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Las barreras bioldgicas, son interfaces generadas durante la evoluciéon que hicieron
posible que los organismos abandonaran el agua y se establecieran en la tierra. Durante
el proceso evolutivo, la necesidad de especificacion promovid la diferenciacion de estas
interfaces con el fin de regular procesos como la homeostasis del agua, la entrada de
nutrientes, el intercambio de gases o la excreciéon de compuestos toxicos. De este modo,
se generaron distintos tejidos especializados en interacciones de distinto tipo entre el
interior del organismo y su medio externo, dependiendo en cada caso de los
requerimientos especificos como la entrada de solutos en el intestino, la absorcién de
oxigeno en pulmon, la homeostasis del agua y el control de la temperatura en la piel o la
percepcion del entorno (piel, ojo y oido).1

Las membranas celulares o de los organelos (por ejemplo, el nicleo o la mitocondria,
entre otros) se componen de bicapas fosfolipidicas que contienen proteinas integradas o
posiciones periféricas, que son responsables de la comunicacion y el transporte de iones
y nutrientes. Las barreras biolégicas incluyen la piel, las membranas mucosas y la
barrera hematoencefalica (BHE), entre otras, estan compuestas por capas de células
dispuestas en una distribucidn especifica, las cuales estan conectadas mediante uniones
estrechas. El transporte de moléculas a través de estas barreras es un factor importante
en los organismos vivos.2 Este comprende desde la entrada de nutrientes del ambiente,
hasta la salida de moléculas toxicas. Ademas, estos procesos de transporte se utilizan
también para incorporar entidades terapéuticas al organismo, cuya eficacia dependera
en gran medida de su capacidad de atravesar dichas barreras.3 La expulsion de las
moléculas por los transportadores de salida,® su degradaciéon in vivo mediada por
enzimas proteoliticas* y la baja permeabilidad de la barreras bioldgicas frente a las
biomoléculas,>¢ son factores que limitan la distribucién de compuestos terapéuticos y
constituyen uno de los retos de la biomedicina en la actualidad.

Debido a las razones antes mencionadas, la administracién de compuestos terapéuticos
a células o tejidos especificos en las proporciones requeridas, es un proceso complicado
en el cuerpo humano que presenta limitaciones.”8 En su conjunto, estas barreras sirven
para proteger el cuerpo de la invasién de patégenos y xendgenos, pero también limitan
la capacidad de administrar farmacos a determinados sitios de accion. Los sistemas de
administracion de farmacos son plataformas terapéuticas que estadn disefiadas para
interaccionar con estas barreras y facilitar la administracién de un determinado
principio activo a un tejido o tipo de célula especifica.

Durante las dos ultimas décadas, la conjugacion de compuestos con alto interés
terapéutico a transportadores moleculares, es decir moléculas con capacidad de
atravesar las membranas como algunos péptidos (CPPs, cell penetrating peptides), se ha
utilizado como estrategia en el area de administracion de farmacos, para incrementar la
permeabilidad celular en determinados tejidos o células.2:10

1.1 Péptidos con capacidad de atravesar la membrana celular (CPPs).

El disefio de péptidos como ligandos especificos de dianas intracelulares especificas
abre nuevas posibilidades terapéuticas, permitiendo la modulacién de procesos que
ocurren dentro de la célula o la participacién en vias de sefializacion. Existe un gran
interés en la comunidad cientifica por investigar y desarrollar éste tipo de péptidos,
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tanto a nivel cientifico como industrial. Sin embargo, de los farmacos peptidicos que
estan en fases clinicas, menos del 10% estan dirigidos a una diana terapéutica
intracelular,!! probablemente debido a la dificultad que ofrece la membrana celular para
ser atravesada por la mayoria de las macromoléculas.

En los ultimos afios, los péptidos con capacidad de atravesar la membrana celular son
una clase especial de transportadores, que constituyen una de las herramientas mas
utilizadas en el transporte intracelular no invasivo de farmacos. Estos transportadores
pueden unirse a los farmacos mediante la formacion de enlaces quimicos o por la
formacién de complejos estables no covalentes.? La capacidad de transporte de los
CPPs, ha permitido la internalizacion celular de moléculas de distinto grado de
complejidad con propiedades terapéuticas y que incluyen moléculas pequeias,®1314
acidos nucleicos,!>-16 proteinas,” liposomas,?18 quantum dots!%20 y agentes de contraste
de resonancia magnética,?! entre otros.

Los CPPs presentan una gran diversidad de secuencias y estructuras, pero en general
presentan caracteristicas similares, que les confieren la propiedad de atravesar la
membrana citoplasmatica y alcanzar el interior de la célula. Estos compuestos son
péptidos cortos de menos de 30 aminodacidos, cuya secuencia presenta un elevado
numero de residuos basicos (Lys o Arg), que les proporciona un marcado caracter
cationico. Su secuencia también contiene residuos hidrofébicos, hecho que les confiere
caracter anfipatico, propiedad que facilita su interaccién con la membrana y su posterior
internalizaci6on.? 1822

En 1988 Frankel y Green2?? demostraron que la proteina Tat del virus de
inmunodeficiencia humana (transactivador de la transcripcién del VIH) era capaz de
entrar eficientemente en células tisulares y promover la expresidn genética del
virus.2324 Posteriormente, se describi6 al fragmento (48-60) del dominio basico de la
proteina (péptido Tat (48-60)) como uno de los primeros CPPs.225 Este péptido es uno
de los CPPs mas estudiados y caracterizados hasta el momentoZ2624 y se le considera una
de las moléculas mas prometedoras en este contexto.

También, Derossi y cols.2’” demostraron que dos péptidos de 16 y 20 aminodacidos
(pAntp) derivados de la tercera hélice de Antennapedia (factor transcripcional de
Drosophila melanogaster), atraviesan la membrana celular y alcanzan el nicleo. Ademas
estos péptidos, pueden ser recuperados intactos de la célula, hecho que indica que no
son degradados en los lisosomas.27.28 La descripcion de un nimero elevado de péptidos
con capacidad de atravesar mebranas y/o barreras biolégicas ha dado paso al desarrollo
de una estrategia alternativa para el suministro de fairmacos, basada en la busqueda de
secuencias peptidicas (5-30 aminoacidos) que puedan utilizarse como transportadores
moleculares.22> Como se ha mencionado anteriormente, una caracteristica comun de
estas entidades quimicas es la presencia de cargas positivas, por lo general argininas y
lisinas29:30 y de residuos hidrofobicos a lo largo de la secuencia lo que les confiere en
lineas generales un caracter anfipatico.?1822 Los CPPs mads estudiados han sido el
Tat,2324 e] pAntp (también conocido como penetratina),?”.33 las poliargininas.2%31.32
Ademas, el MPG,3* el Pep-1,353¢ el pVEC37 y péptidos derivados de la calcitonina
humana383° también han sido desarrollados como CPPs.



Aunque experimentos in vitro e in vivo avalan el uso de diversos CPPs como
transportadores de firmacos, existe una elevada controversia acerca de los mecanismos
de entrada celular que emplean estos péptidos.2124041 Estos mecanismos pueden ser
dependientes o independientes de energia.#? Algunos CPPs conjugados a moléculas de
bajo peso molecular pueden atravesar la membrana celular por translocacién directa,
mientras que los mismos CPPs conjugados a macromoléculas o cuando se utilizan en
concentraciones bajas, entran en la célula por diferentes vias de endocitosis.*3

Los CPPs ofrecen algunas ventajas respecto a otros transportadores como una baja
citoxicidad, elevada eficiencia en distintas lineas celulares, una facil adaptacion a
distintos sistemas de administraciéon de farmacos, asi como un potencial terapéutico
intrinseco.#142 Como agentes terapéuticos, los péptidos son particularmente atractivos
ya que presentan actividad biolégica y alta especificidad, lo que disminuye su
interaccion con otras moléculas y la probabilidad de producir efectos secundarios.
Ademads, presentan baja acumulacién en los tejidos y no generan metabolitos
secundarios, lo que les confiere baja toxicidad.#* Sin embargo, los CPPs tienen un uso
limitado debido a su baja biodisponibilidad, la cual se asocia a su baja resistencia frente
a proteasas, que conjuntamente con el hecho de quedar embebido en los endosomas,
conduce a una rapida degradacion de los mismos, siendo incapaces de llegar al citosol o
al sitio de interés.*> Ademas, los péptidos tienen algunas desventajas con respecto a
otras moléculas terapéuticas tradicionales, como su mayor costo de sintesis y su baja
vida media; esta ultima debido a que éstos carecen de estructura terciaria, lo que los
hace particularmente sensibles a la degradacién enzimatica.l1

Con el fin de superar estos inconvenientes, se han desarrollado oligomeros conocidos
como foldameros* que mimetizan péptidos naturales. En 1997, Gellman*¢ se refiere al
termino folddmero como cualquier polimero con una fuerte tendencia a adoptar una
conformacién compacta especifica. Teniendo en cuenta esta definicion, las secuencias
peptidicas que conforman las proteinas pueden considerarse como folddmeros. La
investigacion en la quimica de folddmeros ha permitido explorar el plegamiento de
esqueletos no naturales para entender la relacion secuencia-plegamiento en los
oligdbmeros naturales y desarrollar nuevos oligdbmeros que mimetizan polimeros
naturales con diferentes aplicaciones terapéuticas.* Dentro de los folddmeros mas
estudiados, los péptidos ocupan un lugar importante debido a que cubren un amplio
rango de aplicaciones biomédicas (Figura 1). Dentro de esta categoria de compuestos se
incluyen los B-péptidos,*” los y-péptidos*8 y los péptidos cuya secuencia estd compuesta
por D-aminoacidos.
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Figura 1. Foldameros peptidicos y sus aplicaciones biomédicas.

La capacidad de permeabilidad celular de determinadas secuencias ha impulsado en los
ultimos afios las investigaciones en este campo, en busca de estructuras peptidicas que
faciliten la entrada de agentes terapéuticos a la célula.2

1.2 Péptidos con capacidad de atravesar la membrana celular (CPPs) en estudios
clinicos.

Hasta el 2012, mas de 10 péptidos terapéuticos se habian introducido en el mercado
farmacéutico y cuatro de ellos con elevadas ganancias en el mercado global (Copaxone,
Lupron, Zoladex y Sandostatin). Sin embargo, ninguno de estos péptidos son
reconocidos por las proteinas intracelulares, limitando su potencial terapéutico. Los
CPPs desarrollados los ultimos afios, podrian solucionar esta limitacion, dando lugar a
estructuras con un amplio rango de aplicaciones biomédicas. El desarrollo constante en
este campo,? ha conducido a que siete CPPs se encuentren en ensayos clinicos y
preclinicos para el tratamiento de diversas afecciones (Tabla 1).4>

CPPs Aplicaciéon Estudios clinicos Compaiiia
AZX100 Cicatrices queloides Fase Il Capstone
Therapeutics
RT001 Arrugas en la piel Fase 11 Revances
Therapeutics
KAI-9803 Infarto de miocardio Fase Il KAI
Pharmaceuticals
XG-102 Pérdida de la audicién  Fase Il Auris medical
Psorban  (ciclosporina- Psoriasis Fase Il CellGate, Inc.
poliarginina)
(RAhx-R)4 Previene el bloqueo Fasel Avio Biopharma

eventual de la vena
transplantada después
de la cirugia de baipas
vascular

DTS-108 Cancer Fase preclinica Diatos SA

Tabla. 1 CPPs que se encuentran en ensayos clinicos.1245



1.3 Clasificacioén de los CPPs.

Los CPPs pueden clasificarse en subgrupos definidos por su origen o las caracteristicas
de su secuencia.2> Ademas de esta clasificacién general, pueden mencionarse subgrupos
adicionales como los péptidos bipartitos como el transportan,52 el pVEC, MAP y Pep-1,
los cuales son de origen quimérico y contienen dos o mas de los motivos enumerados.
Otro subgrupo esta compuesto por aquellos CPPs que presentan al menos un 50% de su
secuencia formado por prolinas, ademas de los tres residuos de arginina derivados de la
proteina de almacenamiento del maiz (y-zeina). Hasta la fecha, se conocen mas de 100
CPPs de origenes y caracteristicas diversas. La mayoria de los CPPs presentan una carga
neta positiva (83%), los CPPs anidnicos no forman ninguna categoria propia y son
asignados a las otras diferentes clases (anfipatica e hidrofébica) analizandolos caso por
caso. Los anfipaticos, formados tanto por catidénicos como por anioénicos constituyen el
44%, mientras los hidrofébicos solo el 15%. El estado del arte de la tematica permite
demostrar la elevada variedad de estos péptidos teniendo en cuenta las secuencias, el
origen, la funcién y las aplicaciones biomédicas de cada uno de ellos.2 Teniendo en
cuenta las propiedades fisico-quimicas de los CPPs, es posible clasificarlos en tres
subgrupos: catiénicos, anfipaticos o hidrofébicos (Tabla 2).21825

1.3.1 CPPs cationicos.

Los péptidos cationicos son aquellos que presentan una carga neta positiva elevada y
algunos residuos de aminoacidos acidicos en su secuencia. Los estudios realizados
sugieren que al menos se necesitan ocho cargas netas positivas para una eficiente
absorcion de estos compuestos.#>>3 Estas moléculas fueron originalmente consideradas
como vehiculos de transporte de tipo “caballos de Troya”, internalizdndose en las células
sin generar respuesta.>* Sin embargo, los péptidos catidénicos pueden inducir un amplio
rango de efectos secundarios relacionados con la integridad de la membrana celular y la
viabilidad celular, los cuales pueden resultar mas sutiles de determinar que la muerte
celular. Dentro de los CPPs de caracter catiénico mas estudiados se encuentran el Tat,ss-
57 el R9,2958 el hLF>? y el (RXR)4,%0 entre otros (Tabla 2). Algunos trabajos agrupan
dentro de esta categoria aquellos péptidos con carga neta positiva, necesaria para la
internalizacion celular, pero que no forman una hélice anfipatica.*>

1.3.2 CPPs hidrofobicos.

Los CPPs hidrofébicos son aquellos que contienen solo residuos apolares. Dentro de esta
familia se encuentran los péptidos grapa (stapled peptides),”® los prenilados®! y el
pepducin.??2 Hasta el momento, solo unos pocos CPPs hidrofébicos han sido descubiertos
como secuencias de sefiales de la proteina B3 integrina (VTVLALGALAGVGVG) y del
factor de crecimiento de fibroblastos Kaposi.81 Algunos aminoacidos hidrofébicos
forman parte de CPPs anfipaticos, como en el caso del MAP74 y de otros CPPs quimeéricos
de cadenas largas, que presentan residuos cationicos adicionales para incrementar la
permeabilidad de la membrana frente a estos compuestos.?3



1.3.3 CPPs anfipdticos.

Se definen como péptidos anfipaticos aquellos que contienen en su estructura regiones
polares y apolares.#> Se incluyen en este subgrupo el MPG,3* la penetratina o pAntp,?’ y
el CADY,0162 en los cuales el caracter anfifilico se encuentra estrechamente relacionado
con su estructura primaria.

Algunos CPPs como el MPG, son péptidos quiméricos obtenidos mediante la unién
covalente de un dominio hidrofébico como diana de las membranas celulares a una
secuencia de localizaciéon celular (SLC).%3 Otros CPPs anfipaticos primarios son
derivados de proteinas naturales, como el pVEC,%* el ARF (1-22)¢>y el BPrPr (1-28).6¢

Los CPPs anfipaticos con estructura secundaria de tipo o-hélice contienen una parte
altamente hidrofébica, mientras la otra puede ser catiénica, aniénica o apolar. Aquellos
con estructura secundaria de tipo ldmina [, se basan en alternar secuencias hidrofébicas
e hidrofilicas que se encuentran expuestas al disolvente, como el vT5 (Tabla 2).4567.68

1.3.3.1 Péptidos ricos en prolina como atractiva familia de CPPs anfipdticos.

Los péptidos ricos en prolinas constituyen otra clase interesante de CPPs anfipaticos que
han sido estudiados en diversas familias, diferentes en secuencia y estructura, pero con
presencia del fragmento prolina (esqueleto pirrolidinico) como caracteristica comun. La
prolina se caracteriza por poseer el anillo pirrolidinico que induce rigidez
conformacional e impidimento estérico al introducir este aminoacido en el esqueleto
peptidico. A pesar del esqueleto estructural hidrofébico de la prolina, tiene la gran
ventaja de ser soluble en agua y diferentes disolventes organicos.®® Varios trabajos han
demostrado que los CPPs ricos en prolina internalizan en células eucaridticas.”?

Debido a las propiedades de la prolina, los péptidos ricos en este aminoacido pueden
adoptar dos estructuras secundarias: la poliprolina I (PPI) y la poliprolina II (PPII). La
PPI es la conformacién principal en presencia de alcoholes alifaticos, mientras que la
PPII es la conformacion principal en medio acuoso o en presencia de acidos alifaticos. La
PPI forma una hélice compacta dextrdgira, compuesta por 3,3 residuos por giro, en la
cual los enlaces peptidicos adoptan la conformacién cis. Por otra parte, la PPII es una
hélice extendida levogira, que esta compuesta de tres residuos por giro, con todos los
enlaces peptidicos en conformacién trans. Debido al proceso de equilibrio existente
entre ambos isomeros conformacionales (cis/trans) asociado a los enlaces peptidicos,
las secuencias peptidicas ricas en prolina pueden alternar en solucidén entre las dos
estructuras secundarias anteriormente descritas, mediante un simple cambio del
disolvente.?

Esta clase de CPPs presentaron interesantes propiedades de autoensamblaje. Dichas
propiedades fueron estudiadas mediante dicroismo circular (DC) y microscopia
electronica de transmision (TEM, transmission electron microscopy). Algunos de los
péptidos pertenecientes a este grupo, son derivados del dominio N-terminal de y-zeina
(proteina de almacenamiento del maiz) y han sido desarrollados a partir de la familia de
péptidos lineales ricos en prolina.’? Otros de estos CPPs como el bactecenin-7 (Bac-7)



estan sintéticamente basados en la derivatizacién de hélices de poliprolina con varios
grupos R unidos al anillo de pirrolidina.sé

CPPs Secuencia Origen Ref.
Catidnicos
Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQ Dominio VIH-Tat 55
Penetratina RQIKIWFQNRRMKWKK Homodominio de Antennapedia 27
R9 RRRRRRRRR Sintético 29,58
Poliargininas (R)n 6<n<12 Sintéticos 7131
R6W3 RRWWRRWRR Sintético 72
(RXR)4 (R-Ahx®-R)4 Sintético 60
Anfipdticos
MPG GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKK  gp41-VIH/antigeno T SV40 34
RKV
pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK Cadherina (615-632) 37
CADY GLWRALWRLLRSLWRLLWRA Sintético 73
vT5 DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKP Proteinas virales 68
D
ARF (1-22) MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV Proteina p14ARF 65
MAP KLALKLALKAALKLA Quimérico 74
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV Racimo enriquecido con 35
triptéfanos

Péptidos ricos en prolinas

BAC-7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG Péptidos antimicrobianos de la 7576
familia de la Bactenecina
(PPR)n (PPR)3, (PPR)4, (PPR)5, (PPR)6 Sintéticos 77
(PRR)n (PRR)3, (PRR)4, (PRR)5, (PRR)6 Sintéticos 77
aPP4R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLIRFYRDLQ  Sintéticos 78
RYLNVVTRHRY
aPP5R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLIRFYRDLR
RYLNVVTRH
aPP6R1 GPSQPTYPGDDAPVRDLRRFYRDLR
RYLNVVTRHRY
PS8LKK P11LKK  FL-G(P.XX)nPL-CONH> Sintéticos 79
PSLRR X=PxoPgrn=203
P11LRR
SAP VRLPPPVRLPPPVRLPPP Sintético 80
SAP(E) VELPPPVELPPPVELPPP Sintético 80
Hidrofobicos
PFV PFVYLI C105Y 81,81
SG3 RLSGMNEVLSFRWL Quimioteca peptidica aleatoria = 82
Pep-7 SDLWEMMMVSLACQY CHLS 83
FGF PIEVCMYREP Proteinas virales y celulares 84,85

Tabla 2. CPPs representativos.242

Dentro de los CPPs ricos en prolina mas estudiados hasta la fecha, es posible distinguir
dos categorias dependiendo de si los aminoacidos presentes en la secuencia peptidica
son o no naturales:



i) CPPs lineales ricos en prolina compuestos por aminodcidos naturales.

Este grupo esta integrado por aquellas secuencias lineales formadas por aminoacidos
naturales, pero también por otras mas sofisticadas con estructuras dendriméricas.®?
Tam y cols.87 utilizaron una proteina de 59 residuos conocida como Bac-7 (Tabla 2), que
pertenece a la familia de la Bactenecina, como patron para el disefio de CPPs. Esta
proteina mostr6 actividad antimicrobiana mediante la inhibicién intracelular de la
maquinaria de la sintesis proteica. Desde el punto de vista estructural presentdé una
elevada densidad de carga neta positiva y posee 3 copias de una cadena de 14 residuos.
Los estudios realizados en base a la estructura de Bac-7 permitieron acceder a nuevos
CPPs en los cuales todas las secuencias contienen el motivo Pro-Xaa y permiten la
absorcion de la NeutrAvidina por parte de las células. Estos CPPs mostraron estructuras
secundarias hibridas entre una o~hélice y una PPII, debido al alto contenido de prolinas
presente en los mismos.87

Dentro de esta categoria, también se encuentran CPPs ricos en prolina derivados del
dominio N-terminal de la y-zeina, (proteina de almacenamiento del maiz).888° Desde el
punto de vista estructural, esta proteina contiene tres dominios: un dominio repetitivo
rico en prolina, un dominio repetitivo central (PX)n y un dominio C-terminal rico en
cisteinas. El dominio y-ZNPRD contiene la secuencia (VXLPPP)s, que es la responsable de
dirigir la proteina hacia el reticulo endoplasmatico.®?

ii) CPPs lineales miméticos de prolina: ypéptidos.

