de masas
por desorcion e ionizacidon por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) (Applied Biosystems
(Voyager DE Pro)) en el modo Reflectron positivo.

Conjugacion de ARN a [Dmt ]DALDA y conﬂrmamon por electroforesis en gel. Se fosforild oligo ARN sintético
(40 nucledtidos de longitud) en el extremo 5’ usando y- 2p_ATP y polinucleétido quinasa. EI producto se purificé por
electroforesis en gel. Se conjugaron 500.000 cpm de oligo ARN purificado en gel con [Dmt ] DALDA en presencna de
1 mg de EDC (N-[3-dimetilaminopropil-N’-etilcarboiimida]). El producto de la reaccién de conjugacion ([Dmt ] DALDA-
oligo ARN) y oligo ARN solo se analizaron en gel de poliacrilamida al 15% urea.

Conjugacién de ADN con [Dmt']DALDA y confirmacion por espectrometria de masas. Se disolvieron SMCC (1
ug) y [Dmt1]DALDA (5 ng) juntos en 2 ml de PBS, se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min., y se
mezclaron con oligo ADN 3'-tiol desprotegido a 4°C durante 24 horas. Después de incubaciéon, se mezclé una
alicuota de muestra con matriz (acido 3-hidroxi picolinico (HPA) saturado en acetonitrilo al 50%, 10 mg/ml de citrato
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de amonio) en una proporcion 1:10, y se aplicé de forma puntual sobre una placa diana de acero inoxidable. Las
muestras se analizaron por MALDI-TOF MS.

Formamon de complejo portador por mezcla fisica de ARN y conjugado [Dmt ]DALDA-SMCC. El conjugado
[Dmt ]DALDA-SMCC se preparé como se ha descrito anteriormente. Las moléculas de ARN se mezclaron con el
conjugado [Dmt ]DALDA-SMCC en PBS durante 15 min. a temperatura ambiente antes de su uso en estudios de
captacién celular.

Formacién de complejo portador por mezcla fisica de proteina y conjugado [Dmt ]DALDA SMCC. El
conjugado [Dmt ]DALDA-SMCC se prepardé como se ha descrito anterlormente Las moléculas de proteina (es decir,
proteina verde fluorescente, GFP) se mezclaron con el conjugado [Dmt ]JDAL-DA-SMCC durante 15 min. a
temperatura ambiente antes de su uso en estudios de captacién celular.

Ensayo para captamon de conjugado [Dmt ]DALDA-ARN en células. Se fosforilaron oligo ARN sintéticos en el
extremo 5 usando y- ’P-ATP y polinucledtido quinasa, y los productos se purificaron por electroforesis en gel. Se
conjugaron 500.000 cpm de oligo ARN purificado en gel con [Dmt] DALDA en presencia de 1 mg de N-(3-
dimetilaminopropil-N’-etilcarboiimida, EDC). Las células Caco-2 (1 x 10° ) se lavaron tres veces en medio DMEM y se
pre- -incubaron en DMEM durante 5 minutos. Las células después se incubaron con conjugado [Dmt']DALDA-
[**Ploligo ARN o ARN no conjugado (aproximadamente 20.000 cpm) durante 60 minutos a 37°C. Después de
incubacion, las células se lavaron tres veces en DMEM, se incubaron con tampdn de lisis, y se determind la
radiactividad en el lisado celular.

Ensayo para captacnon de ARN en células cuando se mezclan con conjugado [Dmt ]DALDA-reticulante. Las
células Huh7 (1x10 células/pocillo) se lavaron con DMEM y después se incubaron con 1,0 ml de DMEM que
contenia [*P]oligo ARN solo o con 40 pl de conjugado [Dmt']DALDA-SMCC, durante 60 min. a 37°C o 4°C. Las
células después se lavaron cuatro veces en DMEM y una vez en solucion de acetato sodico para reducir la unién no
especifica antes de incubar en tampén de lisis durante 30 min. y se determind la radiactividad en el lisado celular.