Dentro de los péptidos miméticos con capacidad de atravesar membranas celulares se
encuentran los <y-péptidos sintetizados a partir de la cis-y-amino-L-prolina, cuyo
esqueleto se construye a través del grupo y-amino (Figura 2). Estos péptidos pueden ser
funcionalizados en los grupos o-amino de cada mondmero mediante reacciones de
acilacion, alquilacion o guanidilacién para obtener entidades peptidicas con
caracteristicas hidrofébicas, hidrofilicas o anfipaticas,124° como los hexapéptidos
funcionalizados con guanidinios (N*-guanidil-y-hexapéptido) o con grupos alquilicos
(N“-alquil-y-hexapéptido), que soportando un fragmento di-oxa-octanoico, atravesaron
la membrana celular en células HeLa y COS-1.4°
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Figura 2. y-péptidos derivados de prolina.

Desde hace unos afios nuestro grupo de investigacidn trabaja en la sintesis y el estudio
de la potencial actividad biologica de estos y-péptidos, algunos de los cuales tienen la
habilidad de atravesar membranas celulares. Previo a el trabajo que se presenta en esta
tesis doctoral, en el grupo se sintetiz6 una quimioteca de 106 péptidos formados por Y-
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amida oligémeros de cis-y-amino-L-prolina, con diferentes modificaciones en el grupo o-
amino (acilo, alquilo y guanidinio) que mimetizaban las cadenas laterales de los
aminoacidos naturales (Figura 3, A).#84950 Estos péptidos se sintetizaron utilizando la
combinacién de dos grupos ortogonales Fmoc y Boc en fase sélida (estrategia
Fmoc/Boc), donde Fmoc fue el grupo protector temporal para el grupo y-amino de cada
mondémero y Boc el grupo protector semipermanente para el grupo o-amino. El
esqueleto de estos péptidos contiene enlaces peptidicos entre la funcion carboxilica y la
funcion y-amino de los residuos sucesivos. Las diferentes cadenas laterales en el grupo
o-amino fueron introducidas por medio de procedimientos de acilacidn, alquilacion 6
guanidilacion. Con esta quimioteca se realizaron ensayos que estimaron la capacidad de
entrada en células HeLa y se determin6 que nueve de estos ppéptidos (Figura 4)
presentaron una elevada eficiencia de entrada en estas células.>? También, se exploraron
las propiedades como CPPs de 49 de estos péptidos en promastigotes de Leishmania
donovani y amastigotes de Leishmania pifanoi, demostrandose que tres de estos 7y-
péptidos fueron capaces de atravesar la membrana plasmatica de dicho parasito.
Estos y—péptidos presentaron baja citotoxicidad incluso a altas concentraciones,
estabilidad frente a proteélisis enzimatica y en general buena solubilidad.4?>% Ademas,
uno de los y—péptidos sintetizados se conjugd a nanoparticulas de 6xido de hierro

(Figura 3, B) y se demostrd que eran capaces de favorecer su internalizacién en células
HeLa.51
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Figura 3. A. Biblioteca y—peptidica sintetizada previamente en nuestro grupo de trabajo.5? B.
Conjugado y-péptido (péptido-K)-nanoparticulas de 6xido de hierro.
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Figura 4. Nueve y-péptidos con capacidad de atravesar la membrana celular de células HeLa.50

Todas las propiedades de los y-péptidos mencionadas anteriormente hacen que estos
compuestos puedan ser considerados candidatos para ser utilizados como
transportadores de moléculas con valor terapéutico.

Todos los antecedentes previamente expuestos, evidencian que los CPPs constituyen
potenciales moléculas transportadoras de fArmacos con un amplio rango de aplicaciones
biomédicas. En general, todos los CPPs presentaron caracteristicas comunes, entre las
que destacan, la presencia de carga neta positiva, asi como caracter anfipatico. Como
ejemplo, la familia de y-péptidos basados en cis-y-amino prolina, ha mostrado resultados
promisorios como CPPs frente a células HeLa, promastigotes de Leishmania donovani y
amastigotes de Leishmania pifanoi,5° impulsando la continuidad de esta tematica en
nuestro grupo de investigacion.
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OBJETIVOS






El objetivo principal de la presente tesis doctoral fue estudiar el uso de los y-péptidos
seleccionados como potenciales transportadores en distintos tipos de barreras
bioldgicas, como la membrana citoplasmatica de distintos tipos de células (HeLa y
MAEC), del parasito Leishmania donovani y de la barrera hematoencefalica (BHE)
utilizando Drosophila melanogaster como modelo.

Para cumplir con este propdsito, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Estudio de la capacidad de entrada celular de y-péptidos basados en cis y-amino-L-
prolina.

Establecer la capacidad de atravesar la membrana citoplasmatica de células HeLa,
de nueve y-péptidos basados en cis-y-amino prolina, previamente seleccionados
de la quimioteca de nuestro grupo de investigacion.

Discernir el mecanismo de entrada de estos y-péptidos en células HelLa y
determinar su distribucién a nivel intracelular mediante microscopia confocal.

Evaluar la capacidad de entrada de estos tres y-péptidos en células de cultivo
primario MAEC, que se utilizan como modelo in vitro para estudiar la enfermedad
de Fabry.

Estudio de la capacidad de entrada celular de y-péptidos guanidilados en
Leishmania donovani.

Sintetizar y caracterizar una familia de ypéptidos guanidilados inspirados en un
compuesto que previamente habia mostrado capacidad de internalizacién en
Leishmania donovani, asi como conjugados farmaco- ypéptido para determinar su
uso como transportadores.

Estudiar la capacidad de estos péptidos guanidilados de atravesar la membrana
de Leishmania donovani y determinar la capacidad de transportar distintos
farmacos, doxorubicina y miltefosina, mediante hibridos conjugados farmaco-y-
péptido.

Evaluacion de y-péptidos como potenciales transportadores a través de la barrera
hematoencefalica utilizando Drosophila melanogaster como modelo.

Desarrollar y validar un metodologia para estimar la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE) utilizando Drosophila melanogaster como
modelo in vivo.

Estimar la capacidad de atravesar la BHE de un conjunto de péptidos control con

capacidad de entrada en cerebro conocida y una familia pequefia de y-péptidos
basados en cis-y-amino prolina.
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METODOLOGIA






1.1 Disolventes y reactivos.

Los disolventes y los reactivos quimicos utilizados fueron obtenidos en proveedores
comerciales y se utilizaron sin ningin tratamiento previo. Los mas utilizados se resumen
en la siguiente tabla (Tabla 3).

Abreviatura Nombre Casa
comercial

Acetona Proquibasa
Piperidina Scharlau

ACH Acido o-ciano-4-hidrocindmico Sigma-Aldrich

ACN Acetonitrilo JTBaker

Ac0 Anhidrido acético SDS

AcOEt Acetato de Etilo SDS

AcOH Acido acético Scharlau

Boc-Gaba-OH Acido 4-Boc-aminobutirico Polypeptide
Acido 6-Boc-amino hexanoico Polypeptide

CF 5-(6) carboxifluoresceina Sigma-Aldrich
Clorhidrato de doxorubicina Sigma-Aldrich

DBU 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]Jundeca-7-eno Sigma-Aldrich

DCM Diclorometano Scharlau

DIPCDI N,N2-Diisopropilcarbodiimida Fluka

DIEA N,N-Diisopropiletilamina Sigma-Aldrich

DMF N,N-Dimetilformamida Scharlau

DMSO Dimetilsulféxido Sigma-Aldrich

TEA Trietilamina Panreac

Et0 Dietiléter SDS

HCOOH Acido férmico Merck

Fmoc-(25,4S5)-Abpc Acido (25,45)-4-Fmoc-amino-1-Boc-pirrolidina-2- Polypeptide
carboxilico

Hexano n-Hexano SDS

HF acido fluorhidrico

HOAt 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

OxymaPure etil-2-ciano-2-(hidroximino)acetato Luxembourg Bio

Tech. Ltd.

MeOH Metanol SDS

NaCl Cloruro de sodio Panreac

NaBH3CN Cianoborhidruro de sodio Sigma-Aldrich

PyBOP Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi- Novabiochem
tri(pirrolidin)fosfonio

TBME tert-butilmetiléter SDS

TFA Acido trifluoroacético KaliChemie

TIS Triisopropilsilano Sigma-Aldrich

Tabla 3. Disolventes y reactivos mas utilizados.
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1.2 Equipos.

La principal instrumentacién utilizada se resume en la siguiente tabla (Tabla 4).

Equipos Modelos
Autoclave Raypa; AES-12
Balanza Mettler Toledo PB3002-S, 2 cifras significativas.

Mettler Toledo AB204-S, 4 cifras significativas.
Mettler Toledo AT261 Detlarange, 5 cifras significativas.

Citometro de flujo

FC-500

Centrifugas Beckman Coulter, Allegra 21R. Para tubos de 50 y 15 mL.
Labnet. Int. Prisma R. Centrifuga para tubos de 1.5y 2 mL.
Espectrofotémetro Espectrofotémetro con lector multiple de placas (ELx800 Bio-Tek
Instruments, Inc).
HPLC-MS LTQ-FT Ultra (Thermo Scientific)
RP-HPLC Analitico: Médulo de separacién Waters 2695 equipado con un

detector PDA Waters 2998.

Preparativo: equipo compuesto por los médulos Waters Controller
600, Waters Sample Manager 2700, Waters 2487 Dual Absorbance
Detector y Waters Fraction Collector 11

Incubador de células

Blinder; CB150

Liofilizador

Vitris; Freezemobil 12EL; Edwards RV12 pump

Lupa de Fluorescencia

Leica M2FIII
Cémara digital Leica DC500

Sonicador Branson; Sonifier 250

Microscopios Microscopio lasér confocal Leica TCS SP5.
Microscopio invertido Zeiss Axiovert 200M asociado al sistema
Spinning Disk (Perkin Elmer Ultraview ERS). Los videos fueron
grabados utilizando la cAmara Hammamatsu (C9 100-50) 14 bits.
Microscopio confocal de barrido laser LSM 780, Carl Zeiss

Nanodrop NanoDrop spectrophotometer ND-1000

Rotavapor Helidolph, Laborota 400

Microinyector de
Moscas

Sistema de Microinyecccion MINJ-1™
modulo de control pulsado

Tabla 4. Instrumentos utilizados para el desarrollo de la parte experimental.

1.3 Sintesis de péptidos en fase sélida.

Para realizar todos los estudios de bioactividad resumidos en esta tesis, se sintetizaron 8
secuencias peptidicas (y-péptidos derivados de prolina) (Figura 5) y 6 péptidos modelos
(Tabla 5), utilizando metodologias de sintesis en fase sélida que se detallan a
continuacidn.
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NH NH N N NH NH NH
NH NH NH NH NH NH
HN=L,  HN= HN=L NHON=C =t HN NH HN=C
NH i, L H, N HN:LNHZHNz(NHZ HN:{\NHZHN:(NHZ HN=L =<NH N M= NH, HN=(NH1
CF-Gp-11 CF-Gp-15

Figura 5. Estructura quimica de los y-péptidos sintetizados en fase sélida.

Péptido y secuencia
Péptido RGV
H-YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNG- NH;

Péptidos que se unen al receptor de transferrina
H-HAIYPRH-NH; (pTf-1)
H-THRPPMWSPVWP-NH; (pTf-2)

Angiopep-2
H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-NH;

Angiopep-7
H-TFFYGGSRGRRNNFRTEEY-NH;
Tat

H-RRRQRRKKRG-NH;

Penetratina (pAntp).
H-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH>

Tabla 5. Péptidos modelos sintetizados.
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1.3.1 Sintesis de ypéptidos (estrategia Fmoc/Boc).

Los 7y-péptidos se sintetizaron siguiendo el protocolo de sintesis en fase sélida
desarrollado previamente en nuestro grupo de investigacion.*84° La sintesis de estos
compuestos se realiz6 de modo manual, utilizando jeringas de polipropileno que
contienen un filtro de polietileno poroso. los y-péptidos que presentan un esqueleto
comun formado por el mondmero cis-y-amino prolina, los cuales fueron sintetizados
utilizando el Fmoc-(2S, 45)-Abpc.Esta sintesis se basa en la combinacién de la estrategia
Fmoc y Boc, los cuales son grupos ortogonales que permiten funcionalizar de manera
selectiva la secuencia peptidica. El grupo Fmoc se utilizé como grupo protector temporal
de la funciéon y-amino de la Fmoc-(2S, 4S5)-Abpc.4849 La incorporacién de estos
mondémeros en este grupo amino, permitié la elongacién del esqueleto peptidico. Por
otra parte, el grupo Boc protege de forma semipermanente la funcién o-amino de este
mondémero y permite la incorporaciéon de las cadenas laterales para el caso de los
péptidos homooligémeros, como los CF-Gp (10-15) (Figura 1). La incorporacidon de esta
cadena se realiz6 por medio de reacciones de acilacién y guanidilacién.

Para el caso de los péptidos heterooligomeros, CF-Gp-4 y CF-Gp-7, se sintetizaron los
monomeros derivados del Fmoc-(2S, 4S)-Apc con las cadenas laterales previamente
incorporadas (m 1-4).

Para la sintesis en fase solida de los vy-péptidos, se wutilizd la resina p-
metilbenzhidrilamina (MBHA, 0.63 mmol/g) como soporte sdélido. Esta resina se
acondicion6 con lavados sucesivos con DCM, TFA/DCM (4:5, v/v), DIEA/DCM y DMF. El
procedimiento general con las diferentes etapas de la sintesis de los péptidos por medio
de la estrategia Fmoc/Boc se describe en la siguiente tabla (Tabla 6).

La sintesis de los y-péptidos se realiza en forma secuencial. El primer monémero Fmoc-
(2S, 4S)-Abpc se enlaza a la resina por medio de una reacciéon de acoplamiento
utilizando Fmoc-(2S, 4S5)-Abpc)/DIPCDI/OxymaPure (3:3:3) en DMF durante 2 h y con
agitacion constante (Tabla 6, Etapa 3).

La desproteccién de los grupos y—amino protegidos con Fmoc se llevé a cabo con
tratamientos con piperidina en DMF (1:9, v/v) o una solucién de piperidina/DBU en
DMF (1:1:9, v/v) (Tabla 6, Etapa 7). Esta etapa es necesaria para acoplar el siguiente
aminoacido y continuar la elongacién de la secuencia peptidica. Los procesos de
desproteccion y acoplamiento se repiten tantas veces como sea necesario, hasta
completar la secuencia del péptido deseado. Los acoplamientos de los monémeros
Fmoc-(2S, 4S)-Abpc se confirman por medio de la prueba colorimétrica de Kaiser
(ensayo de ninhidrina).

Posterioromente, se eliminan los grupos Boc de los grupos o-amino presentes en la
secuencia (Tabla 6, Etapa 12) y se incorporan las cadenas laterales por medio de una
reaccion de acilacion, utilizando el acido correspondiente (acido hexanoico para el CF-
Gp-10 o acido butirico para el CF-Gp 11-15, con un grupo amino protegido con Boc)/
DIPCDI/OxymaPure (5:5:5), (Tabla 6, Etapa 17). Esta reaccién se verifica con la prueba
de cloranil para el caso de aminas secundarias.
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Etapa Reactivos Proceso Ciclos t/ciclo
(min)
1 DCM Lavado 5 1
2 DMF Lavado 1
3 Fmoc-AA-OH/DIPCDI/OxymaPure Acoplamiento 1 120
(3:3:3) en DMF
4 DMF Lavado 5 1
5 DCM Lavado 5 1
6 DMF Lavado 5 1
7 piperidina/DMF (2:8,v/v) Eliminaciéon Fmoc 3 10
piperidina/DBU/ DMF (1:1:8, v/v)
8 DMF Lavado 5 1
9 DCM Lavado 5 1
10 DMF Lavado 5 1
11 DCM Lavado 5 1
12 TFA/DCM (2:3,v/v) Eliminacién Boc 1 1
1 30
13 DCM Lavado 5 1
14 DIEA/DCM (1:9,v/v) Neutralizacion 3 3
15 DCM Lavado 5 1
16 DMF Lavado 3 1
17 Acido carboxilico/ Acilacién aminas 1 120
DIPCDI/oximaPure,( 5:5:5) en DMF
18 DMF Lavado 5 1
19 DCM Lavado 3 1
20 DMF Lavado 5 1
21 Fmoc-(2S, 45)-Abpc/DIEA (5:5) en Guanidilacion 1 60

DCM

Tabla 6. Procedimiento general para la sintesis de los péptidos mediante la estrategia
Fmoc/Boc. Todas las etapas requieren agitacién constante.

Se eliminan los grupos Boc de las aminas de la cadenas laterales (Tabla 6, Etapa 12) y se
incorporan  los  grupos guanidinios utilizando  N,N’-Di-Boc-1H-pyrazole-1-
carboxamidine/DIEA (5:5) en DCM para cada amina primaria (Tabla 6, Etapa 12).

Los excesos de reactivos, disolventes y posibles subproductos que se encuentran en
disolucion se eliminaron por filtracién al vacio. Después de cada reaccion, la resina se

lav6 sucesivamente con DMF y DCM utilizando 10 mL de solvente por gramo de resina
(Tabla 6).

La aminacion reductiva se lleva a cabo en presencia del aldehido dependiendo del
péptido (N-Boc-3-aminopropanal, fenilacetaldehido, isovaleraldehido) en acido acético
1% en DMF por 30 min, después se adiciona el agente reductor NaBH3CN disuelto en
MeOH.
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1.3.2 Sintesis de péptidos en fase solida (estrategia Fmoc/tBu).

Los péptidos RGV, pTf-1, pTf-2, Angiopep-2, Angiopep-7, pAntp, Tat (Tabla 7) se
sintetizaron en fase sdlida con el empleo de la quimica Fmoc/tBu utilizando la resina
Rink amida con una sustitucién de 0.73 mmol/g como soporte sélido.

El procedimiento general de la sintesis de los péptidos por medio de la estrategia
Fmoc/tBu se describe en la Tabla 7. La eliminacién del grupo a-amino protector (Fmoc)
se realizo con una solucidn piperidina/DMF (2:8). Para eliminar la piperidina restante se
realizan lavados con DMF y con DCM. En el grupo a-amino libre de cada AA anclado a la
resina, se lleva a cabo la reacciéon de acoplamiento con AA/DIPCDI/oximaPure (3:3:3)
(Tabla 7, Etapa 7).

Los acoplamientos se realizaron con agitaciéon constante a Tamb durante 1 h y se
confirmaron por medio de las pruebas colorimétricas de Kaiser (ensayo de ninhidrina) y
cloranil para el caso de aminas primarias y secundarias, respectivamente.

También, es necesario que las cadenas laterales de los L-a-aminoacidos (Fmoc-AA-OH)
esten protegidas: la asparagina (Asn, N) y la cisteina (Cys, C) con el grupo trityl (Trt), la
serina (Ser, S), la treonina (Thr),el acido glutamico (Glu, E) y la tirosina (Tyr, Y) con t-
butil éster (tBu), la arginina (Arg, R) con 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-
sulfonilo (Pbf),la lisina (Lys) y el triptofano (Trp, W) con t-butoxycarbonil (Boc). El
grupo protector evita la formacion de un enlace peptidico no deseado, impidiendo que el
grupo carboxilo de un aminoacido reaccione con el grupo amino de uno de sus analogos.
De igual manera, cuando se protegen las cadenas laterales se evita que estas reaccionen
con los grupos amino o carboxilo de otros aminoacidos o que ocurran reacciones
secundarias.

Etapa Reactivos Proceso Ciclos t/ciclo
(min)
1 DCM Lavado 3 1
2 DMF Lavado 3 1
3 Piperidina 20% en DMF Eliminacion 3 10
Fmoc
4 DMF Lavado 3 1
5 DCM Lavado 3 1
6 DMF Lavado 3 1
7 Fmoc-AA-OH/DIPCDI/Oxima  Acoplamiento 1 60
Pure 3:3.3 en DMF
8 DMF Lavado 5 1
9 DCM Lavado 3 1
10 DCM Lavado 1 1

Tabla 7. Procedimiento general para la sintesis de los péptidos mediante la estrategia
Fmoc/tBu.

24



1.3.3 Conjugacion de los péptidos a la sonda fluorescente.

Todos los péptidos se unieron a la carboxifluoresceina (CF), esta reaccion se realizo en
fase solida utilizando CF/PyBOP/HOAt/DIEA (4:4:12:12) en DCM:DMF (3:7) como
disolvente. La reaccion se mantiene a Tamb con agitacion continua y en ausencia de luz.
Se realizan dos tratamientos bajo las mismas condiciones. Luego, se lava la resina con
una solucién de piperidina/DMF (5:5) (1 x 10 min, X 30 min) y seguidamente los
lavados sucesivos con los diferentes disolventes (DMF, DCM).

En especial el Gp-11 se conjug6 con Atto 488 y Atto 565. La conjugacion se realizd en
solucion por Imma Farras de la Unidad de Quimica Combinatoria.

1.3.4 Escision de los péptidos de la resina MBHA.

En los y-péptidos protegidos con grupos Boc, fue necesario eliminarlos mediante
tratamiento con TFA/DCM (4:5), previo a la escision del péptido de la resina. Este
procedimiento se llevo a cabo con la resina seca dentro de un reactor de teflén en
presencia de anisol, el cual se enfri6 con N2 liquido a 0°C y posteriormente se destil6 HF
(9:1, v/v). El anisol, actiia como capturador de carbocationes. Esta reaccién se mantiene
con agitacion continua durante 1.5 h a 0°C. Transcurrido este tiempo se elimina el acido
a presion reducida, los péptidos libres se precipitan en MTBE, se filtra la suspension a
través de una jeringa provista de un filtro de polipropileno, el residuo se lava 4 x con una
solucién acuosa de acido acético 10% y se liofiliza.

1.3.5 Escision de los péptidos de la resina Rink amida MBHA.

Una vez sintetizados estos péptidos, se escinden de la resina mediante acidolisis con
una solucion de TFA/TIS/H20 (95:2.5:2.5) durante 2 h con agitacion constante a Tamb.
Luego, se rotaevapora con DCM, hasta retirar la mayor parte del acido, sin llevarlo a
sequedad. Posteriormente, se realizan precipitaciones sucesivas con Et;0 frio y se
liofiliza el crudo peptidico diluido en una mezcla de H,0/ACN (1:1).

1.3.6 Ensayos cualitativos utilizados en sintesis en fase sélida.
1.3.6.1 Ensayo cualitativo de Kaiser (Ensayo de ninhidrina).

Este ensayo se usa para la deteccidon de aminas primarias en los péptidos, para esto se
toma una alicuota de resina (0.5-2.0 mg) y se afiaden 3 gotas de la disolucién A, 1 gota de
la disolucion B y se calienta durante 3 min a 110.C.

Una coloracion amarilla indica la ausencia de aminas primarias en la resina (ensayo
negativo) mientras que un color azul indica la presencia de aminas primarias (ensayo
positivo).

Disolucién A: Mezcla de las disoluciones A1 y A2.

Disolucion A1: 40 g de fenol en 10 mL de EtOH absoluto. Agitar 45 min con 4 g de resina
Amberlite MB-3

Disolucion A2: 65 mg de KCN en 100 mL de H20. 2 mL de la disolucién resultante se
diluye con 100 mL de piridina recién destilada sobre ninhidrina. Las disoluciones Al y
A2 se agitan por separado durante 45 min con 4 g de resina Amberlite MB-3, se filtran y
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se mezclan.
Disolucién B: 2.5 g de ninhidrina en 50 mL de EtOH absoluto. Esta disolucién se debe
conservar en un recipiente cerrado protegida del contacto con la luz.

1.3.6.2 Ensayo cualitativo de cloranilo.

El ensayo con cloranilo permite detectar aminas secundarias en los péptidos, para esto
se toma una alicuota de resina (0.5-2.0 mg), se anaden 5 gotas de la disoluciéon de
cloranilo, 20 gotas de acetona y se deja reaccionar durante 5 min a temperatura
ambiente. Una coloracién amarilla indica la ausencia de aminas secundarias en la resina
(ensayo negativo) mientras que una coloracion azulada o verdosa indica la presencia de
aminas secundarias (ensayo positivo).

1.3.7 Purificacion de los péptidos.

Los crudos peptidicos se purificaron en RP-HPLC-ESMS semipreparativo, el cual esta
compuesto por un modulo Waters 600 controller integrado por dos bombas, un
mezclador de alta presion, un médulo Waters Alliance 2767 sample manager con un
inyector y colector de fracciones. Detector UV-visible Dual A Absorbance Detector 2487
y un espectofotrofotometro de masas Micromass ZQ.

Las columnas Sunfire™ Prep Cig OBD™ (19x100mm, 5 uM) y X-Bridge™ Prep BEH Cis
(19 x 100mm, 5 uM) se utilizaron para purificar los péptidos, los cuales fueron eluidos
mediante el uso de un sistema de gradiente lineal A/B que vario dependiendo del
péptido a purificar, durante 15 minutos a un flujo de 25 mL/min . Se emplearon como
fase movil, la disolucion A: H;O/TFA (99.99:0,1, v/v) y la disolucién B: H,0/TFA
(99.99:0,1, v/v). Las fracciones peptidicas se recogen de manera automatica cuando las
masas del péptido son detectadas por el equipo. Luego, las fracciones purificadas se
liofilizan.

1.3.8 Caracterizacion de los péptidos.

Los péptidos se analizaron por RP-HPLC (fase reversa) y RP-HPLC-ESMS y MALDI-TOF
(Matrix- Assisted Laser Desorption of lons Time of Fligh) para determinar la pureza y
sus respectivas masas.

1.3.8.1 HPLC-MS Analitico.

El HPLC-MS analitico utilizado para monitorizar las reacciones y determinar la pureza
de los compuestos a A= 220 nm, consta de un cromatégrafo Waters Alliance 2695
(integrado por dos bombas, un mezclador de alta presién y un auto inyector) con un
detector UV-visible multicanal Photodiode Array Detector 2996 y un modulo Waters 2795
Separation Module unido a un espectrémetro de masas Micromass ZQ, con sonda de
electro espray (ES).

Las columnas utilizadas fueron XBridge™ Cig (4.6 x 50 mm, 3.5 um) o XBrige™ BEH 130
C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 wm) segin la naturaleza de los compuestos.
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La pureza de los compuestos fue determinada a una A= 220 nm utilizando distintos
gradientes lineales, especificados en cada caso, a un flujo de 1 mL/min.

1.3.8.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF.

Los espectros de masa se llevaron a cabo en la plataforma de protedmica del Instituto de
Recerca Biomédica de Barcelona (IRB) con el equipo MALDI Voyager DE RP time-of-flight
(TOF) con espectrometro Applied Biosystems, Framingham.

La matriz que se empled6 es una solucibn de 5 mg/mL de acido «-ciano-4-
hidroxicinamico (ACH) disuelto en H20: CH3CN 1:1 con 0.1% de TFA.

La preparacién de la muestra consiste en mezclar 1 uL del péptido diluido con 1 uL de
matriz ACH, se pone sobre la placa, se deja secar y se analiza en el equipo.

Para registrar el espectro de masa, se utiliza 1 ul de la mezcla resultante que se deposita
sobre la placa de analisis. El analisis se realiza utilizando el modo lineal o réflex positivo
a diferentes intensidades del laser en funciéon del compuesto a analizar.

1.3.8.4 Caracterizacion de yPéptidos.

CF-Gp-4

Pureza: 98%. tr: 3.803

MALDI-TOF: Mtegrica: 1657.96 Da para Cg7H112N22012 Mexp: 1657.38 Da

ESI-MS: [M + 2H]*2: 830.2, [M + 3H]*3: 553.5, [M + 4H]**: 415.4, [M + 5H]*>: 332.4, [M +
6H]*6: 277.2

CF-Gp-7

Pureza: 98 %. tr: 5.110

MALDI-TOF: M¢e¢rica: 1661.16 Da para CosH133N130126* Mexp: 1659.09 Da

ESI-MS: [M + 2H]*2: 828.3, [M + 3H]*3: 552.5, [M + 4H]**: 414.6, [M + 5H]*>: 331.9

CF-Gp-10

Pureza: 98 %. tr: 3.654 min

MALDI-TOF: Mtesrica: 1979.30 Da para CozH139N31018 Mexp: [M + H*]: 1980.2543 Da, [M +
Na*]: 2002.3394 Da

ESI-MS: [M + 2H]*2: 990.7, [M + 3H]*3: 660.8, [M + 4H]**: 495.8

CF-Gp-11

Pureza: 98 %. tr: 3.582 min

MALDI-TOF: M¢e¢rica: 1810.98 Da para Cg1H115N31018 Mexp: [M + H*]: 1811.4130 Da
ESI-MS: [M + 2H]*2: 906.4, [M + 3H]*3: 604.6

CF-Gp-12

Pureza: 98 %. tr: 3.993 min

MALDI-TOF: M¢e¢rica: 853.88 Da para C41H47N11010 Mexp: [M + H*]: 854.5352 Da
ESI-MS: [M + 2H]+*%: 427.8, [M + 3H]*3: 285.6
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CF-Gp-13

Pureza: 98 %. tr: 3.618 min

MALDI-TOF: Mtesrica: 1332.43 Da para Cs1Hg1N21014 Mexp: [M + H*]: 1332.8099 Da.
ESI-MS: [M + 2H]*2: 667.2, [M + 3H]*3: 445.1, [M + 4H]**: 334.2

CF-Gp-14

Pureza: 97 %. tr: 3.499 min

MALDI-TOF: Mtegrica: 2289.53 Da para C101H149N41022 Mexp: [M + H*]: 2289.3682 Da.ESI-
MS: [M + 3H]*3: 764.0, [M + 4H]*%: 573.2, [M + 5H]*>: 458.7, [M + 5H]*>: 382.4, [M +
6H]*6: 327.9

CF-Gp-15

Pureza: 98 %. tr: 3.314 min

MALDI-TOF: M¢esrica: 2768.07 Da para C121H183N5102 Mexp: [M + H*]: 2767.5508 Da
ESI-MS: [M + 3H]*3: 923.4, [M + 4H]**: 692.8, [M + 5H]*>: 554.4, [M + 5H]|*>: 462.2, [M +
6H]*6: 396.3

1.3.8.5 Caracterizacion de péptidos naturales.

CF-RGV

Pureza: 98%. tr: 4.756 min

MALDI-TOF: Mtesrica: 3623.94 Da para C162H228N44048S2 Mexp: 3630.4429 Da
ESI-MS: [M + 2H]*2: 1208.8, [M + 3H]*3: 906.8, [M + 4H]**: 725.6, [M + 5H]*>: 605.1.

CF-Tf-1

Pureza: 98%. tr: 4.072 min

Mtesrica: 1250.34 Da para Ce2H71N15014; ESI-MS: [M + 1H]*1: 1250.6, [M + 3H]*3: 625.9, [M
+ 4H]**: 417.6, [M + 5H]*5: 313.5

CF-Tf-2

Pureza: 98%. tr: 4.940 min

MALDI-TOF: Mtesrica: 1848,04 Da para Co2H110N20020S Mexp: 1847.8623 Da
ESI-MS: [M + 2H]*2: 924.8, [M + 3H]*3: 616.9

CF-Angiopep-2

Pureza: 98%. tr: 4.552 min

MALDI-TOF: Meegrica: 2659.81 Da para C125H159N29037 Mexp: 2659.4341 Da
[M + 2H]*2: 1330.7, [M + 3H]*3: 887.4, [M + 4H]**: 665.8

CF-pAntp

Pureza: 98%. tr: 4.246 min

Meeérica: 2604.04 Da para Ci25H179N35025S; ESI-MS: [M + 2H]*2: 1302,8, [M + 3H]*3:868.9,
[M + 4H]*4: 651.9, [M + 4H]**: 521.7, [M + 5H]*>: 434.9, [M + 6H]*6: 372.9

CF-Tat

Pureza: 98%. tr: 3.666 min

MALDI-TOF: Mesrica: 1917.14 Da para Ci25H179N35025S Mexp: 1917.8597 Da; ESI-MS:
[M+2H]*2: 959,4 [M+3H]*3: 639.7, [M+4H]**: 480.1, [M+4H]**: 384.3, [M+5H]*>: 320.4
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1.3.9 Sintesis de conjugados.
1.3.9.1 Conjugado Doxo-Gp-11.

La doxorubicina (Doxo) se conjugé al péptido (Gp-11) con el empleo de una
metodologia descrita por Eriste y cols.?* con algunas modificaciones, en la que resulto
necesario la preparacion de los fragmentos correspondientes al péptido Ac-Cys-Gp-11y
al farmaco modificado Doxo-MCC.

Sintesis de Ac-Cys-Gp-11.

A la secuencia peptidica protegida correspondiente a Gp-11, anclada al soporte sélido
MBHA (ver ep. 4.3.1), se le adiciona la Fmoc-Cys(Trt)-OH a su extremo N-terminal (AA/
OxymaPure/DIPCD], 3:3:3 En DMF). Se desprotege el grupo Fmoc con Piperidina al 20%
en DMF (3 x 10min) y se acetila el extremo N-terminal (Ac20/DIEA; 5:5 en DCM).
Seguidamente, se eliminan los grupos protectores de las cadenas laterales (Boc y Trt)
mediante el tratamiento correspondiente (TFA/TIS/H.0/DTT/DCM, 50:2.5:2.5:1:44).
Posteriormente se realiza la escision de la resina mediante tratamiento con HF en
presencia de p-cresol y p-tiocresol y el péptido obtenido se purifico mediante RP-HPLC-
MS y presenté una pureza de 98%.

Sintesis de Doxo-SMCC.

La Doxo (2mg) se disuelve en 500uL de DMSO y luego se adicionan 500uL de PBS (pH
7.2). El pH se sube a 9 mediante adicion de TEA y se afiaden 200uL de SMCC (10mg/mL)
con agitacion constante, a Tamb y en ausencia de luz. El avance de la reaccion se sigue
por RP-HPLC-MS y transcurrida 1 h, se disminuye el pH a 5-6 (HCI 1M) para llevar a
cabo la conjugacién.

Conjugacion entre Ac-Cys-Gp-11 y Doxo-MCC.

A la mezcla Doxo-MCC se le afladen 1.2 eq del Ac-Cys-Gp-11 y la reaccién se agita
durante 4 horas en ausencia de luz. El tiempo de reaccion se determiné mediante RP-
HPLC-MS. Inmediatemente se purifica la mezcla en RP-HPLC en un gradiente lineal de
0% a 40% B en A (A: H20/TFA, 99.95:0.045, v/v; B: ACN/TFA, 99.96:0.036, v/v) para
obtener el conjugado

Caracterizacion de conjugado Doxo-Gp-11.

El conjugado se caracteriz6 mediante RP-HPLC-NanoESI (nanoelectrospray) con
ionizacion positiva e inyeccién directa.

Rendimiento: 53%, pureza: 95%

Masas exactas: Mtesrica 2359,14 para C104H154N34028S Mexp [M + H]*2359.1435
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1.3.9.2 Conjugado MT-BODIPY-Gp-11.

La sintesis del conjugado MT-BODIPY-Gp-11 se baso en la metodologia empleada por De
la Torre 2014.%> Para la sintesis de este conjugado resulté necesario la preparacion del
fragmento correspondiente al péptido Cys(Npys)-Gp-11.

El farmaco miltefosina modificado con la sonda fluorescente BODIPY (MT-BODIPY),
este ultimo fue preparado en el laboratorio del Dr. Luis Rivas (CSIC).

Sintesis de Cys(Npys)-Gp-11.

A la secuencia peptidica protegida correspondiente a Gp-11, anclada al soporte solido
MBHA (ver ep. 4.3.1), se le adiciona el aminoacido Boc-Cys(Npys)-OH a su extremo N-
terminal (AA/ OxymaPure/DIPCDI, 3:3:3 en DMF). Se eliminan los grupos protectores
Boc de las cadenas laterales y del amino terminal mediante el tratamiento
correspondiente TFA al 40% en DCM, 50:2.5:2.5:1:44). Posteriormente se realiza la
escision de la resina mediante tratamiento con HF y el péptido obtenido se purifica
mediante RP-HPLC-MS utilizando un gradiente lineal de 10% a 15% de la disolucién B
en A (A: H20/TFA, 99.9:0.1, v/v; B: ACN/TFA, 99.9:0.1, v/v). El producto obtenido
presenta una pureza del 95%.

Conjugacion entre Cys(Npys)-Gp-11 y MT-BODIPY.

El péptido Cys(Npys)-Gp-11 (6,4mg) se disolvié en agua (1 mL) y se ajusté el pH a 5.
Posteriormente se adicion6 (1 eq) de una soluciéon de 65 mM de este compuesto en
metanol. La reaccién se agit6 continuamente a Tamb en ausencia de luz. La reaccién se
control6 por RP-HPLC hasta la completa desaparicidon del péptido e inmediatamente se
purificé mediante RP-HPLC en un gradiente lineal de 15% a 100% de la disolucion B en
A (A: H20/TFA, 99.95:0.045, v/v; B: ACN/TFA, 99.96:0.036, v/v).

Caracterizacion de conjugado MT-BODIPY-Gp-11.

El conjugado se caracteriz6 mediante RP-HPLC-NanoESI (nanoelectrospray) con
ionizacién positiva e inyeccién directa.

Rendimiento: 62%, pureza: 95%

Masas exactas: Miesrica 2168.172359 Da para Co2H157BF2N35017PS2 Mexp: [M + HJ*
2168.1736 Da
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1.4 Ensayos bioldgicos.

1.4.1 Cultivo celular y modelo in vivo.
1.4.1.2 Cultivo de células HelLa.

La linea celular HeLa se utiliz6 para los ensayos de citotoxicidad, citometria de flujo y
microscopia confocal. Estas células se crecieron como monocapas subconfluente en
medio DMEM (1000 mg / mL glucosa) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino
fetal inactivado, 10% (v/v) de L-Glutamina (200 mM), 0.05% (v/v) de una soluciéon de
Penicilina (100.000 u/ mL) y estreptomicina (100 mg/mL). Una vez las células crecieron
y alcanzaron la subconfluencia, fueron lavadas con PBS y desprendidas con 1 ml de una
solucion 0,25% tripsina-EDTA durante 5 min a temperatura ambiente. El
desprendimiento celular se monitoriz6 mediante la observacidn en el microscopio. La
suspensidn celular fue centrifugada, se retiré el medio y las células se resuspendieron en
medio nuevo y se sembraron en frascos de cultivo de 75 cm? e incubadas en una
atmosfera humidificada con 5 % de COz y temperatura constante a 37°C.

1.4.1.3 Cultivo primario de células MAEC.

Las células MAEC (mouse aortic endothelial cells) con las que se realizaron los ensayos de
internalizacion se derivaron tras cultivo primario de aortas de ratones knock out (KO)
para la enzima o-galactosidasa A (Gal1tmKul)% siguiendo la metodologia descrita por Shu
y cols.?7 En resumen, secciones de la aorta descendente de ratones KO se cultivaron en
placas tratadas con colageno tipo I (5 pg/cm?, Sigma) en medio RPMI (Lonza) con 20%
de suero fetal bovino (Lonza), 20 mM de L-glutamina (Gibco), animodacidos no esenciales
(NEEA, Lonza), 0.05 mg/mL ECGS (Beckton Dickinson), 0.1 pg/mL hidrocortisona
(Sigma), 0.1 mg/mL heparina (Sigma) y antibidtico-antimicotico (penicilina,
estreptomicina y amfotericina B, Invitrogen). Una vez las células endoteliales hubieron
formado una monocapa confluente, se retird el anillo adrtico y se cosecharon las células
por tratamiento con 0.2 mg/mL de colagenasa (Sigma). Las células se mantuvieron en el
mismo medio de crecimiento, al que progresivamente se le redujo el porcentaje de suero
fetal hasta el 10%. El origen endotelial de los cultivos se confirmé por citometria de flujo
mediante tincién con CD105-PE (eBioscience).

1.4.1.4 Drosophila melanogaster

Para los diferentes estudios se utilizaron las lineas de moscas white, w1118 w-iso, moddy
(AC17moody Null), moody-Gal4 (moody Gal4CD8GFP). Las dos primeras lineas de moscas
se obtuvieron del laboratorio de Enrique Martin Blanco, Elena Rebollo y las mutantes
moody fueron donadas por Bainton®8. Todas las moscas se cultivaron en medio de
cultivo estandar para Drosophila enriquecido con suplemento de levadura y se
mantuvieron a 25°C.
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1.4.2 Internalizacion celular de los ypéptidos en células HeLa.

La citometria de flujo se utilizé para estudiar la internalizacion celular de los y#péptidos.
Las células se sembraron en placas de 35 mm a una concentraciéon 20.6 x 104 células y se
dejaron crecer durante 24 h. Luego, las células se incubaron con los péptidos marcados
con CF a una concentracion final de 25 uM durante 2 h o 24 h.

Una vez terminado el tiempo de incubacidn, las células se lavaron tres veces con PBS,
luego se desprendieron de la placa con 300 pL de una solucién 0.25% tripsina-EDTA
por 2 minutos, después se adicion6 500 uL de medio de cultivo nuevo y se centrifugé a
1000 rpm por 5 minutos. Finalmente, se descart6 el sobrenandante y el precipitado de
células se resuspendid en 900 uL de medio de cultivo nuevo.

Para asegurar la remocion de la fluorescencia proveniente de los péptidos que se
encuentran unidos a la membrana plasmatica, se ajusté el pH del medio a 6 con la
adiciéon de una solucién HCl 1 N y bajo estas condiciones se realizé la lectura de
fluorescencia en el citometro de flujo FC-500. Este cambio de pH inactiva la emision de
la fluorescencia extracelular sin alterar el ambiente intracelular.4?

Se realizaron tres experimentos independientes con tres replicas, los resultados
obtenidos fueron normalizados, teniendo en cuenta el valor de la autofluorescencia del
medio, el cambio de pH y el control positivo, el péptido CF-Tat, se asignd el valor de
referencia 100.

1.4.3 Localizacion intracelular de los ypéptidos en las células HeLa.

Las células se sembraron en placas IBIDI (Miinchen, Germany) de 3.5 cm a una
concentracion 15 x 104 células/cm? y se dejaron crecer durante 24 h. Luego, las células
se incubaron con los péptidos marcados con carboxifluoresceina a una concentracién de
20 uM, el tiempo de incubacién varié dependiendo de las especificaciones de la sonda
fluorescente utilizada. Después, las células se lavaron tres veces con HBSS y se adicion6
medio de cultivo nuevo libre de suero y sin rojo fenol. Luego estas células vivas fueron
visualizadas por medio del microscopio lasér confocal Leica TCS SP5. Los tres y-
péptidos utilizados son los representantes de cada familia, teniendo en cuenta sus
diferencias estructurales y la capacidad de atravesar la membrana celular

Las sondas fluorescentes se utilizaron para localizar una regién estructural especifica
como citoesqueleto, mitocondria, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi.

Las sondas fluorescentes que se describen en la Tabla 8.
i) Cell Tracker

Después de la incubacion de los péptidos por 2 h, las células fueron lavadas tres veces
con HBSS, después se adicion6 el Cell Tracker disuelto en medio libre de suero a una
concentracion final de 5 uM y se incub6 durante 30 min. Luego, se cambi6 esta solucion
por medio DMEM nuevo libre de suero a 37 °C y se incubd a esa misma temperatura
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durante 30 min. Finalmente, se removio este medio de las células, se lavaron con HBSS y
se reemplaz6 por medio de cultivo nuevo.

i) MitoTracker

Después de la incubacion de los péptidos por 2 h, las células fueron lavadas tres veces
con HBSS, después se adiciono la solucién de MitoTracker 1 mM en medio libre de suero
a una concentracion final de 100 nM y se incub6 durante 15 min a 37 °C. Luego se retird
esta solucion, se lavo tres veces con HBSS y se adicion6 medio de cultivo nuevo libre de
suero y rojo fenol.

iii) LysoTracker

La sonda fue disuelta en PBS y se adiciond a una concentracion de 100 nM, se incub6
junto a cada uno de los péptidos disueltos en medio de cultivo durante 2 h. Después, se
cambid esta solucidén por medio nuevo. Luego se incubaron las células con la solucion
que contiene la sonda LysoTracker durante 30 min.

Sonda fluorescente Especificidad

CellTracker™ Red CMTPX Pasa através dela membrana celular, pero una vez dentro

(C34552, invitrogen) de la célula, se transforma en un producto que es
impermeable.