Ensayo para captacién de conjugado [Dmt ]DALDA- protelna en células. Las células (células de neuroblastoma
N2A o Caco-2) se sembraron en placas de 96 pocillos (2 x 10* células/pocillo) y se incubaron con [Dmt ]DALDA
reticulado con B-Gal o B-Gal sola durante 1 h a 37°C. Las células después se lavaron 4 veces con PBS. Las células
después se tifieron con conjunto de tincion con B-gal (Roche) durante al menos 2 h a 37°C y se examinaron bajo el
microscopio.

Ensayo para captacnon de proteina en células cuando se co-incuban con conjugado [Dmt ]DALDA SMCC.
Las células Huh7 (1x10 células/pocillo) se lavaron con DMEM y después se incubaron con 0,5 ml de DMEM que
contenia 3 ug de proteina verde fluorescente (GFP) sola (A), 3 ug de GFP y 40 pl de [Dmt']DALDA (B), o 3 ug de
GFP y 40 pl de [Dmt']IDALDA conjugado con SMCC (C) durante 60 min. a 37°C. Después se afiadieron 2 ml de
medio celular a las células que se incubaron durante 24 horas adicionales en la incubadora de cultivo celular.
Después de incubacion, las células se lavaron cuatro veces en medio celular y se visualizé la GFP retenida en
células vivas por microscopia de barrido ladser confocal. La excitacion se realizé a 340 nm y se midié la emision a
520 nm.

Ensayo para apoptosis. La apoptosis se determind con el uso de colorante Hoechst (Molecular Probes, Eugene,
OR) para tefiir los nucleos apoptoéticos. El colorante Hoechst se cargé a los cultivos celulares y se incubd durante 15
min. Se retir6é el colorante Hoechst excesivo lavando las células con medio celular (libre de indicador de pH) y se
examinaron las células usando microscopia fluorescente (excitacion a 350 nm y emision a 461 nm).

Ejemplo 2: Curso de tiempo de captacién de [Dmt*]DALDA y Gly-Sar en células Caco-2.

Cuando se incubd con células Caco-2 a 37°C, se observo [ H][Dmt ]DALDA en lisado celular tan pronto como alos5

, Y se consiguieron niveles estacionarios en 30 min. (Figura 1A). La cantidad total de [H][Dmt ]DALDA
recuperada en el lisado celular después de incubacion de 1 h representaba aproximadamente el 1% del farmaco
total. En contraste, en las mismas condiciones experimentales, [ C]GIy-Sar seguia aumentando desde los 5 hasta
los 45 min. (Figura 1B). Se cree que la radiactividad medida refleja los niveles de [Dmt ]JDALDA, porque se ha
demostrado previamente que [Dmt IDALDA es resistente contra la degradacion con peptidasa (Szeto et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther., 2001, 298: 57-61). Para determinar si la radiactividad medida estaba asociada con
membranas celulares, las celulas se sometieron a lavado con acido para retirar la unién superficial. La Figura 1C
muestra que el 80,8% de [ H][Dmt ]DALDA era resistente a lavado con acido y por lo tanto se supuso que estaba
dentro de la célula. Se descubrié que la captacion de [Dmt ]DALDA era dependiente de la concentracién sobre un
amplio intervalo de concentraciones (Figura 1D).

Ejemplo 3. Dependencia de la temperatura y efectos del pH sobre la captacién de [Dmt']|DALDA y Gly-Sar.

Cuando la incubacion se realizé a 4°C, la captacion de [3H][Dmt1]DALDA fue mas lenta en comparacién con 37°C,
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pero alcanzé el 76,5% en 45 min. (Figura 1A) y el 86,3% en 1 h (Figura 1A). En contraste, la captacion de [14C]Gly-
Sar estaba completamente suprimida a 4°C (Figura 1B). Se sabe que la captacion de Gly-Sar por PEPT1 es
dependiente de pH, sucediendo la captacion 6ptima a pH 6,0 (Terada et al.,, 1999, Am. J. Physiol. 276:G1435-
G1441). Esto se confirmé en nuestro estudio (Figura 2B). En contraste, la captacion de [3H][Dmt1]DALDA estaba
inalterada cuando el pH variaba de 4,0 a 7,4 (Figura 2A). La ausencia de dependencia de temperatura y pH sugiere
que la captacion de [Dmt1]DALDA en células Caco-2 no esta mediada por PEPT1 (transportador de péptidos 1).