Esta sonda contiene grupos bromometil o clorometil que
reaccionan con los tioles, probablemente en una reaccion
mediada por la glutatién S-transferasa.

Tincién citoplasmatica relativamente uniforme.

LysoTracker™ Estas sondas se utilizan para marcar los organelos con pH
interno acido. Son altamente selectivas y efectivas en
células vivas a una concentracién nanomolar.

ER-Tracker™ Red Sonda permeable a las células y altamente selectiva del

(glibenclamide BODIPY TR) reticulo endoplasmatico.

587/615 (Invitrogen) E34250 Es un conjugado del farmaco glibenclamida (gluburida) -
BODIPY. Este fArmaco se une a los receptores sulfonilurea
de los canales de K* dependientes de ATP, los cuales son
prominentes en el reticulo endoplasmatico.

BODIPY TR 589/617 Invitrogen Los andlogos ceramida producen una coloracién selectiva

del aparato de Golgi.
MitoTracker™ Deep Red FM Esta sonda contiene grupos clorometil que reaccionan con
(M22426) los grupos tiol para marcar las mitocondrias.

Este reactivo entra por difusién pasiva a través de la
membrana plasmatica y se acumula en la mitocondrias
activas.

Tabla 8. Sondas fluorescentes utilizadas.

iv) ER-Tracker

Después de la incubacion de los péptidos por 2 h, el medio de cultivo se removié de las
placas, se lavaron tres veces las células con HBSS y se adicion6 la sonda previamente
disuelta en DMSO y medio de cultivo a una concentracién final de 1 uM durante 30 min a
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37 °C. Luego, se removio la solucién de coloracién y se reemplazé por medio DMEM
nuevo.

v) BODIPY TR-Ceramide

Las células se lavaron con una solucion de HBSS/HEPES después de la incubacion con
los péptidos. Luego, las células se incubaron a 4°C con una solucion de ceramina 5 UM en
HBSS/HEPES durante 30 min. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con
medio frio y se incubaron con medio a 37°C durante 30 min.

Una vez se realiz6 cada protocolo, se procede a realizar la observacién en el microscopio
confocal espectral Leica TCS SP5 con el objetivo plan apocromatico de inmersién en
aceite 63x, A.N 1.4. Para la visualizacion de los péptidos marcados con CF se utilizo la
longitud de onda de excitacién de 488 nm del laser argén y su emisién se detectd en el
rango de 515-530 nm. Para la visualizacidon del MitoTracker se utiliz6 la longitud de
onda de excitacion de 633 nm y su emision se detecté en el rango de 650-670 nm . Para
la visualizacién de las otras sondas fluorescentes se utiliz6 la longitud de onda de
excitacion de 561nm y su deteccion se produce en el rango entre 590-610 nm.

En los experimentos de reconstruccion 3D, se utilizaron los siguientes parametros para
la adquisicion de las imagenes, la velocidad fue de 700 Hz, se cerro el limite de difraccion
del microscopio, el tamafio del pixel utilizado fue de 90 x 90 x 340 nm (1024 x 256 x 40).
En orden a evitar diafonia (croostalk) interferencias el registro de la fluorescencia fue
realizado en modo secuencial.

Para los experimentos de colocalizacion, las imagenes se registraron en un plano
muestral Unico para evitar el movimiento de los péptidos a otros planos X, y, z. Para
evitar interferencias, los margenes de deteccidn espectral fueron altamente restringidos.
Para determinar la colocalizacién de los péptidos se utilizaron dos coeficientes, Pearson
y Manders, pues el primero es altamente sensible a la intensidad en cada canal, por eso
se decidié también tener el segundo coeficiente que es independiente de la intensidad
de los pixeles y divide en dos componentes en orden ha cancelar ese sesgo del nimero
de objetos en cada canal.

Se utilizé el software Huygens para calcular el coeficiente de correlacién de Pearson a
través del algoritmo clasico de maxima verosimilitud utilizando un PSF (Point Spread
Function) tedrico automaticamente computarizado en funcién de los parametros de la
adquisicion de las imagenes. También, se utilizé el software Image] con el plugins JACoP
para calcular el coeficiente de Manders.

Por otra parte, se grabaron videos para visualizar las trayectorias de los péptidos y la
unioén a los lisosomas en las células HeLa, para ello se utilizé un microscopio invertido
Zeiss Axiovert 200M asociado al sistema Spinning Disk (Perkin Elmer Ultraview ERS).
Los videos fueron grabados utilizando la cdamara Hammamatsu (C9 100-50) 14 bits y un
objetivo plan apocromatico de inmersién en aceite 63x, A.N 1.4. Para la visualizacion de
los péptidos marcados con CF se utiliz6 el laser de argén multilinea a una longitud de
onda de excitaciéon de 488 nm mientras que para el LysoTracker se utiliz6 la longitud de
onda de excitacion de 568 nm del laser de estado s6lido bombeados por diodo (DPSS).
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También se utilizaron espejos dicroicos para aumentar la deteccion. Para reducir la
interferencia reciproca de los fluoroforos, la técnica de adquisiciéon de la imagen fue en
modo secuencial. La velocidad fue ajustada a 1.5 s/fotdn. Las células fueron mantenidas
a 37°C bajo atmosfera de CO2 al 5%. Las imagenes fueron procesadas con el software
confocal Leica, Image J.

1.4.4 Inhibicién de la endocitosis de los ypéptidos en las células HeLa.

Las células se sembraron en placas de 35 mm a una concentracién 20.6 x 104 células y se
dejaron crecer durante 24 h. Después las células fueron tratadas con diferentes tipos de
inhibidores de endocitosis tales como sacarosa hipertdnica (0.25 M) y amilorida (2,5
mM), los cuales se adicionaron al medio de cultivo durante 30 minutos previo a la
incubacion con los péptidos marcados con CF. También, se probaron otros inhibidores,
la clorpromazina (10 pg/ml) y la filipina III (10 ug/ml) pero se incubd 15 min antes de la
incubacion de los péptidos y para el caso del cloruro de amonio (10 mM), cloroquina (50
UM) se incubd 15 minutos antes de adicionar los péptidos. Luego, las células se
incubaron con los y-péptidos durante 2 h y luego se hace la lectura en el citometro de
flujo como previamente se explicé.

1.4.5 Ensayos de internalizacion de los ypéptidos en células MAEC.

Los experimentos de internalizacion de los y-péptidos en el cultivo primario de MAEC se
realizaron como colaboracién con el grupo de la Dra. Ibane Abasolo en el Hospital Vall
d'Hebron.

Para los ensayos de internalizacidn se utilizaron células MAEC en pase 3 6 4, crecidas
sobre cubres tratados con 0.1% de gelatina (Sigma). Los distintos péptidos marcados
con FITC se incubaron durante 2 h a una concentracién final de 20 uM de péptido y 1 uM
de Lysotracker Red DND99 (Invitrogen). Tras lavarlas repetidas veces con PBS, las
células se fijaron con paraformaldehido al 4% antes de montarlas en medio de montaje
Prolong (Invitrogen). La sefial de fluorescencia se detect6 mediante visualizacién en
microscopio confocal (FV1000, Olympus).

1.4.6 Ensayos de internalizacién de Leishmania donovani.

Todos los experimentos de citometria de flujo, viabilidad celular y microscopia confocal
de los cinco y-péptidos sintetizados y los dos conjugados con farmacos (doxorubicina y
miltefosina) frente a promastigotes de Leishmania donovani se realizaron como
colaboracion en el grupo del Dr. Luis Rivas en el CIB-CSIC (Madrid).
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1.4.7 Cuantificacion de los péptidos a inyectar en Drosophila melanogaster.

Con el objetivo de estandarizar la cantidad equivalente de cada conjugado fluorescente
(CF, Atto 488, Atto 565) se realizaron tres rectas de calibracion, utilizando nanodrop
para determinar los valores de absorbancia (Figura 6, A, C, E). La absorbancia se mide a
A de 492, 504, 565 nm para la CF (Figura 6, B), Atto 488 (Figura 6, D), Atto 565 (Figura
6, F), respectivamente. La lectura se realiza por triplicado.
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Figura 6. Recta de calibrado de la CF (A), Atto 488 y (B) Atto 565 (C) utilizada como
sondas fluorescentes para conjugar a los péptidos.

Una cantidad exacta del péptido fluorescente se diluye en agua a una concentracciéon de
1 mM y se determina su absorbancia a la A correspondiente al fluoréforo conjugado al
péptido. El valor obtenido se extrapola en la ecuacién de la recta de calibrado
correspondiente al fluoréforo, realizando los ajustes correspondientes para obtener una
solucion 0,7 mM para utilizar en los estudios.
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1.4.8 Inyeccién de Drosophila melanogaster con los diferentes péptidos.

Los estudios se realizaron en 20 moscas hembras adultas de 5 dias (Drosophila
melanogaster, wll18 o w-iso o moody Null o moody-Gal4). Todas se inyectaron con
solucion peptidica a 0,7 mM de concentraccién utilizando un microinyector manual
(Minj-1), las agujas son realizadas a partir de microcapilares utilizando un puller que
define la forma punteada y delgada de la aguja, el inoculo a inyectar se calibra a 200 nL
de muestra, con ayuda de una plantilla de puntos. Antes de cada inyeccion, las moscas
son anestesiadas en una placa permeable a COz y las inoculaciones se realizaron en los
dos ultimos segmentos de la regiéon abdominal.

1.4.9 Microscopia de fluorescencia en Drosophila melanogaster

1.4.9.1 Epifluorescencia

Después de 2 horas de la inoculacién, se observa la retina de cada mosca en una lupa
fluorescente y se realizan fotos del cuerpo completo, asi como de los dos ojos de cada
mosca. La presencia de fluorescencia en las retinas de las moscas inoculadas con lo
diferentes péptidos, se compara con las moscas control que sélo fueron inoculadas con
CF, utilizando este criterio para determinar si hubo penetracion en la retina. También se
registra el nimero de moscas que sobreviven después de la inyeccién con los péptidos.

1.4.9.2 Microscopia confocal de barrido de ldser

El estudio se realiza en el microscopio confocal de barrido laser LSM 780, Carl Zeiss. Se
escanean las retinas de moscas moody y w-iso inyectadas con los diferentes péptidos
conjugados con CF o Atto 565, para obtener imagenes de planos dpticos de la retina con
un alto contraste y alta resoluciéon en los ejes X, Yy Z (512 x 512 x 104). La adquisicion
de las imagenes se realiza con las siguientes condiciones: apertura del pinhole 36,1 um
(1 AU), modo de escaneo Lambda, se utiliza el laser de argén a una A de excitacion de
488 nm, con una potencia del 25 % y 1 % para las moscas w-iso y moody,
respectivamente. La ganancia del detector es de 720. Se utiliza el objetivo apocromatico
de inmersion en agua sin cubreojetos 25x, A.N 0,8 (LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8
Imm Korr DIC M27)

El modo lambda presenta un detector espectral con el que es posible utilizarlo para
obtener el espectro real de emisién del fluorocromo (CF, Atto 488, Atto 565 nm) con el
que se ha conjugado los péptidos. Por eso, lo primero que se realiza los espectros de
emision de CF, de la retina de moscas w-iso (autofluorescencia del ojo) y del Texas rojo-
dextrano (Figura 7).
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Figura 7. . Espectro de emisidn de la CF y la autofluorescencia de la retina. II. A. Fluorescencia
retinal atribuida a la sumatoria del primer pico de la CF y de la autofluorescencia retinal. B.
Fluorescencia retinal de la CF mas la autofluorescencia total de la retina de la mosca. C.
Separacion de la fluorescencia en 10 colores a diferentes longitudes de onda.

Una vez se obtiene los perfiles de emision de nuestro interés, se procede hacer la
adquisicion de imagenes espectrales con multiples bandas de emisién en paralelo de las
retinas de moscas inoculadas con los péptidos.

Mediante el uso del software de imagenes digitales ZEN, luego de realizar el andlisis de
imagen desmezcla lineal (linear unmixing) (Figura 7, parte II, A-C) se logra separar la
autofluorescencia de la retina de la mosca, de la sefial fluorescente del péptido
conjugado a la CF (Figura 8).

Una vez obtenidas estas imagenes, se procesan por medio del software Volocity,
determinando la intensidad de fluorescencia de un fragmento de la retina, que
corresponde a una medicién relativa de la sumatoria de todos los vodxeles
correspondientes al péptido unido a la CF en un volumén fijo de 496325,78 um3.

Figura 8. Proyeccion XY de la Retina de moscas w-iso inyectada con el péptido CF-Gp-11. B.
fragmento de la retina en 3D que se utiliz6 para cuantificar la intensidad de la fluorescencia.
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Adicionalmente, se realiza la diseccion del cerebro de una mosca moody-Gal4 inyectada
con el y-péptido Atto 565-Gp-11 en un soporte que permite inmobilizar el cuerpo de la
mosca, se sujeta la cabeza con una pinza y luego, se remueve la proboscide. Una vez se
desprende la cabeza, se pasa a una placa con una gota de agua y se intenta retirar las
traqueas. Luego, el cerebro se impregna con fibrindégeno diluido en medio de cultivo
Schneider para inmovilizarlo y luego se adiciona 1 uL coagulante. El 16bulo 6ptico
presente en el cerebro disectado, se analiza en el microscopio confocal de barrido de
laser.

1.4.9 Analisis Estadistico

Los datos son expresados como promedios y las barras indican las desviaciones
estandar. Estos valores fueron calculados de tres experimentos independientes, cada
uno con tres replicas. La comparacion de las medias entre el control y los péptidos
probados fueron realizados a través de la prueba Tukey utilizando un nivel de
significancia de p<0.05 (*) y 0.01 (). Este analisis se realiz6 con el software Stata.
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CAPITULO 1. Estudio de la capacidad de entrada
celular de y-péptidos basados en
cis-y-amino-L-prolina

Contribuciones a este capitulo: El Dr. Daniel Carbajo, particip6 en la sintesis de algunos de los
v-péptidos que se utilizan en este capitulo, asi como en algunos ensayos biolégicos. La Dra. Elena
Rebollo (Unidad de Microscopia de Fluorescencia avanzada, IBMB-PCB) asesoré todo lo
concerniente a microscopia confocal de los experimentos con celulas HeLa. Los ensayos en
células MAEC se realizaron en el grupo de la Dra. Abasolo en el Hospital de Vall d"Hebron






1.1 Introduccion
1.1.2 Mecanismos de internalizacion celular de los CPPs.

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados acerca de los mecanismos de
internalizacion celular de los CPPs, las vias a través de las cuales estos compuestos
atraviesan las barreras biolégicas no han sido totalmente esclarecidas.24240.99 Esto
puede atribuirse en muchos casos a las propiedades peptidicas, como la carga y la
longitud de las secuencias. Ademas, los CPPs pueden interaccionar con multiples
moléculas de la superficie celular, incluyendo lipidos, asi como proteoglicanos asociados
a la membrana.100101 Resultados experimentales, evidencian que los CPPs pueden
internalizarse por dos diferentes vias como la translocacion directa a través de la bicapa
celular de la membrana (Figura 9, Tabla 9) y la via endocitica (Figura 10).
Adicionalmente, varios estudios evidencian que los CPPs pueden emplear mecanismos
de entrada alternativos, los cuales podrian operar al mismo tiempo que las vias
principales, dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas.2241,102

1.1.2.1 Requerimientos estructurales para la internalizacion de los CPPs.

Las interacciones electrostaticas de los CPPs bdasicos con la matriz extracelular,
especificamente con los proteoglicanos y fosfolipidos cargados negativamente que se
encuentran en la membrana celular, se reconoce como la primera etapa de entrada a la
célula de estos compuestos.#2103-107 Estas interacciones promueven la aglomeracién de
los proteoglicanos en la superficie y que se produzca la activacion de sefiales
intracelulares, la remodelacion de actina y finalmente, ocurra la entrada celular por las
diferentes vias de internalizacién. Para los CPPs anfipaticos, la unién a la membrana, asi
como la insercién, promueven la entrada de estos péptidos via endocitica o
translocacion directa.>* Las interacciones de los péptidos con diferentes componentes
de la membrana celular pueden ser de naturaleza electrostitica o hidrofébica y
dependen en gran parte, de factores como el numero y la densidad de cargas positivas,
los puentes de hidrdégeno, el tamafio, la estructura secundaria de los péptidos y sus
polimorfismos, el tipo de célula y la composicidon de la membrana celular.41,42.108,109

Los estudios de estructura-actividad de los CPPs muestran que los residuos catiénicos
juegan un papel fundamental en la internalizacién de estos compuestos. Ademas, estos
estudios indicaron que los residuos de arginina son mas efectivos que los residuos de
lisina en dicho proceso.2%110.111 Esto se debe a que los grupos guanidinios son capaces de
formar puentes de hidrogeno bidentados con los grupos fosfato, sulfato y carboxilato
cargados negativamente presentes en la superficie celular, en comparacion con el cation
amonio presente en la cadena lateral de los residuos de lisina, que solo forman un
puente de hidrégeno.112

Luego de esta primera etapa, ocurre la translocacion directa o la endocitosis del péptido.
Los estudios iniciales en este campo, mostraron que la internalizacion de los CPPs
ocurrian a temperaturas bajas, soportando la idea de que el mecanismo de
internalizacion pincipal de estos péptidos es independiente de energia, por lo que

45



posteriormente se han propuesto varios modelos que explican la translocacion directa
de estos compuestos.40

1.1.2.2 Translocacion directa de los CPPs.

La translocacion directa es una via de entrada celular independiente de energia, que
involucra la desestabilizacién transitoria de la membrana e incluye diferentes modelos
con caracteristicas especificas (Figura 9, Tabla 9). Generalmente, este mecanismo es mas
probable que ocurra a concentraciones altas de los CPPs.%?
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Figura 9. Algunos mecanimos especificos de translocacién directa de los CPPs. A. Formacién de
micela invertida, B. Formacién de poro, C. Translocacién adaptativa.*2

En los mecanismos de translocacién directa estudiados, no hay evidencia de dafios de la
barrera celular aun a concentraciones altas del CPP. Esto podria deberse a la respuesta
de reparacion de la membrana (Membrane repair response, MRR) que es capaz de
formar vesiculas en segundos para reparar las rupturas generadas durante la entrada
del péptido. Estos mecanismos favorecen la entrada de los CPPs a la célula, asi como su
permanencia en el citosol o el nudcleo. En los procesos de distribucién de fairmacos, las
moléculas que entran a la célula por esta via, pueden evitar ser endocitadas.53

Mas tarde, se demostrd que esta aparente translocacién directa de los CPPs a través de
la membrana celular y la acumulacién en compartimentos celulares, se debia a la
creacion de artefactos durante la fijacién celular mas que a los procesos de
internalizacidon celular independientes de energia y los receptores. Debido a esto, se
realiz6 una re-evaluacién de los mecanismos involucrados en la internalizacién de los
CPPs.40113 T0s resultados de estos estudios realizados con células vivas, aportaron
evidencias de que ademas de los mecanismos independientes de energia como la
translocacion directa, los mecanismos endociticos juegan un rol determinante en la
internalizacidon celular.40
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Mecanismos de
translocacion directa

Caracteristicas

Ejemplos

Formacion de micela
invertida (Figura 9, A)

1. Interaccion de residuos basicos con los fosfolipidos con
carga negativa en la membrana plasmatica.

2. Interaccion de residuos hidrofébicos con el centro de la
membrana plasmatica.

3. Desestabilizacion de la membrana y formacién de la
invaginacidn.

4. Reorganizacién de los lipidos vecinos y fomacién de la
micela invertida, la cual encapsula el péptido en su
interior.

5. Alteracion de la membrana y liberacién del péptido al
interior de la célula.

Penetratina%11

Formaci6n de poro
(Figura 9, B)

1. Interaccidén entre cadenas positivas y grupos fosfato que
conduce a la acumulaciéon de los péptidos en la parte
externa de la membrana.

2. Afinamiento de la bicapa, la atraccion entre cadenas
laterales de la arginina y lisina con los grupos de la capa
distal, formando un poro transitorio a través del cual
ocurre la difusién del péptido.

Tat!15, péptidos
ricos en arginina,
Transportan!16

Traslocacion
adaptativa
(Figura 9, C)

1. Interaccidn entre los grupos guanidinios de los péptidos
y los grupos fosfatos de la membrana celular, a través de la
formacién de puentes de hidrégeno. De esta manera, se
enmascara la carga del péptido, por lo que se atenda la
polaridad y ocurre la difusiéon adaptiva a través de la
membrana. El potencial de la membrana plasmatica
promueve la difusion.

Péptidos ricos en
grupos
guanidinios110.112

Permeabilizacion
semejante a la
electroporacién.

1. La distribucién asimétrica de la carga entre el
compartimento externo produce una tensidén eléctrica
transmembranal. Esto produce la permebilizacién de la
membrana, creando defectos transitorios que permiten la
distribucién del péptido.

Penetratinall?

Penetraciéon por medio
de microdominios o
zonas de nucleacién

1. Las regiones entre los diferentes dominios presentes en
la membrana con defectos en su empaquetado, son
susceptibles a la entrada de los CPPs o actiian como sitios
de nucleacién para la formacién de poro.

Péptidos ricos en
arginina (R9)5¢

Tabla 9. Mecanimos especificos de translocacion directa de los CPPs.42

1.1.2.3 Endocitosis de los CPPs.

Estudios recientes han demostrado que los CPPs atraviesan las barreras bioldgicas
mediante endocitosis, aunque la mayoria de las moléculas que internalizan en las células
prefieran el mecanismo de translocacién directa.2> CPPs como el Tat, la penetratina y

aquellos ricos en arginina, entran a la célula por procesos endociticos dependientes de
energfa. 104118,119,120,121

La endocitosis consta de dos pasos: la entrada endocitica y el escape endosomal;
ademas, es un proceso natural que permite la entrada celular de diferentes tipos de
moléculas, las cuales son transportadas a través de vesiculas generadas por la
membrana celular.108113 Este proceso es fundamental en el desarrollo de la respuesta
inmune, la neurotransmisidn, la comunicacion intercelular, la transduccién de sefiales y
la homeostasis del organismo.122
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La entrada de los CPPs a la célula via endocitica puede ocurrir a través de tres
mecanismos, principalmente (Figura 10): la macropinocitosis,104123.124 ]3 endocitosis
mediada por clatrina (EMCI)104125 y ]a endocitosis mediada por caveola (EMCa).122126,127

r p

Endocitosis

Macropinocitosis

Citoplasma
&

Dependiente de clatrina
Mediada por caveola
Independiente de caveola/clatrina

G

y ; : Niicleo
Mitocondria
4 ////‘4‘ Y,

Péptido (CPP)
Membrana celular

Figura 10. Mecanismos endociticos de los CPPs.25

Factores como la presencia de una molécula a transportar por el CPP y el tipo de tejidos
o células utilizadas, pueden definir los mecanismos de entrada a la célula. Estudios
realizados bajo diferentes condiciones, utilizando el péptido Tat como CPP, mostraron
que este péptido fue capaz de atravesar la membrana celular mediante endocitosis
mediada por clatrina,'25 endocitosis mediada por caveola,2¢6 macropinocitosis o la
combinacion entre ellas.121

i) Macropinocitosis de los CPPs.