Ejemplo 4. Efecto de DEPC sobre la captaciéon de [Dmt']DALDA y Gly-Sar.

Para demostrar adicionalmente que PEPT1 no esta implicado en el transporte de [Dth]DALDA, se examinoé el
efecto de DEPC (dietilpirocarbonato; 0,2 mM) sobre la captacion de [3H][Dmt1]DALDA y [1 C]Gly-Sar. DEPC es un
reactivo modificador de restos de histidina que ha demostrado inhibir PEPT1 en células Caco-2 (Terada et al., FEBS.
Lett., 1996, 394: 196-200). La adicion de DEPC al medio de incubacién inhibié significativamente la captacion de
[14C]Gly-Sar (Figura 2D). Sorprendentemente, DEPC no solamente no inhibié la captacién de [3H] [Dmt1]DALDA sino
que también aumenté realmente la captacion de [Dmt1]DALDA en 34 veces (Figura 2C).

Ejemplo 5. Internalizacién de [Dmt*]DALDA en diferentes tipos celulares.

Para demostrar que la internalizacion de [Dmt1]DALDA no estaba limitada a células Caco-2, se compar6 la
internalizacion de [Dmt1]DALDA en varias lineas celulares diferentes. Se incluyé una etapa de lavado con acido para
distinguir la radiactividad internalizada (resistente a acido) de la radiactividad unida a superficie (sensible a acido). La
Figura 3A compara los niveles de radiactividad resistente a acido en células Caco-2, SH-SY5Y, HEK293, y CRFK.
Los resultados muestran que [3H][Dmt1]DALDA se recogio extensivamente en todos los tipos celulares.

Ejemplo 6. Ensayos de union de radioligando con [*H|Dmt‘]DALDA.

Para determinar si [Dmt1]DALDA se internalizada mediante mecanismos mediados por receptor, se realizé ensayos
de union de radioligando ([3H][Dmt1]DALDA) con membranas preparadas a partir de células Caco-2 y células SH-
SY5Y. La Figura 3B muestra la unién especifica de [3H][Dmt1]DALDA a membranas SH-SY5Y. El valor calculado de
Kq fue 118 pM (intervalo 87-149) y el valor de Bmax se estimo en 96 fmol/mg de proteina (intervalo 88-104). Esto es
comparable con los valores obtenidos usando receptor p-opioide humano recombinante expresado en células de
ovario de hamster chino (G.-M. Zhao y H. H. Szeto, datos no publicados). No se observé union especifica de alta
afinidad con membranas Caco-2 (Figura 3B). Se sabe que las células HEK293 no tienen receptores opioides (Blake
et al., J. Biol. Chem., 1997, 272: 782-790).

Ejemplo 7. Flujo saliente de [Dmt']DALDA vy Gly-Sar desde células Caco-2.

La consecucion de niveles estacionarios de [3H][Dmt1]DALDA en células Caco-2 después de <30 min. de incubacion
sugirié que la velocidad de flujo saliente del péptido desde la célula era igual a la velocidad de captaciéon en ese
tiempo. Para examinar el flujo saliente de Gly-Sar y [Dmt1]DALDA desde la célula, se precargaron células Caco-2
con [14C]Gly—Sar o] [3H][Dmt1]DALDA y después se remplazaron con medio fresco que no contenia péptido. La Figura
4A muestra que el 39% de [14C]Gly-Sar se encontraba en el medio después de 1 h a 37°C. El flujo saliente de
[14C]Gly-Sar estaba significativamente reducido a 4°C. El flujo saliente de [3H][Dmt1]DALDA desde células Caco-2
era mucho mas réjpido, con un 80% del péptido evacuado en el medio en 1 h (Figura 4A). En contraste con la
internalizacion de ["H] [Dmt1]DALDA (Figura 1A), la temperatura tuvo un efecto significativo sobre el flujo saliente de
[3H][Dmt1]DALDA desde la célula (Figura 4A). El flujo saliente de 1Dmt1]DALDA se disminuy6 en células tratadas con
DEPC (Figura 4B). La reduccion en el flujo saliente de [3H][Dmt ]DALDA por DEPC es coherente con la captacion
enormemente aumentada de [3H][Dmt1]DALDA en presencia de DEPC (Figura 2C). Por otro lado, el flujo saliente de
[3H][Dmt1]DALDA no estaba afectado por verapamilo, un inhibidor de P-glucoproteina (Figura 4C). El verapamilo
tampoco tuvo efecto sobre la captacion celular de [3H][Dmt1]DALDA (Figura 4D).

El flujo saliente de [Dmt']DALDA desde la célula puede ser beneficioso si tras escision enzimatica después de la
captacion celular del conjugado [Dmt1]DALDA-prote|'na, [Dmt1]DALDA se evacua de la célula mientras la proteina de
carga permanece dentro.

Ejemplo 8. Transporte transcelular de [Dmt*]DALDA y Gly-Sar.

Se usaron monocapas Caco-2 cultivadas en Transwells para estudiar el transporte apical-a-basolateral de
*"IDmt'IDALDA y ['“C]Gly-Sar. La Figura 5 ilustra el transporte de ["C]Gly-Sar y [°H][Dmt']DALDA en el lado
basolateral en diversos momentos después de la carga del péptido en el lado apical del Transwell. El porcentaje de
[3H][Dmt1]DALDA translocado desde el lado apical hasta el basolateral en 60 min. (10,4%) fue comparable con el
porcentaje de [14C]Gly-Sar transportado (11,9%). El coeficiente de permeabilidad aparente se estimo en 1,24, x 10°
cm/s para [Dmt1]DALDA y 1,26 x 10° cm/s para Gly-Sar.

Ejemplo 9. Visualizacién de captacién celular de péptidos catiénicos aromaticos usando CLSM.
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Para visualizar la captacion y modo de internalizacion celular de péptidos cationicos aromaticos, se estudiaron dos
péptidos fluorescentes ([Dmt1,dnsDap4]DALDA y [Dmt1,atnDap4]DALDA) por CLSM. La Figura 6 muestra la
internalizacion del péptido fluorescente en células Caco-2 después de incubacion con [Dmt1,dnsDap4]DALDA 0,1 uM
durante 15 min. a 37°C. La fluorescencia aparecié difusa en todos el citoplasma son distribucion vesicular aparente,
lo que sugiere que la captacion del péptido no implicaba endocitosis y el péptido no esta encerrado en un endosoma.
Obsérvese también que el péptido estaba completamente excluido del nucleo. La internalizacion de
[Dmt1,atnDap4]DALDA en células SH-SY5Y después de incubacion con [Dmt1,atnDap4]DALDA 0,1 uM durante 30
min. a 4°C apoya claramente un mecanismo de captacién no endocitética independiente de energia, porque la
endocitosis es un proceso dependiente de energia.

Eiemplo 10. Acoplamiento de péptidos al reticulante SMCC y confirmacién por espectrometria de masas.

Se disolvieron SMCC (1 ug) y 5 ug de [Dmt1]DALDA, [Phe1]DALDA, 0 [d-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH-] juntos en 2 ml de
PBS, se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min., y se almacenaron a 4°C. Se mezcl6 una alicuota de la
muestra con matriz (acido 3-hidroxi picolinico (HPA) saturado en acetonitrilo al 50%, 10 mg/ml de citrato de amonio)
en una proporcion 1:10, y se aplicé de forma puntual sobre una placa diana de acero inoxidable. Las muestras Las
muestras se analizaron por espectrometria de masas por desorcion e ionizacién por laser asistida por matriz-tiempo
de vuelo (MALDI-TOF MS) (Applied Biosystems (Voyager DE Pro)) en el modo Reflectron positivo. Los pesos
moleculares de los péptidos y sus respectivos conjugados péptido-SMCC se indican en los espectros de masas
(Figura 7).