La macropinocitosis (Figura 10) involucra la remodelacién de grandes extensiones de la
membrana plasmatica a través de cambios en el citoesqueleto de actina, lo que culmina
con la internalizacién de fluido en grandes vacuolas mayores de 1 um, que se denominan
micropinosomas.1?8 Este mecanismo ha sido propuesto para explicar la entrada a la
célula de algunos CPPs.129.130 Se ha demostrado que estd implicado en la entrada de
poliargininas y también en la internalizacién de penetratina, aunque este ultimo CPP en
menor proporcion.#2 Kaplan y cols.12? mostraron que el péptido Tat fusionado a
proteinas (30 000 Da) y el péptido Tat (1000-5000 Da), entran a la célula mediante este
mecanismo. Los péptidos catidnicos derivados del dominio de transduccién proteica,
requieren una carga neta especifica para iniciar la macropinocitosis, aunque los detalles
del mecanismo no han sido elucidados hasta la fecha.12?
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ii) Endocitosis mediada por clatrina (EMCI) de los CPPs.

La EMCI involucra la concentracion de receptores transmembranales con alta afinidad y
su union a ligandos en las invaginaciones recubiertas de clatrina en la membrana
plasmatica. Estas invaginaciones forman las vesiculas, que son encapsuladas por una
cubierta de clatrina y transportan los complejos ligando-receptor al interior de la célula
(Figura 10). La clatrina es una proteina oligdmerica que esta formada por tres cadenas
pesadas y tres ligeras que forman trisqueliones, los cuales se ensamblan como una red
poliédrica en la cara citoplasmatica de la membrana. Esta via esta implicada en la
entrada continua de nutrientes esenciales (hierro y colesterol), la comunicacion
intracelular, la homeostasis celular, etc.122

El mecanismo EMCI esta implicado en la entrada a la célula del Tat y de la penetratina y
otros CPPs, asociado al efecto de inhibicion en medios hiperosmolares.#2131 Richard y
cols.125 encontraron que la entrada de Tat a diferentes células primarias es dependiente
de la temperatura y del trifosfato de adenosina (ATP), indicando la via endocitica como
mecanismo de entrada a la célula. Estudios de los efectos de inhibidores especificos,
determinaron que el Tat no conjugado entra fundamentalmente por EMCI y que el
mecanismo EMCa no interviene en la internalizacion. Estudios llevados a cabo utilizando
liposomas y liposomas funcionalizados con Tat, mostraron que estos conjugados entran
al citoplasma principalmente mediante endositosis mediada por clatrina dependiente de
colesterol.132

iii) Endocitosis mediada por caveola y/o lipidos (EMCa).

La caveola esta constituida por microdominios ricos en colesterol, esfingolipidos de la
membrana plasmatical??2 y estd directamente implicada en una de las vias de
endocitosis. Los ligandos previamente asociados a la membrana celular son atrapados
por la caveola, la cual forma vesiculas que internalizan el ligando y se conocen como
caveosomas (Figura 10).130 Por otra parte, este mecanismo mediado por lipidos, se basa
en un microdominio de la membrana plasmatica, cuya fluidez es mucho menor a la de su
entorno y como la anterior, estos microdominios se encuentran enriquecidos en
colesterol, fosfolipidos saturados y proteinas de membrana.

Los complejos rodamina-Tat y GFP-Tat (GFP, Green fluorescen protein) colocalizan con
la toxina del célera, la cual se reconoce como una entidad que penetra a la célula por esta
via.126127 [,0s CPPs anfipaticos ricos en prolina, se internalizaron via caveola o mediada
por lipidos, por lo que evitan la ruta degradativa, constituyendo una ventaja para la
distribucién intracelular de ligandos sensibles frente a proteasas y nucleasas.®?

La distincién entre los mecanismos endociticos involucrados en la distribuciéon de

diferentes entidades en la célula, ha sido posible por el empleo de inhibidores quimicos
de endocitosis y la deteccion de la colocalizacion de los péptidos con marcadores.
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1.1.3 Técnicas utilizadas en la determinacion de la distribucion de los CPPs en las
células y de los mecanismos de internalizacioén.

Los mecanismos de internalizacion, asi como la distribucion y la cuantificacién de los
CPPs en las células, han sido estudiados utilizando varios métodos biolégicos y
biofisicos. Cada método presenta debilidades, por lo que la utilizacién de la combinacion
de varias metodologias, aporta un mejor entendimiento de los procesos relacionados
con la translocacion de los CPPs.42

1.1.3.1 Protocolos basados en fluorescencia.

Los protocolos basados en fluorescencia son los mas utilizados en este campo. Los
péptidos se conjugan a fluoré6foros y se lleva a cabo la cuantificacién indirecta mediante
la determinacion de la fluorescencia (fluorimetria) de las células tratadas, mientras la
microscopia confocal permite localizar el CPP en las células vivas.#2

La entrada de los péptidos, no siempre se correlaciona con su biodisponibilidad, por eso
hay que tener cuidado en la interpretacion de los resultados. Ademas, los CPPs
cationicos se pueden unir a la parte externa de la membrana celular y generar falsos
positivos, debido a que los andlisis de fluorescencia no distinguen entre el CPP
internalizado y aquel que se mantiene unido a la superficie de la membrana. Para
solucionar este problema, se han utilizado protocolos que tienen la finalidad de reducir
la sefial fluorescente de los CPPs en la superficie celular, utilizando tripsina para
remover el CPP presente en la superficie de la membrana y de esta manera extinguir la
fluorescencia de los fluoréforos de la superficie.#299.113

Otro método utilizado para cuantificar la entrada de los CPPs marcados con un
fluoréforo, es la clasificacion de células asistida por fluorescencia (Fluorescence -assisted
cell sorting, FACS), empleando un citometro que determina la intensidad de la
fluorescencia y mide la cantidad de células que contienen el CPP. Sin embargo, esta
técnica tampoco discrimina entre la fluorescencia translocada y la superficial, por lo que
se utiliza en combinacién con las técnicas antes mencionadas.?®

Por otra parte, los experimentos de microscopia confocal con células vivas son capaces
de monitorear la localizacion intracelular de los CPPs o de las moléculas que ellos
transportan, en el interior de la célula. Con este método se podria discriminar entre los
péptidos internalizados y el que se encuentra en la superficie extracelular. Las
limitaciones de esta técnica se asocian con los problemas estadisticos (debido al niimero
pequefio de células monitoreadas), costos y la experiencia necesaria para llevar a cabo
estos experimentos.”® Teniendo en cuenta las imagenes generadas utilizando esta
técnica, se ha propuesto que la coloracién punteada observada en las células se debe a
endocitosis y que la coloracién citosdlica difusa estd relacionada con la entrada no
endosomal. Otros estudios sugieren que la coloracion citosdlica difusa no puede ser
debida solamente al escape de los endosomas sino que esta ocurre mas rapidamente que
la fluorescencia endosomal punteada.110.133
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1.1.3.2 Métodos para estudiar los mecanismos moleculares de entrada celular:
inhibidores quimicos de endocitosis.

Existen diferentes métodos experimentales para investigar cualitativamente el
mecanismo de entrada celular, basados en la inhibicién de una o mas vias de entrada.
Otro de los métodos para determinar el mecanismo, inhibe todas las vias dependientes
de energia al incubar las células con el péptido a 4°C y de esta manera, conocer su
implicacion o no en procesos endociticos.??

Como mencionamos anteriormente, los inhibidores especificos de endocitosis se utilizan
con frecuencia para determinar el mecanismo de entrada de los CPPs (Tabla 10).

Mecanismo Inhibidor Funcién
inhibido
Mediada por Clorpromazina Previene el reciclaje de la clatrina

clatrina (EMCI) Impide el ensamblaje de la proteina
adaptadora 2 y la clatrina, lo cual es
necesario para formacion de las vesiculas

recubiertas de clatrina.

Solucioén hipertdnica
de sacarosa
Wortmanina

Previene el ensamblaje de 1a malla de clatrina

Inhibidor de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI-3K)

Mediada por Filipina III Secuestra el colesterol de la membrana
caveola (EMCa) Ciclodextrina plasmatica.
Nistatina
Macropinocitosis ~ Amiloride Inhibe intercambiadores
Na+ /H+.
Citocalasina D Inhibe la elongacién de la actina F.
Wortmanina Inhibidor de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI-3K).
Otros Maleimida Bloquea los grupos tiol de la membrana
plasmatica
NH.C1 Inhibidor de la acidificacién de las vesiculas
Cloroquina endociticas.
Bases débiles que incrementan el pH de los
organelos que normalmente poseen pH acido
incluyendo las vesiculas endociticas,
lisosomas.
Nocodazole Agente que causa la despolimerizacion de los
microtubulos.
Colchicina Disgrega los microtiubulos, inhibidor
mitotico.
Taxol Inhibidor mitético.

Tabla 10. Inhibidores quimicos de endocitosis.

Los inhibidores quimicos de endocitosis son entidades con mecanismos endociticos de
entrada celular conocidos. Estos métodos pueden presentar efectos secundarios como la
baja especificidad, elevada dependencia de las lineas celulares utilizadas y en ocasiones,
disminucién de la viabilidad celular. La inhibicién de una via puede inducir la entrada a
través de otro mecanismo, que en condiciones normales es inactivo, por lo que los
resultados obtenidos deben ser interpretados con cuidado.134135
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Adicionalmente, otros estudios de mecanismos de entrada se basan en la colocalizacion
(microscopia confocal) con marcadores endociticos, como por ejemplo el LysoTracker
red, que es un compuestos que emite luz roja en condiciones acidas y se puede utilizar
para colocalizar los CPPs con los lisosomas.?? Otros compuestos que se utilizan con esta
finalidad incluyen la transferrina, la toxina del célera, la rodamina-dextrano, entre
otros.110

La colocalizacién representa la co-compartimentacion de moléculas especificas, lo cual
significa que existe superposicion espacial entre estas moléculas. La existencia de este
solapamiento, puede ser simplemente determinada mediante la inspeccién visual de la
combinacion de canales o por medio de la cuantificiéon de colocalizacién a través de un
coeficiente.136

La cuantificacidon de colocalizacion entre dos canales fluorescentes se puede realizar a
través de:

1. Co-ocurrencia: método que considera la presencia de ambos fluoréforos en
pixeles individuales.La co-ocurrencia de fluoréforos refleja similaridades fisico-
quimicas entre dos moléculas fluorescentes. Este pardmetro puede ser
cuantificado mediante la expresion del nimero de pixeles solapados como una
fraccion del nimero total, o utilizando los coeficientes de Manders, que separan
cada fluoréforo, para registrar la fluorescencia total que co-ocurre."*’

2. Correlacion: método que examina la relacion entre intensidades de fluorescencia.
La correlacion refleja una interaccion molecular directa o indirecta, con otra
molécula o con un subdominio de un compartimento celular. Una correlacion
entre dos fluor6foros probablemente podria tener mas significancia biolégica
que la co-ocurrencia, aunque cualquier cambio en la colocalizacién puede estar
relacionado con las condiciones experimentales utilizadas. La cuantificacion se
realiza utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson.137

Como mencionamos anteriormente, los coeficientes de Manders y el coeficiente de
correlacion de Pearson (CCP) se utilizan para cuantificar el grado de colocalizacidn.
Ambos presentan ventajas y desventajas (Tabla 11). Los valores de colocalizacién que se
pueden obtener varian segun el coeficiente. Para los coeficientes de Manders (M1 y M2),
el rango de valores es 0-1, mientras que el coeficiente de correlacién de Pearson es -1-
+1.
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Coeficiente de Pearson

Coeficientes de Manders

Describe como se relacionan el canal verde y el
canal rojo por medio de una ecuacion lineal.

Buen indicador de la proporcién de la sefial verde
que coincide con la sefial roja, en relaciéon a su
intensidad total, independiente de que las
intensidades de las dos sefiales sean distintas
entre si.

Ventajas:
No depende del fondo y es independiente del
brillo de la imagen.

Ventajas:

No es sensible a la intensidad de pixeles solapados
y es mas facil de interpretar que el coeficiente de
Pearson.

Desventajas:

Sensible a las diferencias de intensidad.

Pobre discriminacion entre colocalizacién parcial
y exclusion, sobretodo en presencia de ruido.

Desventajas:

Sensible al fondo, este debe de llevarse a 0.

No distingue entre colocalizacién parcial o
completa.

Sensible a la distribuciéon heterogénea de la
colocalizacién en distintas zonas de la muestra.
No es facil de interpretar. Los valores negativos
son dificiles de interpretar cuando el grado de
solapamiento es una cantidad a medir.

Tabla 11. Ventajas y desventajas de los coeficientes de Manders y el coeficiente de correlacién
de Pearson.137.138

La bibliografia consultada, evidencia la importancia que en los ultimos afios ha
adquirido la busqueda de CPPs, para su utilizaciéon en conjugados de importancia
terapéutica frente a diferentes blancos moleculares. Una gran parte de las
investigaciones realizadas, se han enfocado en la bisqueda de nuevos CPPs de caracter
anfipatico, enriquecidos en prolina, obtenidos a partir tanto del aminoacido natural
como de prolinas miméticas, los cuales han mostrado atractivas propiedades. A pesar de
todo el trabajo realizado, continia el constante desarrollo de metodologias que
permitan tanto la cuantificacion como la determinacién de los mecanismos de entrada a
la célula de estos compuestos, utilizando diferentes lineas celulares. Este capitulo, tiene
como objetivo general el estudio de la capacidad de entrada en células HeLa de una
pequena biblioteca de y-péptidos, asi como la determinacién de los mecanismos de
entrada de estos compuestos bajo nuestras condiciones experimentales.
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Objetivos

Evaluar la capacidad de nueve péptidos miméticos (y-péptidos) de atravesar la
membrana citoplasmatica de células HeLa durante 2 y 24 h mediante citometria de
flujo.

Estudiar la distribucién y localizacién intracelular de tres y-péptidos representativos
de la familia, incubados con células HeLa vivas y no fijadas y en presencia de
marcadores especificos para diferentes organelos, mediante microscopia confocal.

Evaluar el efecto de inhibidores de endocitosis en la entrada de estos tres y-péptidos
a través la membrana citoplasmatica de las células HeLa durante 2 y 24 h mediante

citometria de flujo.

Evaluar la capacidad de entrada de los tres y-péptidos en células MAEC (cultivo
primario) mediante microscopia confocal.
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1.2 Resultados.

Desde hace algunos afios, nuestro grupo de investigacion trabaja en el disefio y la
sintesis de y-péptidos como CPPs. Con anterioridad, una biblioteca de 106 y-péptidos fue
disefiada, sintetizada y estos compuestos se evaluaron como potenciales CPPs frente a
diferentes lineas celulares mostrando resultados promisorios.5? Como continuidad de la
tematica, se selecciondé una pequeina quimioteca de 11 compuestos (Tabla 12) y se
profundizé en el estudio de los mecanismos de entrada de tres de estos y-péptidos (CF-
Gp-4, CF-Gp-7 y CF-GP-10), previamente sintetizados y seleccionados, en base a los
resultados preliminares alcanzados.

1.2.1 Capacidad de atravesar la membrana celular de nueve y-péptidos en células
HeLa.

Se estudié la capacidad de atravesar la membrana celular en células HelLa de 9 y-
péptidos, seleccionados previamente en estudios anteriores.>® Para ello se utilizaron
péptidos que tenian carboxifluoresceina (CF) en el extremo N-terminal (CF-Gp-1, CF-
Gp-2, CF-Gp-4, CF-Gp-5, CF-Gp-6, CF-Gp-7, CF-Gp-8, CF-Gp-10, CF-Gp-11) y se
incubaron con las células durante 2 y 24 h. Transcurrido este tiempo se determind la
intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo (Figura 11). Se utilizé como
control positivo el péptido CF-Tat (49-57) (CF-RKKRRQRRR-NH;) derivado del
transactivador de la transcripciéon del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Todos los experimentos se realizaron por triplicado (Figura 11).

A 120 B. 600

idad de la fl

Intensidad de fluorescencia

- = -+ (7] b L -] =] - - $
% % % -8 = % & b - =
] [ ] ] [0 & T}
=] =B =] S dJ =] & ol
y-Péptidos (25uM) f-Péptidos (25uM)

Figura 11. Cuantificaciéon fluorimétrica de la capacidad de atravesar la membrana celular de 9
v-péptidos (CF-Gp-1, CF-Gp-2, CF-Gp-4, CF-Gp-5, CF-Gp-6, CF-Gp-7, CF-Gp-8, CF-Gp-10, CF-
Gp-11), el control positivo (péptido Tat) y el control negativo (CF) incubados con la linea celular
HeLa durante 2 h (A) y 24 h(B). Concentraciéon final de los péptidos 25 uM. Todos los datos
fueron normalizados asumiendo que el CF-Tat tiene un valor de 100. Las barras representan la
desviacion estandar (SD) del valor medio de tres experimentos independientes. Prueba Tukey
con una p <0.05 (*).
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Estructura quimica

Nomenclatura

CF-Gp-1

CF-Gp-2

CF-Gp-3°

CF-Gp-4

CF-Gp-5

CF-Gp-6

CF-Gp-7

CF-Gp-8

CF-Gp-9°
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Tabla 12. Nomenclatura y estructuras quimicas de los y-péptidos utilizados en este trabajo.
“Estos péptidos se utilizaron en estudios relacionados con el Capitulo 3.

Los resultados mostraron que a las 2 h, el péptido CF-Gp-7 present6 un comportamiento
similar al control positivo (CF-Tat), siendo el mas eficiente en atravesar la membrana
celular en este tiempo, en comparaciéon a los demas péptidos probados. Ademas, en
experimentos donde se estudid el efecto del tiempo de incubacién en la capacidad de
entrada en las células, se observé que al incrementar el tiempo de incubacién a 24 h, 5
péptidos mostraron una capacidad de entrada en las células HeLa mayor que el control.
A las 24 h, los CF-Gp-5 y CF-Gp-7 mostraron los mayores valores de intensidad de
fluorescencia (Figura 11). Este comportamiento puede estar relacionada con el tiempo
de exposicién y con la resistencia a la degradacién enzimatica de estos péptidos.

1.2.2 Localizacién intracelular de los y-péptidos en células HeLa.

Con el fin de estudiar la localizacion intracelular en células HelLa, se seleccionaron 3
péptidos (CF-Gp-4, CF-Gp-7, CF-Gp-10), teniendo en cuenta sus diferencias
estructurales y su capacidad de atravesar la membrana celular. El péptido CF-Gp-7 es un
péptido con a@-aminas cuaternarias funcionalizadas con grupos metilo y cadenas
hidrofébicas (grupos etilbenceno e isopentano). El péptido CF-Gp-4 es un péptido que
alterna sus cadenas laterales en hidrofébicas (grupo etilbenceno) e hidrofilicas (grupo
guanidinio) y el péptido CF-Gp-10 con todas sus cadenas laterales ricas en grupos
guanidinios. El péptido CF-Tat se continu6 utilizando como control positivo de este
experimento (Figura 12, parte I).

Los experimentos de microscopia confocal se realizaron con células HeLa vivas y no
fijadas, que se incubaron con los péptidos seleccionados durante 2 h. Se utilizé esta
metodologia, ya que anteriormente se habia demostrado que la fijacion de las células
podia generar artefactos experimentales que dificultaban la interpretacion de los
resultados.113139 Se hicieron experimentos de colocalizacién celular con marcadores
especificos de distintos organelos como citoplasma (Cell Tracker), mitocondrias
(MitoTracker), lisosomas y endosomas tardios (LysoTracker), el aparato de Golgi
(BODIPY-TR) y el reticulo endoplasmatico(ER-Tracker Red).

Los experimentos con células vivas con el marcador citoplasmatico (Cell Tracker),
demostraron que los péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10 se localizaron en el
citoplasma de la célula en las vesiculas y no se encontraron unidos a la membrana
nuclear ni al nucleo (Figura 12, parte II). Este comportamiento, es consistente con
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resultados anteriores que encontraron que otros miembros de esta familia de
Y-péptidos presentan una distribucion vesicular, avalando la hipétesis de una entrada
celular por via endocitica principalmente.*?

A. CF-y-péptidos seleccionados
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Figura 12. I. Estructura quimica de los y—péptidos conjugados con carboxifluoresceina (CF-Gp, verde)(A).
y el control positivo (CF-Tat) (B). II. Imagenes 3D de las células HeLa incubadas con tres y—péptidos (CF-
Gp-4, CF-Gp-7, CF-Gp-10) y el péptido CF-Tat. El citoplasma esta marcado con Cell Tracker (rojo).

Los experimentos de colocalizacion con el MitoTracker demostraron que los y-péptidos
CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10 no tuvieron la capacidad de atravesar la membrana
mitocondrial. Esto se confirmé con los datos obtenidos del coeficiente de Pearson, los
cuales fueron bajos, entre 0.07 y 0.14 para todos los péptidos analizados, incluyendo el
control CF-Tat. También el coeficiente M2 demostré que menos del 11.6 % de la sefial
verde correspondiente a los péptidos solapa con la sefial roja (MitoTracker) (Figura 13,
A).