Ejemplo 11. Péptido conjugado con una proteina de carga lleva la proteina de carga al interior de las células.

Se reticularon diversos péptidos con B-galactosidasa (E. coli recombinante, Sigma-Aldrich) usando un reticulante
SMCC (Pierce). SMCC reacciona con moléculas que contienen amina (Lys4 de [Dmt1]DALDA) para formar enlaces
amida estables. La formacién de conjugados péptido-SMCC se confirma por espectrometria de masas (Figura 7). Su
extremo maleimida puede entonces conjugarse con un compuesto que contiene sulfhidrilo para crear un enlace
tioéter (Bioconjugate Techniques de Greg T. Hermanson, Academic Press, pagina 234-237). La B-Gal contiene
abundantes grupos sulfhidrilo libres en su estado nativo. La captacion de B-Gal proporciona una lectura conveniente
con el uso de X-gal.

En resumen, se mezclé 1 ml de [Dmt1]DALDA, [Phe1]DALDA o [d-Arg-Dmt-Lys-Phe-NHy] 5 x 10°M con 1 mg de
SMCC en tampédn fosfato durante 1 h a temperatura ambiente. Esto debe producir "péptido activado”. El "péptido
activado" se diluy6 1:10 con tampén fosfato. Se afiadié 1 mg de B-Gal a 1 ml del "péptido activado" 1:10 y se mezcld
a 4°C durante 2 h o durante una noche.

Las células (células de neuroblastoma N2A o Caco-2) se sembraron en placas de 96 pocillos (2 x 10* células/pocillo)
y se incubaron con B-Gal o B-Gal reticulado con [Dmt1]DALDA, [Phe1]DALDA 0 [d-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH,] durante 1 h
a 37°C. Las células después se lavaron 4 veces con tampon fosfato. Las células después se tifieron con conjunto de
tincion con B-gal (Roche) durante al menos 2 h a 37°C y se examinaron bajo el microscopio.

No se observé captacion de B-Gal cuando las células Caco-2 se incubaban con B-Gal (Figura 8A). La presencia de
células azules indica captacion de B-Gal conjugada con [Dmt1]DALDA en células Caco-2 (Figura 8B). También se
encontr6 captacion potenciada de B-Gal cuando se conjugaba con [d-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH;] (Figura 8C) o
[Phe1]DALDA (Figura 8D). La conjugacion de B-Gal con SMCC solo no potencid la captacion.

Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron células neuronales N2A o células CHO (células de ovario de
hamster chino).

Ejemplo 12: La co-incubacién con conjugado [Dmt']DALDA-SMCC potencia la captacién de proteina verde
fluorescente (GFP) en células Huh?.

Las células Huh7 (1x106 células/pocillo) se lavaron con DMEM y después se incubaron con 0,5 ml de DMEM que
contenia 3 pug de GFP solo, 3 pg de GFP y 40 pl de [Dmt'|DALDA, o 3 pg de GFP y 40 pl de [Dmt']DALDA
conjugado con SMCC durante 60 min. a 37°C. Después se afiadieron 2 ml de medio celular a las células y se
incubaron durante 24 horas adicionales en incubadora de cultivo celular. Después de incubacion, las células se
lavaron cuatro veces en medio celular y se visualizé la GFP retenida en células vivas por microscopia de barrido
laser confocal. La excitacion se realizé a 340 nm y se midi6 la emision a 520 nm.

La Figura 9 (panel superior) representa imagenes de GFP a través de secciones 6ptimas horizontales centrales de
0,8 um de grosor de células Huh7. La Figura 9 (panel inferior) representa diferentes imagenes de contraste de
interaccion diferencial en el mismo campo.

La co-incubacion de GFP con [Dmt']DALDA mostré fluorescencia moderadamente aumentada dentro del citoplasma
celular (Figura 9B) en comparacion con incubacion con GFP solo (Figura 9A). No se observé fluorescencia verde en
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el nucleo. La co-incubacion de GFP con conjugado [Dmt ]JDALDA-SMCC mostré captacion incluso mayor de GFP
(Figura 9C). Estos datos muestran que [Dmt ]JDALDA puede promover la captacion de proteina en células por
solamente mezcla fisica del péptido modificado con la proteina, y que la conjugacion quimica entre el péptido y la
proteina no es necesaria.

Ejemplo 13: Conjugacién de [Dmt]*"DALDA con un oligo ARN.

Se fosforild oligo ARN sintético (40 nucleétidos de longitud) en el extremo 5’ usando y *2P_ATP en la reaccién con
polinucledtido quinasa. El producto se purificé en gel para Ia reaccion. Se conjugaron 500.000 recuentos por minuto
de oligo ARN purificado en gel en la reaccion con [Dmt] DALDA 10 mM en presenma de 1 mg de EDC (N-[3-
dimetilaminopropil-N"-etilcarboiimida]). El producto de reaccién de conjugacién ([Dmt]'DALDA-oligo ARN) y oligo
ARN de control solo se analizaron en gel de poliacrilamida al 15% urea. Dos bandas distintas en el gel indican el
oligo ARN solo y el conjugado [Dmt ] DALDA-oligo ARN (Figura 10).

Ejemplo 14: Captacion de conjugado [Dmt]*DALDA-oligo ARN en células Caco-2.

Las células Caco-2 (1 x 106) se lavaron tres veces en medio DMEM y se preincubaron en DMEM durante 5 minutos
antes de la adicion de oligos. Después se afiadié conjugado [Dmt] DALDA-oligo ARN o ARN no conjugado
(aproximadamente 20.000 recuentos por minuto cada uno) al medio celular y se incubaron durante 60 min. a 37°C.

Después de la incubacion, se retirdé el medio de reaccién y las células se lavaron cuatro veces con DMEM y una vez
en solucién de acetato sédico para reducir la unién no especifica. Finalmente, las células se incubaron en tampén de
lisis durante 30 minutos y se midio la radiactividad en el lisado celular.

Las células Caco-2 mostraron captacién mas de tres veces superior de conjugado [Dmt] DALDA-oligo ARN en
comparacién con oligo ARN no conjugado solo (Figura 11). Por lo tanto, [Dmt] DALDA promueve el paso de oligo
ARN a través de la membrana celular.

Ejemplo 15: Mezcla de ARN con [DmtY]DALDA-enlazador SMCC aumenta la captacion de ARN en células.

El compIeJo portador se formé por mezcla f|S|ca de ARN y conjugado [Dmt']DALDA-SMCC. El conjugado
[Dmt JDALDA-SMCC se g)reparo mezclando [Dmt ]JDALDA con el reticulante SMCC como se ha descrito en
métodos. Se mezcl6é un [ P]ollgo ARN de 11 monémeros monocatenario con el conjugado [Dmt ]JDALDA-SMCC
durante 15 min. a temperatura ambiente antes de su uso en estudios de captacion celular.

Las células Huh7 (1x106 células/pocillo) se lavaron con DMEM y después se incubaron con 1,0 ml de DMEM que
contenia el [32P]oligo ARN (~100.000 cpm) solo o con 40 ml de conjugado [Dmt1]DALDA-SMCC a 37°C o0 4°C. Las
células después se lavaron cuatro veces en DMEM y una vez en solucién de acetato sédico para retirar la uniéon no
especifica antes de incubarse en tampdn de lisis durante 30 min. y se determind la radiactividad retenida.

La co-incubacién de oligo ARN con [Dmt1]DALDA-SMCC a 37°C aumenté la captacion del oligo ARN como una
funcion del tiempo (Figura 12A). A una hora, la captacién de oligo ARN en presencia de [Dmt1]DALDA-SMCC
estaba aumentada ~20 veces en comparacion con incubacién con ARN solo. La captacién de ARN se potencio
significativamente por [Dmt1]DALDA-SMCC incluso a 4°C (Flgura 12B). Estos datos muestran que es posible
potenciar la captacién de ARN sin conjugacion quimica con [Dmt ]DALDA. La captacion a 4°C indica captacioén por
procesos no endocitéticos independientes de energia, coherentes con la capacidad de [Dmt ]DALDA de penetrar en
las membranas celulares por difusion pasiva.