Por otra parte, las imagenes obtenidas de las células HeLa incubadas con los y~péptidos
y los marcadores del aparato de Golgi (BODIPY-TR) y del reticulo endoplasmatico (ER-
Tracker), demuestran que la colocalizaciéon es muy poca (Figura 13, B y C). Asi mismo el
coeficiente M2 obtenido para reticulo endoplasmatico indica que por debajo del 15 %
de la senal verde solapa con la sefial roja. En el caso del aparato de Golgi, entre el 4.9 %
y el 10 % de volumen de la sefial verde solapa con la sefial de dicho marcador.
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CF-Gp-7 MitoTracker Imagen superpuesta

M2: 0,09

BODIPY-TR

M2Z: 0,04

ER-Tracker

Figura 13. Imégenes de microscopia confocal de células HeLa incubadas con el y—péptido CF-
Gp-7 (verde). A. Las mitocondrias estan marcados con MitoTracker (rojo). B. El aparato de Golgi
estd marcado con BODIPY-TR (rojo). C. El reticulo endoplasmatico esta marcado con ER-Tracker
(rojo). En estas imagenes no hay colocalizacion entre los péptidos y cada uno de los marcadores
empleados. M: indice de colocalizacién de Manders calculado para 30 imagenes.

Los experimentos de colocalizaciéon con el marcador LysoTracker, demostraron que los
v—péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10 colocalizan con este, indicando que podrian
encontrarse cerca o unidos a la membrana lisosomal, o en la parte interna de este
organulo (Figura 14). Los datos obtenidos al realizar la estimaciéon del coeficiente de
Pearson confirmaron estos resultados, mostrando valores entre 0.48-0.57 para los
»-péptidos y 0.60 para el control CF-Tat. También se estim¢ el coeficiente de Manders
(M2) y su interpretacion demostré que entre el 46% y el 52% de la sefal del verde
correspondiente a los p~péptidos, solapan con la sefial roja del marcador lisosomal,
reforzando la idea de que el mecanismo principal de entrada de estos péptidos es la via
endocitica.
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Péptidos LysoTracker Imagen superpuesta

Figura 14 Imdagenes de microscopia confocal de células HeLa incubadas con tres y—péptidos
(verde): A. CF-Gp-4, B. CF-Gp-7, C. CF-Gp-10 y control positivo, D. CF-Tat (verde). Los lisosomas
estdn marcados con LysoTracker (rojo). Estas imagenes muestran colocalizacién entre los
péptidos y los lisosomas (amarrillo). M: indice de colocalizacién Manders calculado para 30
imagenes.

Adicionalmente, se utilizd el microscopio confocal invertido Zeiss Axiovert 200M
asociado al sistema Spinning Disk para registrar una serie de videos de las trayectorias
de los y-péptidos internalizados en las células HeLa. Para el caso del CF-Gp-10, se
observé que luego de que estos compuestos se unieran al lisosoma, se detectaron
movimientos conjuntos entre la particula verde y la roja, pero so6lo por corto tiempo (22
segundos). Estos ensayos constituyeron otra evidencia de la interaccién existente entre
los péptidos y el lisosoma o endosoma tardio (Figura 15).
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Este mismo experimento para los y-péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-7, mostraron un
comportamiento similar al observado para CF-Gp-10, aunque los tiempos de deteccion
del movimiento entre las particulas rojas y verdes fueron mucho menores. Esto podria
estar relacionado con la extincion de la fluorescencia durante el tiempo de exposicion.

9s 15s 22s

Figura 15. Imagenes secuenciales de microscopia confocal de células HelLa incubadas con el
péptido CF-Gp-10 (verde), que muestran la trayectoria de un evento en el cual el péptido se une
a los lisosomas. Los lisosomas estan marcados con LysoTracker (rojo).

Estudios realizados han demostrado que la interaccidn de las particulas con las células
estd influenciada por el tamafio de la particula, la forma y la superficie quimica.14? Por
esta razon, se cuantifico la distribucion de las particulas fluorescentes dentro de la célula
por medio de parametros como el nimero, la agregacion y la esfericidad. La agregacion
de las particulas fluorescentes varié de entre 0.01 y 0.55 um3 y practicamente todas
mostraron una tendencia a formar las esferas tipicas observadas en estudios similares
de los procesos de internalizacién endocitica. Ademas, fue posible observar algunas
diferencias en los perfiles de distribucién de los péptidos analizados (Tabla 13). Para los
péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-10 el tamafio promedio de las particulas fue practicamente
idéntico (0.15 um3), aunque el patron de distribucién es diferente y el nimero de
particulas es mucho mayor para el CF-Gp-10, siendo este compuesto el que present6 un
mayor nimero de particulas fluorescentes dentro de la célula. Por otra parte, el CF-Gp-7
resulté el de mayor tamafio promedio. El tamafio promedio de las particulas es similar al
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que se produce en la macropinocitosis, aunque no puede excluirse la posibilidad de una
agregacion tardia del péptido luego de su internalizacién.

Numero de Tamafio
-péptidos articulas ) Esfericidad
Pep ﬂlll)orescentes promedio(um?)
CF-Gp-4 78.6 0.1562 0.9216
CF-Gp-7 83.3 0.2394 0.9086
CF-Gp-10 138.3 0.1554 0.9294
CF-Tat 89.5 0.1844 09134

Tabla 13. Analisis de los perfiles de distribucion de las particulas fluorescentes (CF-Gp y CF-
Tat) dentro de la célula.

1.2.3 Efecto de los inhibidores de endocitosis frente a la entrada de ypéptidos en
células HelLa.

Con el objetivo de profundizar un poco mas en los mecanismos de entrada celular mas
relevantes para los tres y-péptidos estudiados, se realizaron experimentos de entrada
celular mediante citometria de flujo y en presencia de inhibidores especificos de
distintos mecanismos endociticos en células HeLa (Figura 16). Los inhibidores utilizados
fueron la cloroquina y el cloruro de amonio (aumentan el pH interno de los organulos
como los endososmas tardios y lisososmas), solucién de sacarosa (afecta el ensamblaje
de las vesiculas recubiertas de clatrina), la amilorida (inhibidor de la macropinocitosis),
la cloropromazina (disocia las vesiculas cubiertas de la clatrina) y la filipina (inhibidor
de caveola).104141-143

Los resultados demostraron que los y-péptidos atraviesan la membrana citoplasmatica
mediante mas de una via endocitica (Figura 16). Por ejemplo, para los péptidos CF-Gp-4
y CF-Gp-10 fue posible determinar al menos dos mecanismos de entrada, la
macropinocitosis y la via clatrina. El péptido CF-Gp-7 ademads de internalizarse por estos
mecanismos, también entr6 por la via caveola. Los resultados obtenidos en presencia de
amilorida, avalan la internalizacion celular de todos estos compuestos principalmente
mediante macropinocitosis.

Los resultados de todos los experimentos, demuestran que todos los 7y-péptidos
probados internalizan en células HeLa mediante procesos endociticos y
macropinocitosis, principalmente; localizandose una parte en los lisosomas. Estos
resultados, nos impulsaron a estudiar el potencial de estos compuestos como
transportadores de farmacos, determinando su capacidad de internalizar en un cultivo
primario de células MAEC, las cuales constituyen el modelo in vitro para estudiar la
enfermedad de Fabry. Esta parte de la investigacion se realiz6é en colaboracién con la
Dra. Abasolo en el Hospital de Vall d'Hebrén (CIBBIM-Nanomedicina). Para ello, se
utilizaron células endoteliales de aorta de ratén MAEC KO (IA11-145K0, 2,8 meses).
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Figura 16. Efecto de los inhibidores de endocitosis en la entrada de tres y-péptidos y el péptido
CF-Tat en células HeLa. Concentracion final de los péptidos 25uM. Todos los datos fueron
normalizados asumiendo que cada uno de los péptidos tiene un valor de 100. Cada experimento
se realiz6 por triplicado. Las barras representan la desviacién estandar (SD) del valor medio de
tres experimentos independientes. La prueba de Tukey se utilizé para comparar las diferencias
de las medias con un p<0.05 (*) y 0.01 ().

1.2.4 Ensayos de internalizacion de los ypéptidos en células MAEC.

La enfermedad de Fabry es una enfermedad de almacenamiento lisosémico hereditaria
derivada de mutaciones en el gen que codifica la enzima a-galactosidasa. Algunos de los
estudios relacionados con esta enfermedad, utilizan las células MAEC como modelo in
vitro celular.?” La utilizacion de cultivos de células primarias como las MAEC,
constituyen un modelo in vitro eficiente en la comparacion de agentes farmacolégicos
empleados en reduccion de glicolipidos (enfermedad de Fabry).%7

Las células MAEC incubadas con soluciones 20 uM de los diferentes compuestos durante
2 h y utilizando 5 UM de LysoTracker como marcador de los lisosomas y endosomas
tardios, fueron analizadas mediante microscopia confocal (Figura 17, 18 y 19). Los
resultados demostraron que los y-péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-10 son capaces de
atravesar la membrana de estas células y colocalizan con los lisosomas (Figura 17 y 18),
mientras que el CF-Gp-7 lo hizo en menor medida (Figura 19). Esta es una primera
aproximacion que evidencia que los y-péptidos guanidilados podrian ser utiles para su
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utilizacién en el transporte de enzimas como la a-galactosidasa, para el tratamiento
mediante terapia sustitutiva de la enfermedad de Fabry.

LysoTracker Imagen superpuesta

Figura 17. Imagenes de microscopia confocal de células MAEC incubada con CF-Gp4 (vérde).
Los lisosomas estan marcados con LysoTracker (rojo). Estas imagenes muestran colocalizacion
lisosomal de este péptido (amarillo).

LysoTracker CF-Gp-10 Imagen superpuesta

Figura 18. Imagenes de microscopia confocal de células MAEC incubada con CF-Gp-10 (verde).
Los lisosomas estan marcados con LysoTracker (rojo). Estas imagenes muestran colocalizacion
lisosomal de este péptido (amarillo).
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LysoTracker Imagen superpuesta

Figura 19. Imagenes de microscopia confocal de células MAEC incubada con CF-Gp-7 (verde).
Los lisosomas estdn marcados con LysoTracker (rojo). Estas imagenes no muestran
colocalizacion de este y—péptido y la sonda fluorescente.

65



1.3 Discusion
1.3.1 ypéptidos (CF-Gp) como CPPs en células HeLa.

La diferencia en la entrada de los y-péptidos estudiados en las células HeLa, alas 2 y 24 h
de incubacién, en relacién con el Tat puede estar relacionada con el tiempo de
exposicion y con la resistencia a la degradacion enzimatica de estos péptidos. A las 2 h,
solo el CF-Gp-7 mostr6 valores de intensidad de fluorescencia similares al control
positivo CF-Tat, mientras que a las 24 h de incubacién, el mismo compuesto (CF-Gp-7) y
ademas el CF-Gp-5 mostraron valores muy superiores al control positivo CF-Tat, y
adicionalmente otros tres y-péptidos estudiados presentaron valores de intensidad de
fluorescencia superiores al control. Este resultado podria estar relacionado con que el
Tat es un o-péptido, caracteristica que lo hace vulnerable a la degradacion frente a
proteasas,*” mientras que nuestros compuestos, debido a sus caracteristicas
estructurales, han demostrado ser mas resistentes a esta degradacion.*?

Que todos los compuestos estudiados entraran en las células HeLa luego de 24 h de
incubacion, esta directamente relacionado con la estructura y las caracteristicas fisico-
quimicas de estos péptidos. Los CF-Gp estudiados son péptidos anfipaticos enriquecidos
en prolina y derivados similares mostraron ser eficientes en la internalizacién celular.6?
El péptido CF-Gp-7 tiene cargas positivas aportadas por sus aminas cuaternarias, que
aportan densidad de carga positiva suficiente para favorecer la entrada celular. Por otra
parte, la hidrofobicidad de las cadenas laterales de este péptido, también se considera
otra de las caracteristicas importantes en los procesos de translocacién, en la
interaccion con la parte lipidica de las membranas.144

1.3.2 Localizacién intracelular de los ypéptidos (CF-Gp) en células HeLa.

Los experimentos realizados con células vivas, utilizando el marcador citoplasmatico
(Cell Tracker), demostraron que los péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10 se localizan
en el citoplasma de la célula en forma de vesiculas y no se encuentran unidos a la
membrana nuclear ni al nacleo (Figura 12, parte II) evidenciando una entrada celular
mediada principalmente por via endocitica.*? Estudios realizados anteriormente, apoyan
la idea de que la endocitosis es una de las principales vias que permiten la
internalizacion del Taty de péptidos ricos en argininas (R9).113

Los marcadores utilizados nos permitieron determinar tanto la distribucién, como una
primera aproximacién a los posibles mecanismos de entrada celular. De todos los
marcadores utilizados, solo se observd colocalizacion entre los cuatro péptidos
analizados y el LysoTracker, indicando la presencia de estos compuestos en los
lisosomas o en los endosomas tardios. Aunque también fue posible observar parte de los
v-péptidos que no colocalizaron con este organelo en el interior de la célula, resultado
que puede deberse a varias razones. La primera es que una parte de los péptidos hayan
preferido entrar via macropinocitosis, en otros estudios se ha encontrado que los
macropinosomas a pesar de que su pH interior disminuye, no se fusionan con los
lisosomas para degradar su contenido.122 La segunda explicaciéon podria ser que los
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péptidos se encuentren en endosomas tempranos, los cuales no estan marcados por el
LysoTracker.

El hecho de que ninguno de estos compuestos colocalizaran con los otros marcadores
utilizados, evidencian que en ningin caso estos péptidos atravesaron la membrana
mitocondrial (Resultados del MytoTracker), ni se localizaron en el aparato de Golgi
(Resultados del BODIPY-TR) o en el reticulo endoplasmatico (Resultados del ER-
Tracker) (Figuras 13y 14).

Las trayectorias determinadas en el microscopio confocal invertido Zeiss Axiovert 200M
para los tres y-péptidos (CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10), confirmaron la interaccién de
estos con los lisosomas o endosomas tardios (Figura 15).

Por otra parte, los perfiles de distribucién obtenidos en este estudio (Tabla 13) avalaron
la posible entrada de estos 7y-péptidos via endocitica. El nimero de particulas
fluorescentes detectadas para dos de estos compuestos (CF-Gp-4 y CF-Gp-10) fue muy
similar a la determinada para el CF-Tat, mientras que el CF-Gp-10 resulté muy superior.
Ademas, todos mostraron un tamafio promedio entre 0.15-0.18 um3, excepto el CF-Gp-7
que result6 superior (0.24 um3). Estos resultados, estan estrechamente relacionados con
las estructuras quimicas de estos compuestos y sus propiedades fisico-quimicas. La
combinacién entre las cadenas hidrofébicas y las cargas positivas de las aminas
cuaternarias presentes en el CF-Gp-7, favorecen las interacciones no covalentes como
las Van der Waals, puentes de hidrégeno, asi como interacciones electrostaticas que
favorecen la mayor agregacion de este compuesto, en comparacion con el resto de los y-
péptidos y el CF-Tat. En cuanto al resultado del ndmero de particulas, el CF-Gp-10
presenta seis residuos guanidilados, superiores en tamafio a las cadenas laterales
presentes en los otros y-péptidos analizados y a pesar de las interacciones no covalentes
presentes, no son suficientes para favorecer su agregacidon, dando lugar a sefales
esféricas mas pequenas y en mayor cantidad. Aunque los resultados reafirman la via
endocitica como posible mecanismo de entrada, no podemos considerarlos
concluyentes, teniendo en cuenta estudios anteriores, que demostraron que en las
células HeLa internalizan rdpidamente particulas no esféricas con dimensiones hasta de
3 um.140 E] tamafio de las particulas, nos permite descartar la via endocitica mediada por
caveola, debido a que todas presentaron tamafios superiores a los 0.060 pm
determinados para las invaginaciones generadas en este mecanismo.128 Cualquiera de
los otros mecanismos conocidos son probables, teniendo en cuenta que los tamafios
determinados para nuestras particulas fluorescentes se encuentran en el rango de los
valores determinados en estudios similares para los liposomas y las vesiculas
recubiertas de clatrina.128

1.3.3 Efecto de los inhibidores de endocitosis frente a la entrada de los ypéptidos.

Los inhibidores especificos de entrada endocitica mediada por clatrina (sacarosa y
clorpromazina), asi como el inhibidor de macropinocitosis (amilorida) y el de la via
mediada por caveola (filipina III), disminuyeron significativamente la entrada en las
células HeLa del péptido CF-Tat, corroborando que bajo nuestras condiciones, la
internalizacion de este péptido ocurre via endocitica mediante varios mecanismos
(Figura 16). Similar comportamiento ha sido mostrado en estudios de internalizacion
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del Tat y otros péptidos ricos en argininas en células HeLa en presencia de inhibidores
de endocitosis.113123128131 A diferencia de nuestros resultados, otros estudios
encontraron que el inhibidor filipina IIl no present6 un efecto significativo en la
internalizacion del péptido Tat marcado con Alexa fldor 488 en células HeLa.125 Este
comportamiento diferente pudiera estar relacionado con las condiciones utilizadas en
cada estudio, asi como con la diferencia estructural entre ambos compuestos, en base a
los diferentes fluoréforos utilizados en cada caso (CF o Alexa fluor 488).10.145 Por otra
parte, estudios recientes han demostrado que la endocitosis via caveola juega un papel
importante en la internalizacion de particulas pequeias en células HeLa.143

El y-péptido CF-Gp-7 mostré un comportamiento similar al del CF-Tat. Tanto el
inhibidor especifico del mecanismo de entrada endocitica mediada por clatrina
(clorpromazina), asi como la amilorida (inhibidor especifico de la macropinocitosis) y la
filipina (inhibidor especifico de la endocitosis via caveola) disminuyeron
significativamente la entrada a la célula de este compuesto (Figura 16). Al utilizar la
sacarosa como inhibidor, la cual se conoce por prevenir el ensamblaje de las
invaginaciones cubiertas de clatrina, se observé la disminuciéon en la entrada del CF-Gp-
7. La disminucién significativa del CF-Tat y el CF-Gp-7, al utilizar filipina como
inhibidor, demostré que una parte de estos péptidos utilizan esta via dependiente del
colesterol. El secuestro del colesterol en la membrana por la filipina o la reduccién de
colesterol intracelular, causa que la cubierta de caveolina se desensamble hasta
desaparecer la caveola invaginada, debido a que la caveolina 1 es una proteina de uniéon
al colesterol y estabiliza los oligdmeros de caveolina 1.146

A diferencia de los dos compuestos anteriormente analizados (CF-Tat y CF-Gp-7), para
los péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-10, el inhibidor especifico de la endocitosis via caveola
(filipina) no tuvo un efecto significativo en la entrada de estos compuestos a la célula,
descartando que la internalizacién de estos compuestos ocurra via endocitica mediada
por caveola. El inhibidor especifico de la endocitosis via clatrina (clorpromazina),
disminuy6 significativamente la entrada de estos dos péptidos a la célula, soportando
que la via de internalizacidon de estos compuestos involucra la endocitosis via clatrina.
Ademas, la influencia de la amilorida en la entrada del CF-Gp-4, nos permite concluir
que la macropinocitosis es otro mecanismo de internalizacién celular usado por este
péptido. Para el CF-Gp-10, la influencia de este inhibidor (amilorida) no result6
definitiva, mientras que la sacarosa, el otro inhibidor especifico de la via clatrina
utilizado, disminuyé significativamente la entrada celular de este compuesto,
reafirmando en este caso, la internalizacion de CF-Gp-10 a través del mecanismo
endocitico mediado por clatrina (Figura 16).

1.3.4 Internalizacién de ypéptidos en células MAEC

Como mencionamos anteriormente, al incubar los y-péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-
Gp-10 con un cultivo primario de células MAEC y en presencia de LysoTracker como
marcador lisosomal, los tres internalizaron en las células, siendo el CF-Gp-10 el que
presenté un mayor grado de internalizacién, seguido por el CF-Gp-4, mientras CF-Gp-7
lo hizo en menor medida y los y-péptidos guanidilados colocalizaron con los lisosomas.
(Figura 17,18y 19).
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Este resultado indica que para este cultivo primario, resulta mas importante la presencia
de grupos guanidinios en la estructura de los CPPs que otras caracteristicas
estructurales. E1 CF-Gp-10 y CF-Gp-4 presentan seis y tres residuos guanidinios en las
cadenas laterales, respectivamente; mientras que el CF-Gp-7 es una molécula catidnica
pero sin residuos guanidinios. Este resultado se debe a que los grupos guanidinios
presentes en las cadenas laterales de CF-Gp-4 y CF-Gp-10 son capaces de formar
puentes de hidrégeno bidentados con los grupos fosfato, sulfato y carboxilato cargados
negativamente presentes en la superficie celular, en comparacién con el catién amonio
presente en el esqueleto estructural de CF-Gp-7, impedido estéricamente para
promover cualquier interaccién no covalente con las especies presentes en la superficie
de la membrana.112
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Conclusiones.

e Se demostro que tanto el caracter catidnico, como la hidrofobicidad de los nueve
v-péptidos probados, juegan un rol importante en la capacidad de atravesar la
membrana celular. Los estudios de citometria de flujo mostraron que a las 2 h de
incubacion de los y—péptidos con las células HeLa, sélo el CF-Gp-7 presentd un
comportamiento similar al control positivo utilizado CF-Tat. A las 24 h de
incubaciéon, los nueve péptidos ensayados fueron capaces de atravesar la
membrana de estas células con valores superiores al control positivo CF-Tat,
siendo CF-Gp-5, CF-Gp-7 y CF-Gp-8 los que mostraron mayor capacidad de
internalizacion.

e En los estudios de distribucién celular (CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10), los
péptidos se localizaron en el citoplasma de la célula en forma de vesiculas,
ademas se localizaron en los lisosomas y endosomas tardios (colocalizaron con
LysoTracker), lo cual constituye un primer indicio de un mecanismo de
internalizacion via endocitica para estos compuestos. En ningliin caso fueron
capaces de atravesar la membrana mitocondrial (resultados del MytoTracker), ni
se localizaron en el aparato de Golgi (resultados del BODIPY-TR) o en el reticulo
endoplasmatico (resultados del ER-Tracker).

e Los estudios de citometria de flujo realizados en células HeLa incubadas durante
2 h con CF-Tat y los y~péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10, en presencia de
diferentes inhibidores especificos de los mecanismos celulares de internalizacién
indicaron la via endocitica como mecanismo de entrada de estos compuestos.

i) Bajo nuestras condiciones, la entrada del CPP modelo CF-Tat se afect6 por
la presencia de los inhibidores de endocitosis mediada por clatrina
(sacarosa y clorpromazina), por la amilorida (inhibidor de Ia
macropinocitosis), asi como por la presencia de filipina (inhibidor del
mecanismo endocitico via caveola).

ii) La entrada de los tres y-péptidos (CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10) se afectd
significativamente en presencia de clorpromazina, resultado que avala el
mecanismo endocitico mediado por clatrina como via de entrada celular.
Este resultado se refuerza para los tres y-péptidos, que adicionalmente
mostroé una inhibicién significativa en su entrada a las células en presencia
de sacarosa. Este inhibidor afect6 también, aunque en menor medida, la
entrada de CF-Gp-4 y CF-Gp-7. La amilorida inhibi6 la entrada de CF-Gp4
y CF-Gp7, indicando que la macropinocitosis esta presente como
mecanismo de internalizacion de estos dos compuestos. El CF-Gp-7 fue el
unico de los tres y-péptidos analizados, cuya entrada se inhibié en
presencia de filipina, sugeriendo que este péptido internaliza también via
caveola.
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Los y-péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-10, fueron capaces de internalizar en un cultivo
primario de células MAEC y colocaliz6 con los endosomas tardios y los lisosomas,
mientras CF-Gp-7 lo hizo aunque en menor medida (CF-Gp-10>CF-Gp-4>>>CF-
Gp-7). Este resultado indicé que para este cultivo celular, la presencia de los
residuos guanidilados en las cadenas laterales de los CPPs juega un papel mas
importante que la densidad de carga positiva neta de la molécula, teniendo en
cuenta que CF-Gp-10 y CF-Gp-4 contienen seis y tres residuos guanidilados,
respectivamente, mientras que CF-Gp-7 es un péptido catidnico sin grupos
guanidinios presentes en su estructura.
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CAPITULO 2. y-péptidos que atraviesan la
membrana celular de Leishmania donovani.

Contribuciones a este capitulo: Los ensayos bioldgicos se realizaron en el grupo del
Dr. Luis Rivas (CIB-CSIC, Madrid).






2.1 Introduccion.

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por un parasito protozoario que
pertenece al género Leishmania (clase: Kinetoplastida; orden: Trypanosomatidae), que
provoca una variedad de sintomas clinicos de diferente complejidad, desde una lesion
cutanea hasta infecciones viscerales, estas ultimas pueden ser fatales si no son tratadas a
tiempo. Se conocen mas de 20 especies de Leishmania que pueden producir afecciones
diversas en el ser humano, entre las mas extendidas y dependiendo del organo que estas
afecten se encuentran la leishmaniasis visceral, la leishmaniasis cutanea y Ila
leishmaniasis muco-cutanea. La patogenicidad de cada especie varia segin la poblacion
y las manifestaciones clinicas estan relacionadas con la interaccion de la especie
infectante y la respuesta inmunoldgica del huésped.14”

En el 2010, esta enfermedad tuvo una incidencia de 2 millones de casos por afio, de los
cuales 0.5 millones correspondieron a la leishmaniasis visceral, causada principlamente
por los parasitos Leishmania infantum y Leishmania donovani.147

La leishmaniasis visceral se distribuye en regiones tropicales y subtropicales y es
endémica en 88 paises. Aproximadamente el 90% de los casos se localizan en la India,
Bangladesh, el Sur de Sudan y el Nordeste de Brasil (Figura 20).147.148

Figura 20. Distribuciéon geografica de leishmania visceral en el viejo y nuevo mundo.
WHO/NTD/IDM HIV/AIDS, Tuberculosis and Malaria (HTM) World Health Organization,
Octubre 2010

2.1.1 Biologia del paradsito.

La Leishmania es un parasito protozoario flagelado digénico que requiere de un insecto

hemato6fago (vector) y de una especie de huésped reservorio vertebrado, entre los que

se encuentran el ser humano, el perro y otros animales salvajes (zariglieyas, 0so

hormiguero, roedores, etc), para completar su ciclo de vida (Figura 21). Se transmite por
75



la picadura de un insecto hematofago (fleb6tomos) hembra infectado. En América, el
vector es el mosquito Lutzomyia y en Europa, el género Phlebotomus.147

Los insectos (vectores) inyectan los promastigotes al vertebrado. Los promastigotes son
las formas infecciosas elongadas extracelulares que se desarrollan y multiplican en el
tracto digestivo de los insectos transmisores, distribuyéndose en la circulacion
sistematica del vertebrado (Figura 21, A). La infeccion se inicia cuando los
promastigotes, que son altamente resistentes a la lisis del complemento, invaden
rapidamente a los macrofagos y se transforman en amastigotes, que son la forma
replicativa del parasito, redondas u ovales e intracelulares, que residen y se multiplican
en los fagolisosomas dentro de los fagocitos mononucleares de los hospederos
(monocitos, macrofagos, neutrofilos). En la transformaciéon pierden el flagelo y cambia
su cubierta superficial. Se ha demostrado que esta transformacién de forma parasitaria
implica cambios en la composicion de la superficie del glicocalix de estas formas
parasitarias (lipofosfoglicanos, glicoproteinas, proteoglicanos y glicolipidos GPI (glicosil
fosfatidil inositol), proteofosfoglicanos y glicolipidos libre de GP1.149 Los amastigotes son
resistentes a los lisosomas y pueden infectar los 6rganos viscerales como el higado y el
bazo para continuar con la diseminacién de la infeccion (Figura 21, A).150

A. B.
; Leishmaniasis cutanea
Macrofago J -
\\ II J
h
g \ i
Amastigote —— & v
Insecto [ / )
Fleb6tomo & & / S
Fg?\ e |
) l% *. Amastigote /
‘N % -
\ ; 3
N WAF
- - - Leishmaniasis Visceral
o Fi
o
I
Linfocitos

Figura 21. A. Ciclo de vida de Leishmania. B. Formas clinicas de la enfermedad: leishmaniasis
cutanea y leishmanisis visceralWHO/NTD/IDM HIV/AIDS, Tuberculosis and Malaria (HTM)
World Health Organization, October 2010
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2.1.2 Barrera biolégica (membrana plasmatica) del parasito.

Cuando se compara con otras células eucariodticas, la membrana plasmatica de los
promastigotes presenta caracteristicas peculiares entre las que se encuentran:151

e Los niveles altos de lipofosfoglicanos (LPG), polisacaridos aniénicos que
componen mas del 60% de la superficie total y le confiere carga negativa a la
membrana. 151

e Actividad proteolitica alta debido a la presencia de Gp63, una metaloproteasa de
zinc (Leishmanolisina) con mas de 5 x 10° copias / parasito.1>2

e La composicién lipidica se caracteriza por presentar un porcentaje ligeramente
alto de fosfolipidos anidénicos y contienen ergosterol en lugar de colesterol.151

e Eltransporte a través de la membrana de Leishmania depende de los procesos de
endocitosis y exocitosis, los cuales estan restringidos a un area especializada,
conocida como paquete flagelar, debido a la rigidez de la membrana, impuesta
por una capa de microtibulos estable.153.154.155

2.1.3 Farmacos utilizados contra la leishmaniasis.

La leishmaniasis es la tercera enfermedad transmitida por vectores con mas incidencia
en el mundo, después de la malaria y la filariosis, la OMS calcula que unas 60.000
personas mueren al afio a causa de una dolencia cuyos casos se concentran en un 90%
en 15 paises, la mayoria en vias de desarrollo. Actualmente, no hay vacunas disponibles
en el mercado para prevenir esta enfermedad, debido a que esta dolencia se encuentra
en el grupo de enfermedades tropicales olvidadas (enfermedades de los pobres). En la
actualidad tan solo unas pocas compafiias estdn desarrollando una vacuna para
leishmaniasis humana y la mayor parte de estos proyectos se encuentran en fase
preclinica. El proyecto mas avanzado es el del IDRI (Infectious Disease Research Institute)
en EEUU, con soporte de la Fundaciéon Gates, que consiste en una poliproteina
recombinante.156

Actualmente, existen diferentes terapias para combatir esta enfermedad infecciosa, las
cuales son toxicas y generan resistencia por parte del parasito.l>0 La mayoria de los
tratamientos quimioterapéuticos de la leishmaniasis se basan en el empleo del
antimonio pentavalente, la miltefosina y la anfotericina B, entre otros (Figura 22).147.157

El antimonio pentavalente fue el medicamento de primera linea mas utilizado durante
afos, pero el desarrollo de resistencia del parasito a este fairmaco en regiones endémicas
ha contribuido a su eliminacién en el tratamiento, sobre todo en estas regiones (El Bihar,
India),158 mientras que en el resto del mundo se administra en forma de antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio (Pentostam®)(Figura
22). A pesar de haber sido uno de los farmacos mas utilizados contra la leishmaniasis, la

informacion acerca de la quimica y el modo de accién de estos compuestos es limitada.
156,159,160
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Por otra parte, la amfotericina B (Figura 22) se considera un medicamento de segunda
linea que puede administrarse en forma directa (Fungozine) o en formulaciones
lipidicas (AmBisome). Ha sido utilizada como farmaco de primera linea en areas
endémicas. Su toxicidad y la tendencia al desarrollo de resistencia en el parasito es la
principal  limitacibon de  este  compuesto como  agente  terapéutico
antileishmaniasico.156.161,162

La miltefosina o hexadecilfosfocolina (MT) (Figura 22) es un fosfolipido, desarrollado
inicialmente como un medicamento antineoplasicol®3 que ha mostrado actividad
leishmanicida. Este fAirmaco se administra en forma oral para el tratamiento de la
leishmaniasis visceral.157.164165 E] modo de accidn de la miltefosina frente a Leishmania
estd asociado con la apoptosis, un proceso que involucra la mitocondria del parasito y
dafio en la membrana flagelar.148.166
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Figura 22. FArmacos mas utilizados para el tratamiento de la leishmaniasis.

Los estudios computacionales junto con ensayos experimentales demostraron que la
doxorubicina (Doxo) funciona como un nuevo inhibidor de la tripanotiona reductasa,
una enzima considerada una diana farmacolégica validada frente a leishmaniasis. Este
farmaco presenta un efecto significativo sobre la homeostasis del parasito y actividad
leishmanicida, mientras la toxicidad del fArmaco resulté aceptable a una dosis limitada.
Todos estos factores han contribuido a considerarla como una estrategia farmacologica
alternativa.16”

La Doxo es un antibiotico antriciclino que presenta efecto antineoplasico en las células
cancerosas. Este farmaco forma un complejo con el DNA nuclear, intercaldndose entre
las bases nitrégenadas, generando un impedimento estérico que interrumpe la sintesis
del DNA y su transcripcion. Adicionalmente, su actividad frente a promastigotes y
amastigotes de Leishmania donovani ha sido demostrada en condiciones in vitro e in
vivo, efecto asociado a la sensibilidad de la membrana plasmatica de Leishmania frente a
este compuesto.168.169
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El uso de una terapia combinada de farmacos para el tratamiento de la leishmaniasis
representa una estrategia quimioterapéutica promisoria, que se ha implementado en
diferentes areas endémicas. Factores como la toxicidad de algunos de estos compuestos,
el elevado costo de muchos de ellos y sobre todo la tendencia del parasito a desarrollar
resistencia, hacen necesaria la busqueda de alternativas quimioterapéuticas.170

2.1.4 Resistencia del pardsito frente a los farmacos.

Uno de los principales problemas del tratamiento de la leishmaniasis, es la resistencia
del parasito a los farmacos. En el caso de la miltefosina, la resistencia desarrollada por el
parasito se asocia con la interaccion de varios factores,148 uno de ellos se relaciona con la
deficiencia en la entrada del farmaco. Los experimentos in vitro con lineas de parasitos
resistentes a MT, establecieron que una mutacién puntual Unica puede producir la
resistencia del parasito a este farmaco. La resistencia del parasito frente a la MT se
induce experimentalmente por presidon selectiva o mutagénesis. En las cepas de
Leishmania resistente este comportamiento se debe a defectos en la internalizacion del
fairmaco,l’! determinadndose una disminucién en la concentracion intracelular de
miltefosina debido a: (a) la sobreexpresion del LtRMDR1, un transportador similar a la
glicoproteina P que pertenece a la familia ABC (ATP-binding cassette) que aumentan la
salida de este fArmaco al exterior del parasito;172 (b) el metabolismo rapido del farmaco
asociado con la permeabilidad de la membrana plasmatica alterada, lo cual impide que
el medicamento se acumule dentro del parasito.173 La resistencia del parasito al farmaco
se relaciona con niveles bajos de la expresion del transportador proteico de mitelfosina
LdMT, que junto a su potencial subunidad P (LdRos3), son dos de las proteinas
requeridas en la translocacion celular. Estos estudios determinaron que la maquinaria

flipasa dependiente de LAMT-LdRos3 resultd determinante en la entrada de la MT a la
célula.148.174,175

Ademas, estudios realizados en promastigotes de Leishmania donovani resistentes a MT
demostraron que la modificacion en la composicion lipidica y la biosintesis de esterol en
la membrana, factor que influye en la fluidez y la permeabilidad de esta, puede afectar
las interacciones membrana-farmaco.17¢ Otro de los mecanismos implicados en la
resistencia a la MT por parte del parasito es el estrés oxidativo que media la apoptosis148

La resistencia a los tratamientos quimioterapéuticos desarrollada por Leishmania,
constituye un factor a solucionar, promoviendo la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas.

2.1.5 Péptidos antimicrobiales y péptidos con capacidad de atravesar la membrana,
como estrategias terapéuticas utilizadas frente a la resistencia farmacoldgica.

El uso de conjugados, en los cuales se utilizan péptidos con capacidad de atravesar la
membrana celular (CPPs) como vectores para transportar fArmacos, constituye una de
las estrategias terapéuticas poco estudiadas en el tratamiento contra Leishmania,
desarrolladas en la bisqueda de un tratamiento farmacolégico eficiente, que no genere
resistencia farmacolégica.l7?
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Los estudios publicados acerca de la aplicacion de los CPPs en este campo, se enfocan
principalmente en el estudio en modelos in vitro de células mamiferas y algunas
investigaciones han sido realizadas en células protozoarias.177.178

Los modos de accién de los CPPs que se han utilizado en la terapia de enfermedades
infecciosas se basan en: (a) promover la internalizacion de los farmacos en la ausencia o
ante la funcién defectuosa de un receptor, (b) promover la entrada de moléculas
impermeables segin el peso molecular, como pepducinas, que son inhibidores
peptidicos que interfieren con la sefial de transduccién, ensayadas con células
cancerosas, asi como (c) promover la distribucion de los fairmacos y la acumulacién de
estos en compartimentos inaccesibles.17?

Hasta el momento, los péptidos Tat,177 el VIP,180 y la histatina 5177 han demostrado
capacidad de atravesar la membrana celular de este parasito (Leishmania) y a los dos
ultimos, se les reconoce actividad leishmanicida. Con el objetivo de estudiar la
resistencia del parasito al farmaco, se conjugd el Tat con un péptido sustrato
leishmanolisina (inhibidor de la actividad proteolitica de la enzima)!52 o con la MT
(farmaco leishmanicida), comprobando que de esta manera se evita la resistencia del
parasito al farmaco.1’7 El propdsito de esta estrategia es que los CPPs demuestren su
potencialidad para distribuir firmacos en entornos determinados, generados en
distintas etapas del parasito, como el ambiente con elevada actividad proteolitica
proporcionado por el glicocalix aniénico de los promastigotes.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigaciéon en colaboracién con el
Centro de Investigaciones Bioldgicas de Madrid (CIB-CSIC) demostraron que, de 42 y-
péptidos miméticos estudiados, tres de ellos fueron capaces de atravesar la membrana
de promastigotes de Leishmania donovani y amastigotes de Leishmania pifanoi, ademas
de no resultar toxicos para el parasito. De ellos destaco el y-péptido CF-Gp-11 (Figura
23), con 6 grupos guanidinios en sus cadenas laterales, que mostr6 una elevada
capacidad de atravesar la membrana de Leishmania donovani.>0

N N N N N
5:0 5&0 510 §Zo {o §=o
NH NH NH NH NH
HN=L HN=( HN NH = HN=
NHz N H2 =(NH2HN:‘< N

Figura 23. Estructura quimica de CF-Gp-11.

Considerando toda la bibliografia consultada, asi como el trabajo previo desarrollado en
nuestro grupo de investigacion, el objetivo del presente capitulo es mejorar la
potencialidad como CPP mostrada por el y-péptido CF-Gp-11, mediante la sintesis de
una pequena familia derivada de este péptido y evaluar la capacidad de los mismos para
atravesar la membrana de Leishmania donovani por medio de citometria de flujo y
microscopia confocal. Asi mismo también se pretende explorar las habilidades del
péptido CF-Gp-11 como vehiculo transportador de farmacos, mediante la sintesis de dos

80



conjugados del péptido CF-Gp-11 con farmacos con propiedades leishmanicida, como la
miltefosina-BODIPY (MT-BODIPY) y la doxorubicina (Doxo).
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Objetivos.

e Sintetizar cinco compuestos (incluido el CF-Gp-11) formados por 2, 4, 6, 8 y 10
monoémeros ciclicos cis-y-amino-L-prolina, en los cuales el grupo N« esté
modificado con un grupo alquil-guanidinio.

e Evaluar la capacidad de estos y-péptidos para atravesar la membrana de
Leishmania donovani por medio de citometria de flujo y microscopia confocal.

e Sintetizar dos conjugados del péptido Gp-11 (Doxo-Gp-11 y MT-BODIPY-Gp-
11) con los farmacos con propiedades leishmanicida, la doxorubicina y la
miltefosina-BODIPY, para poder evaluar su capacidad de transportarlos al
interior del parasito.

e Evaluar la capacidad de los conjugados para atravesar la membrana de
Leishmania donovani por medio de citometria de flujo y microscopia confocal.
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2.2 Resultados.
2.2.1 Sintesis de los péptidos derivados del CF-Gp-11.

Teniendo en cuenta los resultados alcanzados por el CF-Gp-11 en estudios previos como
CPP frente a Leishmania donovani*® y con el objetivo de establecer la relaciéon
estructura/actividad de estos compuestos frente a este parasito, se sintetiz6 una familia
derivada de este péptido, compuesta por cinco compuestos. Las secuencias peptidicas
contienen 2, 4, 6, 8 y 10 mondmeros ciclicos cis-y-amino-L-prolina, en los cuales el grupo
N« estd modificado con el grupo butil-guanidinio. En todos los casos se acoplé la CF
(sonda fluorescente) en el extremo N-terminal (Tabla 14).

Nomenclatura Estructura quimica

CF-Gp-11 o o o

CF-Gp-12 0 0

NH NH
HN=L HN=
NH. NH,
CF-Gp-13
0 o o 0
H\JNH #LNH KU‘N\H;,XLNHz
s N N N N
Szo §=o yo 510
= HN:(NH :E‘H NH
HN HN
NH; Ha 2HN:<NH2
CF-Gp-14 o} o o o] o o o o
N P e P S T AT AT T a
E N N N N N N N N
5:0 S:o §:o sko 5:0 ?o 5:0 5:0
NH NH H NH H NH NH
=L HN= HN= HN
HN=L NS . N - HN=L HN=C ; H, =<NH2
CF-Gp-15 o 0 o 0 0 o o N o )
N D D e T A T
CF g N N 5 N N N N N N N N

N
Sﬁo §Z SZO gio 0 Sko SCO gzo 5:0 SZO
N NH NH NH NH NH NH NH NH

H NH
HN=L o HNS HN=L,  HN=( HN=L L HNSC Nl e NS N
NHz " NH, NHz  NH, NHz " NH, NHz ' NH, NH, NH,

Tabla 14. Nomenclatura y estructuras quimicas de los y-péptidos utilizados en este capitulo.

Todos los péptidos se sintetizaron en fase solida, utilizando la resina
metilbenzhidrilamina (MBHA) como soporte sdlido y la combinacion de las estrategias
Fmoc y Boc (Esquema 1).48 El aminoacido no natural utilizado fue el Fmoc-(25,4S)-Abpc,
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lo que nos permiti6 la funcionalizacion de las cadenas laterales y todos los
acoplamientos se realizaron utilizando OximaPure/DIPCDI como reaccion de
acoplamiento. Las desprotecciones del grupo Fmoc se realizaron utilizando piperidina al
20% en DMF. Al finalizar las elongaciones de cada péptido de 2, 4, 6, 8 y 10 aminoacidos,
se eliminaron los grupos protectores del N* (Boc) y se introdujeron las cadenas
laterales, mediante la introduccién del Boc-Gaba-OH, las desproteccion del amino
terminal de la cadena lateral, seguido de su guanidilacién. A continuacién, se
desprotegi6 el extremo amino terminal y se acopl6 la CF (Esquema 1).

AA/Oxyma Pure/DIPCDI o) Desproteccion del Fmoc o
3:3:3 Piperidina 20 % en DMF
HoN OV Fmoc—HN\:/‘)\N—O HoN N_O
. Tamb N H Tamb N H
Resina HMBA Boc Boc|
T l i) Desproteccion del Boc
TFA 40 %
n veces iy AAo/Oxyma Pure/DIPCDI
n=2,4,6,8610 5:5:5
DCM, Tamb
i) Desproteccion del Boc o
i)Pipe 20 % en DMF TFA 40 %
% _O Fmoc—NH —O Fmoc—NH N—O
iy CF/HOAt/PyBOP/DIEA N i) Guanidilacion N H
4:12:4:12 Tamb °
Tamb n
NH HF NH
Anisol 10 % O
HN" N, HN" NH, Boc

AA4:Fmoc(2S, 4S)-Abpc

9 CF-Gp sintetizados AA,: Boc-Gaba-OH
% NE NHz Guanidilacion:
N 0 n=6, CF-Gp-11 N,N’-bis-Boc-1H-pirazol-1-carboxamidina/DIEA
n n=2, CF-Gp-12 (5:5)

n=4, CF-Gp-13
n=8, CF-Gp-14 % 6-carboxifluoresceina
NH

A n=10, CF-Gp-15
HN"H,

Esquema 1 Sintesis en fase so6lida (SFS) de la familia peptidica derivada de CF-Gp-11. Fmoc-
(2S,4S)-Abpc: acido (25,4S)-Fmoc-4-amino-Boc-L-prolina.