Ademas de [Dmt1]DALDA-SMCC, la co-incubacion con [Phe1]DALDA-SMCC o [d-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH,]-SMCC
también potencio la captacion del oligo ARN de 11 mondmeros. La Figura 12C muestra el aumento en la captacion
de ARN cuando se incubaba con los tres diferentes conjugados péptido-SMCC durante 15 min. a 37°C.

La co-incubacién con conjugado [Dmt1]DALDA-SMCC también puede promover la captacién celular de una molécula
mucho mas grande (1350 mondmeros) como se muestra en la Figura 13, aunque no tanto como para un oligo mas
pequeno.

Ejemplo 16. Conjugacion de [Dmt]DALDA con un oligo ADN.

Se disolvieron SMCC (1 pg) y [Dmt1]DALDA (SS002; 5 pg) juntos en 2 ml de PBS, se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 min., y se mezclaron con oligo ADN 3'-tiol desprotegido a 4°C durante 24 horas. Después de
incubacién, se mezcld una alicuota de mezcla con matriz (acido 3-hidroxi picolinico (HPA) saturado en acetonitrilo al
50%, 10 mg/ml de citrato de amonio) en una proporcién 1:10, y se aplicé de forma puntual en una placa diana de
acero inoxidable.

La formacion del conjugado ADN- [Dmt ]DALDA se confirmé por MALDI-TOF MS. Los pesos moleculares de oligo
ADN 3'-tiol y complejo covalente [Dmt ]DALDA-ADN se encontraron en 6392 y 7171, respectivamente (Figura 14A).
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Ejemplo 17. Captacién de conjugado [Dmt]*DALDA-oligo ADN en células Caco-2.

Se conjugdé un ADN de 20 mondmeros 3'-tiol-modificado con [Dmt1]DALDA usando SMCC, y la formacion del
conjugado se confirmé por espectroscopla de masas. Los oligo ADN tanto conjugados como no conjugados se
radiomacaron en el extremo 5’ con 2P y se purificaron en gel (Figura 14B).

Las células neuronales N2A (1 x 10° células/pocillo) se lavaron con DMEM vy se incubaron con 1 ml de DMEM que
contenia oligo ADN conjugado con [Dmt1]DALDA 0 no conjugado (~100.000 dpm) durante 2 h o 19 h a 37°C y CO; al
5%. Las células después se lavaron cuatro veces en DMEM y una vez en solucién de acetato sddico para reducir la
union no especifica. Las células después se incubaron en tampdn de lisis durante 30 min. y se determind la
radiactividad retenida.

La captacién de ADN conjugado con [Dmt1]DALDA fue mayor en comparacion con ADN no conjugado después de
19 h de incubacion (Figura 15), lo que indica que la captacién de ADN puede potenciarse por conjugacion con
[Dmt'IDALDA.

Ejemplo 18. Los péptidos y conjugados péptido-SMCC no son téxicos para las células

Ni los péptidos ni los conjugados péptido-SMCC son toxicos para las células en cultivo. El tratamiento con
[Dmt1]DALDA (1 nM a 10 uM) durante 24 h no tuvo efecto sobre la viabilidad celular medida por el ensayo MTT
(ensayo MTS, Promega, Madison, WI) en células N>A (Figura 16), células SH-SY5Y o células Caco-2. Estudios
similares con [D-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH;) tampoco mostraron efectos sobre la viabilidad celular.

La incubacion de células en cultivo con los conjugados péptido-SMCC tampoco afecté a la viabilidad celular medida
por la captacién de azul tripano. El azul tripano solamente se recoge por células con permeabilidad aumentada de
membrana. Las células Huh7 (1 X 10 ) se lavaron tres veces en DMEM, y 1 ml de medio fresco, o medio que
contenla 50 ul de conjugado [Dmt']JDALDA-SMCC, conjugado [D-Arg-Dmt-Lys-Phe-NH,]-SMCC, o conjugado
[Phe ]DALDA-SMCC 1 mM, y se incubaron a 37°C durante 24 horas al 5% de CO.,. Las células después se lavaron
tres veces con DMEM, y se afiadid 1 ml de azul tripano al 0,4% a las células durante 2 minutos. El colorante
excesivo se retird lavando las células en medio celular y las células se examinaron por microscopia optica.

El examen de las células por microscopia optica demostré que las células incubadas con medio solo mostraban
captaaon minima de azul tripano. No se observé aumento en Ia captacion de azul tripano en células incubadas con
[Dmt ]DAL-DA-SMCC, [D-Arg-Dmt-Lys-Phe-NHz]-SMCC, o [Phe ]DALDA. En contraste, la incubacién de células con
DEPC (dietilpirocarbonato) provocd una captacion significativa de azul tripano.

La incubacion de células en cultivo con conjugado [Dmt ]JDALDA-SMCC tampoco indujo apoptosis en células Huh7
en cultivo. Las células Huh7 (1 X 10° celulas/pocnlo) se lavaron tres veces en DMEM, y se aplic6 1 ml de medio
fresco. Después, se afadieron 50 nul de [Dmt ]IDALDA modificado (1 mM) en PBS o PBS solamente (control) al
medio celular y se incubaron a 37°C durante 24 horas al 5% de CO.. Después de la incubacion, se afiadié 1 ml de
colorante Hoechst (Molecular Probes, Eugene, OR) para tefiir los nucleos apoptéticos a las células y se incubaron
durante 15 min. adicionales. Se retir6 el colorante Hoechst exceswo lavando las células con medio celular (libre de
indicador de pH) y las células tratadas con conjugado [Dmt ]DALDA-SMCC se compararon con células de control
usando microscopia fluorescente (excitacion a 350 nm y emision a 461 nm). La apoptosis se indica por
concentracion de quorescenma en los nucleos. La Figura 17 demuestra que el nivel de apoptosis en células Huh7
tratadas con [Dmt ]DALDA-SMCC es el mismo que en células de control.
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo portador que comprende (i) un agente citotéoxico o un poliaminoacido y (ii) un péptido cationico
aromatico, donde el péptido catidnico aromatico es:

(a) Tyr-D-Arg-Phe-Lys-NH; (DALDA); o

(b) 2',6'-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH; (Dmt'-DALDA); o
(c) Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH» (Phe1-DALDA); o]

(d) D-Arg-2’,6'Dmt-Lys-Phe-NHy; o

(e) 2',6’-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH (Dmp1-DALDA).

2. Un complejo portador de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el péptido catiénico aromatico es D-Arg-2’,6'Dmt-
Lys-Phe-NH,.

3. Un complejo portador de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el péptido catidnico aroméatico, el agente
citotéxico o el poliaminoacido comprende un enlazador.

4. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un complejo portador definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un vehiculo o excipiente farmacéutico.

5. Un complejo portador como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en un método
para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

6. Un complejo portador para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el complejo portador es para
suministrar el agente citotdxico o poliaminoacido a una célula que es una célula bacteriana o una célula vegetal o
una célula animal, donde la célula animal es preferiblemente una célula de mamifero, siendo preferiblemente dicha
célula de mamifero una célula neuronal, una célula epitelial renal, una célula epitelial intestinal, una célula epitelial
vascular, una célula epitelial de la barrera hematoencefalica, una célula de la glia o un hepatocito.

7. Un método para suministrar un agente citotoxico o un poliaminoacido a una célula in vitro, comprendiendo el
método poner en contacto la célula in vitro con un complejo portador definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

8. Un complejo portador definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agente citotdxico es
doxorubicina.

9. Un complejo portador definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agente citotéxico es
adriamicina.
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