Los cinco péptidos se obtuvieron con buenos rendimientos y debido a su posterior
aplicacion en ensayos celulares, todos fueron purificados en RP-HPLC-MS para obtener
productos finales de purezas superiores al 95%. Todos fueron caracterizados por
espectrometria de masas, ESI y MALDI-TOF (Figura 24).
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Figura 24. Caracterizacion del y-péptido CF-Gp-11. A. Perfil cromatografico, B. Espectro de
masas (ESI-MS), C. Espectro de masas (MALDI-TOF). Condiciones de RP-HPLC: gradiente de 0%
a100% B en A en 8 min. (A: H,0/TFA, 99.95:0.045; B: ACN/TFA, 99.96:0.036)

2.2.2 Capacidad de la familia del CF-Gp-11 de atravesar la membrana celular de
Leishmania donovani.

Los promastigotes de Leishmania donovani se incubaron con los cinco péptidos
sintetizados, a una concentracion final de 10 uM durante 1 h y se estudiaron utilizando
la citometria de flujo (Figura 25) y la microscopia confocal (Figura 26, parte I), para
evaluar la capacidad de estos compuestos de atravesar la membrana celular de dicho
parasito. Se utiliz6 el CF-Tat como control positivo de todos los ensayos realizados.
Estos estudios se realizaron en el CIB-CSIC de Madrid.

En los experimentos de citometria de flujo, al concluir el tiempo de incubacién (1 h), se
le adicion6 ioduro de propidio (IP) al medio, con el objetivo de evaluar el dafio celular de
la membrana en el momento de la translocacién del péptido. Después de 1 h de
incubacién con los péptidos a una concentraciéon de 10 uM, el porcentaje de células
positivas para la entrada del IP fue siempre inferior al 5% (Figura 25, A). La microscopia
confocal permiti6 confirmar los resultados obtenidos mediante citometria de flujo
(Figura 26, parte I).
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Figura 25. Entrada celular de los cinco y~péptidos (CF-Gp-12, CF-Gp-13, CF-Gp-11, CF-Gp-14,
CF-Gp-15) y el péptido CF-Tat (control positivo) en promastigotes de Leishmania donovani A.
Histogramas biparamétrico de y-péptidos fluorescentes (eje Y) y yoduro de propidio (IP, eje X),
visualizan la incorporacién de los y~péptidos en este parasito B. Cuantificacién fluorimétrica de
la entrada celular de de los compuestos probados en promastigotes, incubados con una
disolucion peptidica (10 uM) durante 1 h a 37°Cy coloreados con IP (5 pg/mL).

Adicionalmente, se realizaron estudios de la inhibicién de la reduccién celular de MTT
para determinar la toxicidad de los péptidos fluorescentes (Figura 26, parte II). Para
ello, se utilizaron soluciones de los compuestos fluorescentes a una concentraciéon de 10
UM y se incubaron con las células durante 4 h. Los resultados mostraron una
dependencia directa entre el incremento de la toxicidad y el aumento del niimero de
residuos guanidinios presentes en las secuencias peptidicas.
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Figura 26. 1. Imagenes de microscopia confocal de promastigotes de Leishmania donovani
incubados 1 h con tres y~péptidos guanidilados (A) CF-Gp-13, (B) CF-Gp-14, (C) CF-Gp-15y (D)
CF-Tat (control positivo) todos preparados a una concentraciéon final 10 uM en PBS. IL
Inhibiciéon de la proliferaciéon de promastigostes de Leishmania donovani (ensayo MTT). El
tiempo de incubacién de los parasitos con los y~péptidos fue 4 h. Los datos estan expresados
como porcentaje relativo al parasito control en ausencia del péptido.

Los resultados de citometria de flujo y microscopia confocal muestran que los péptidos
con 2 o 4 grupos guanidinios (CF-Gp-12 y CF-Gp-13) no mostraron capacidad de
atravesar la membrana de este parasito, en cambio los péptidos con 6, 8 y 10 residuos
guanidilados, al igual que el control CF-Tat, fueron capaces de atravesar su membrana
celular (Figura 25, B y Figura 26, parte I). La capacidad de entrada de estos péptidos
miméticos mostr6 un incrementé a medida que su secuencia contenia un mayor nimero
de residuos guanidilados (10>8>>6 residuos). Desafortunadamente, también se
determiné un aumento en su toxicidad directamente asociado al nudmero de grupos
guanidinios presentes en cada secuencia, resultando mas toxico el péptido con 10
grupos guanidinios (Figura 26, parte II).
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2.2.3 Gp-11 como vehiculo transportador de farmacos: Conjugados doxorubicina-
Gp-11 (Dox-Cp-11) y Miltefosina-BODIPY-Gp-11 (MT-BODIPY-Gp-11).

Con el objetivo de demostrar la potencial aplicaciéon de estos y-péptidos como vehiculos
transportadores de farmacos, se sintetizaron dos conjugados del y-péptido Gp-11, con
doxorubicina (Doxo-Gp-11) y miltefosina-BODIPY (MT-BODIPY-Gp-11), para luego
determinar la capacidad de estas entidades quimicas de internalizarse en las células.

2.2.3.1 Sintesis y caracterizacion del conjugado doxorubicina-Gp-11 (Dox-Gp-11).

Para la obtencién del conjugado Doxo-Gp-11 se utilizé el procedimiento previamente
publicado®* con algunas modificaciones. En nuestro caso fue necesario funcionalizar
adecuadamente tanto el fArmaco, como la secuencia peptidica Gp-11. A la secuencia
peptidica correspondiente a Gp-11 se le anadi6 una cisteina en el extremo N-terminal,
posteriormente se acetildé la secuencia inmovilizada en la resina, antes de la
desproteccion y la escision final del péptido del soporte sélido (resina MBHA) utilizado
en la sintesis de fase sélida de esta secuencia.

En el caso del farmaco, se funcionalizé la doxorubicina (Doxo) con el espaciador
bifuncional SMCC via formacién de enlace amida y utilizando PBS como disolvente, para
de esta manera obtener el farmaco funcionalizado con un grupo maleimido disponible
para la unioén con el péptido (Esquema 2). El pH de la reaccién se mantuvo a 9 con la
adicion de TEA, condicidén necesaria para favorecer la formacion del enlace amida. Esta
reaccion se monitoreé por RP-HPLC hasta la eliminacion total del pico correspondiente a
la Doxo en el perfil cromatografico. Transcurrido el tiempo de reaccién, se disminuy6 el
pH a 5-6 y se afiadi6 a la mezcla el Ac-Cys-Gp-11 disuelto en PBS (Esquema 3).

O

:.,q 0. 1h
1,
- o N )
Doxorubicina OH
Doxo SMCC .
2

Esquema 2. Funcionalizaciéon de la de la Doxo con el espaciador bifuncional SMCC
(Succinimidyl-4-[N-maleimidomethyl] cyclohexane-1-carboxylate, éster 4-(N-Maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato de N-hidroxisuccinimida) via formacién de enlace amida.

Doxo-MCC

La reaccion de formaciéon del conjugado Doxo-Gp-11 se monitore6 por RP-HPLC. La
reaccion se detuvo al observar una disminucion considerable del pico correspondiente a
la Doxo funcionalizada con SMCC a las 4 h e inmediatamente el conjugado Doxo-Gp-11
se separ¢ de la mezcla utilizando RP-HPLC, para obtener el producto final Doxo-Gp-11
con un rendimiento del 53 % y una pureza del 95% (Figura 27, A). La formacion del
conjugado se confirm6 mediante espectrometria de masas exactas, donde fue posible
identificar el pico correspondiente al i6n molecular de este compuesto (Figura 27, B).
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Esquema 3. Sintesis del conjugado Doxo-Gp-11

n7o- AL
q
100 23591435 |[M+H]* 260 Doxo-Gp-11 9
B.
a0 0.50
80 0.40
>

70 < pao
@
2
g 60 0.20
2 o
z % 0.10 J i
Q w
£ 40
g 0.00 —_—
c
5 30
é 20 283211987 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Minutos
10 04 = .
5 2345.1258 2405.1520 24740722 P05 208 s s0es 2637.2968 HACH 27453144 5790.4950
2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750

Figura 27. Caracterizaciéon del conjugado Doxo-Gp-11. A. Perfil cromatografico y B.
Espectrometria de masa exactas. Condiciones de RP-HPLC: gradiente de 0% a 100% Ben Aen 8
min. (A: H,0/TFA, 99.95:0.045; B: ACN/TFA, 99.96:0.036)

2.2.3.2 Sintesis y caracterizacion del conjugado Miltefosina-BODIPY-Gp-11 (MT-
BODIPY-Gp-11)

En el caso de la sintesis del conjugado MT-BODIPY-Gp-11, para su preparacién se
utilizé un procedimiento recientemente publicado,’> con algunas modificaciones. En la
sintesis en fase sdlida de la secuencia peptidica Gp-11 se afiadi6é el aminoacido Boc-
Cys(Npys)-OH a su extremo N-terminal, se elimind el grupo protector Boc del grupo o
amino de este aminodacido y finalmente se escindi6 el péptido de la resina, que se
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purific6 mediante RP-HPLC para obtener la secuencia Cys(Npys)-Gp-11
convenientemente funcionalizada para la posterior formacién del conjugado (Esquema
4). El intermediario peptidico se caracterizo mediante espectrometria de masas (ESI-MS
y masas exactas) (Figura 28). En el espectro de masas se observd el pico
correspondiente a la molécula sin el grupo Npys, debido a la fragmentacién por el
puente disulfuro presente en la secuencia que ocurre bajo las condiciones de RP-HPLC-
ESL

paasas]

H H
s, ~=< ™ ﬂ

Gp-11

i) Boc-Cys(Npys)-OH/Oxyma Pure/DIPCDI
i) Desproteccién del Boc (TFA 40 %)
iii) Escision (HF, Anisol 10 %)

NP NP N N
ot :?* S

H
HN NH HN=< :{l
NH2 NH2 HN H,

Cys(Npys)-Gp-11

Esquema 4. Sintesis del péptido Cys(Npys)-Gp-11.
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Figura 28. Caracterizacion del péptido (Npys)-Cys-Gp-11. A. Perfil cromtografico y B.
Espectrometria de masas (ESI-MS). Condiciones de RP-HPLC: gradiente de 0% a 70% Ben Aen 8
min. (A: H20/TFA, 99.95:0.045; B: ACN/TFA, 9.96:0.036)

Para la formacidén del conjugado, el péptido Cys(Npys)-Gp-11 previamente sintetizado
se disolvi6 en agua, se ajusté el pH a 5 y se le afadi6 la MT-BODIPY-SH (1 eq) de una
solucion 65 mM de este compuesto en metanol (Esquema 5), preparada en el laboratorio
del Dr. Luis Rivas (CSIC). El avance de la reaccion se controlé con ayuda del RP-HPLC
hasta la completa conversion del péptido e inmediatamente se purifica el conjugado
mediante RP-HPLC, obteniéndose un 62% de rendimiento y 96% de pureza. El
conjugado MT-BODIPY-Gp-11 se caracterizé mediante espectrometria de masas,
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identificandose el pico correspondiente al ién molecular del conjugado MT-BODIPY-Gp-

11. (Figura 29)
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Esquema 5. Sintesis del conjugado MT-BODIPY-Gp-11
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Figura 29. Caracterizacion del conjugado MT-BODIPY-Gp-11. A. Analisis mediante RP-HPLC y
B. Espectrometria de masas exactas. Condiciones de RP-HPLC: gradiente de 0% a 100% B en A
en 8 min. (A: H,0/TFA, 99.95:0.045; B: ACN/TFA, 99.96:0.036)
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Los conjugados Doxo-Gp-11 y MT-BODIPY-Gp-11 se obtuvieron con rendimientos y
pureza adecuados para su posterior utilizaciéon en ensayos bioldgicos.

2.2.3.3 Capacidad del conjugado Doxo-Gp-11 de atravesar la membrana celular de
Leishmania donovani.

Con el objetivo de estudiar la capacidad del conjugado Doxo-Gp-11 de atravesar
barreras bioldgicas, se realizaron varios ensayos utilizando a Leishmania donovani como
modelo in vitro.

Primeramente, se determiné la actividad leishmanicida del conjugado Doxo-Gp-11, de
la doxorubicina libre (Doxo), del Gp-11 y de una mezcla 1:1 del péptido libre y la Doxo
(Doxo+Gp-11), a diferentes concentraciones (0-50 uM). Para ello, los parasitos se
incubaron con las soluciones de estos compuestos durante 4 hy 72 h. Los ensayos de 4 h
se realizaron en la solucion salina equilibrada de Hank suplementada con glucosa 1%
(pH 7.2) y los ensayos a 72 h en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal y
glutamina (Figura 30).
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Figura 30. Actividad leishmanicida del conjugado Doxo-Gp-11, de la Doxo, el Gp-11 y de una
mezcla 1:1 del Gp-11 y la Doxo a diferentes concentraciones (0-50 puM). Los tiempos de
incubacion fueron (A) 4 h y (B) 72 h. La grafica representa la viabilidad respecto al control
(ensayo MTT).

Los ensayos realizados con los parasitos incubados durante 4 h (Figura 30, A) mostraron
una fuerte disminucion de la viabilidad celular relativa al control para el conjugado
Doxo-Gp-11, alcanzando un 20% a una concentracion de 25 uM. Al utilizar una solucién
del conjugado de 50 uM, el porcentaje de viabilidad celular alcanzado fue de un 10%.
Por otra parte, la Doxo no present6 actividad leishmanicida a las 4 h en el rango de las
concentraciones probadas. Tanto el Gp-11 como la mezcla de este con la Doxo (1:1)
mostraron un comportamiento similar a las 4 h de incubacion en las células, con un 80%
de viabilidad celular relativa al control al utilizar soluciones 20 uM; a concentraciones
superiores y hasta 50 uM, la viabilidad celular no resulté inferior al 40% (Figura 30, A).
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Cuando el tiempo de incubacién se aumenté a 72 h (Figura 30, B), el comportamiento se
modifica. A una concentracion de 10 uM de los compuestos Doxo, Doxo-Gp-11 y la
mezcla Doxo+Gp-11, la viabilidad celular relativa al control se redujo a valores
inferiores al 20%, siendo practicamente 0% el correspondiente al conjugado. Los
ensayos correspondientes al Gp-11 mostraron que a concentraciones inferiores a 25 uM
no se afecté la viabilidad celular, sin embargo al aumentar la concentraciéon, se observa
una disminucion drastica de la viabilidad celular hasta alcanzar una mortalidad celular
superior al 80% (Figura 30, B).

i) Citometria de flujo.

Estudios de citometria de flujo, permitieron analizar la capacidad de internalizacion de
la Doxo y nuestro conjugado Doxo-Gp-11. Los promastigotes de Leishmania donovani se
incubaron durante 2 h y los histogramas obtenidos muestran claramente que solo se
internaliza el conjugado (Figura 31, A).

Con el objetivo de determinar si el mecanismo de entrada de nuestro conjugado es o no
dependiente de energia, se incubaron los promastigotes de Leishmania donovani con la
Doxo o con el conjugado Doxo-Gp-11 durante 2 h a 26°C y a 4°C y se cuantific6 la
intensidad de fluorescencia para cada caso (Figura 31, B).
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Figura 31. A. Superposicion de histogramas de los analisis de citometria de flujo de la Doxo, €l
conjugado Doxo-Gp-11y el control en Leishmania donovani; B. Capacidad de entrada celular de
la Doxo y del conjugado Doxo-Gp-11 en promastigotes de Leishmania donovani durante 2 h, a
26°Cy a 4°C. Los compuestos se afiadieron hasta alcanzar una concentracion final de 6 M.

Intensidad de Fluorescencia

Los ensayos a 26°C mostraron que la intensidad de fluorescencia determinada para el
conjugado fue muy superior a la detectada para la Doxo. A los 4°C se reduce en tres
veces la intensidad de fluorescencia del conjugado, mientras que para la Doxo no se
detecta fluorescencia (Figura 31, B).

Adicionalmente, se determind la cinética de entrada de la Doxo y el conjugado Doxo-Gp-
11 en promastigotes de Leishmania donovani (Figura 32). Las células se incubaron con la
Doxo y el conjugado Doxo-Gp-11 y se determiné la intensidad de fluorescencia a
diferentes intervalos de tiempo. El estudio demostro que el conjugado internaliza desde
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los primeros minutos, incrementandose su internalizaciéon con el paso del tiempo. La
Doxo sélo fue detectada a las 2 h de incubacion.
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Figura 32. Cinética de entrada de Doxo-Gp-11 y doxorubicina libre (Doxo) en Leishmania
donovani, los parasitos se incubaron con los péptidos o la Doxo hasta 2h y se determiné la
intensidad de fluorescencia cada 5 min.

i) Monitoreo in vivo de los niveles de ATP intracelular en promastigotes de
Leishmania donovani (cepa 3-Luc).

Se realizaron ensayos de bioluminescencia para monitorear los niveles de ATP
intracelular en promastigotes de Leishmania donovani transfectada con Px63neo-3Luc,
que contienen el gen mutado de la luciferasa (cepa 3-Luc), previamente incubados con
Doxo-Gp-11 y Doxo a diferentes concentraciones. La bioluminiscencia es indicativa de
los niveles de ATP, los cuales constituyen un factor indispensable del estado energético
de Leishmania.'81 Los resultados demostraron que la Doxo-Gp-11 inhibe Ia
fluorescencia, lo que indica una bajada de ATP citoplasmatico, dependiente de la
concentracion del conjugado (Figura 33). La mayor disminuciéon de ATP citoplasmatico
(80%) se produjo con la incubacién de las células con el Doxo-Gp-11 a una
concentracion final de 10 uM. La Doxo present6 un comportamiento similar al control,
detectdndose una reduccién del 20%. La incubaciéon de los promastigostes con
detergente Tx100 provoca la permeabilizaciéon completa de los parasitos.
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Figura 33. Variacidn de ATP intracelular de Leishmania. donovani 3-Luc incubada con Doxo-Gp-
11 y Doxo a diferentes concentraciones finales (3 um, 6 um, 10um).

iii) Microscopia confocal.

La microscopia confocal se utiliz6 con el fin de comprobar la capacidad de entrada del
conjugado Doxo-Gp-11 y de la Doxo, asi como su localizacién intracelular en
promastigotes de Leishmania donovani. Las incubaciones de los parasitos con los
compuestos se realizaron a una concentracion final de 6 UM y en presencia de DAPI, que
marca el nucleo y el cinetoplasto de los parasitos (azul). Los parasitos no se fijaron y la
observacion se realizé a tiempo real.

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal mostraron la capacidad del conjugado
Doxo-Gp-1 para atravesar la membrana plasmatica de los promastigotes de Leishmania
donovani (Figura 34), mientras que la Doxo no fue capaz de hacerlo o si lo hace es en
baja proporcién, por debajo del rango de sensibilidad del detector del microscopio
confocal. Los estudios de microscopia confocal confirmaron la informacién obtenida por
citometria de flujo y el ensayo de bioluminiscencia, en donde se demuestra claramente
la capacidad del y-péptido para transportar la Doxo.

95



) Imagen
Normaski DAPI superpuesta

Doxorubicina

Doxo-Gp-11

Figura 34. Imagenes de microscopia confocal para evaluar la capacidad del Gp-11 como
transportador de la Doxo en Leishmania donovani en tiempo real. Promastigotes fueron
incubados con Doxo-Gp-11 (verde) y la Doxo a una concentracién de 6 UM en solucién salina
equilibrada de Hank suplementada con glucosa 1% durante 1 h a 26 °C.

2.2.3.4 Capacidad del conjugado MT-BODIPY-Gp-11 de atravesar la membrana
celular de Leishmania donovani.

La miltefosina (MT) es un farmaco que se utiliza en el tratamiento de la leishmanisis,
pero su problema principal radica en que el parasito ha desarrollado resistencia frente a
este fArmaco. Por esta razdn, a través de estos experimentos se evalué la capacidad del
v-péptido para transportar la MT a través de la membrana plasmatica de Leishmania
donovani en una cepa sensible (WT) y en una cepa resistente a la miltefosina (R40).
Promastigotes de estas dos cepas fueron incubados con el conjugado MT-BODIPY-Gp-
11 y la MT libre en una solucién salina equilibrada de Hank durante 4 h.

Los datos obtenidos demostraron que los promastigotes sensibles a miltefosina (WT)
incubados con los dos compuestos MT-BODIPY-Gp-11 y MT presentaron una actividad
leishmanicida similar (Figura 35, A). A concentraciones inferiores a 5 UM ambos
compuestos provocaron una disminucién de la viabilidad celular en un 60%. A
concentraciones superiores, el farmaco disminuyd este parametro a niveles inferiores
que el conjugado. Estos resultados indican que a concentraciones superiores a 10 uM se
favorece la entrada de MT en comparacion con el conjugado, aunque las diferencias no
resulten significativas.

Por otra parte, en los promastigotes resistentes a la MT se observd que a bajas
concentraciones (<5 puM) el conjugado MT-BODIPY-Gp-11 presentdé una mayor
actividad leishmanicida con respecto a la MT. A concentraciones superiores y hasta los
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20 uM, ambos compuestos provocan una disminucién de la viabilidad celular, aunque
continu6 siendo el conjugado el que afécto mayor grado este parametro (Figura 35, B).
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Figura 35. Actividad leishmanicida del conjugado MT-BODIPY-Gp-11 y de la miltefosina (MT),
a diferentes concentraciones (0-20 uM) durante 4 h. Las incubaciones se realizaron con
promastigotes de Leishmania donovani (A) cepa sensible a miltefosina (WT)
(MHOM/ET/67/L82); (B) cepa resistente a miltefosina (MHOM/ET/67/L82R40). La grafica
representa la viabilidad respecto al control.

i) Citometria de flujo

Se realizaron ensayos de citometria de flujo para determinar la inhibicién de la entrada
del conjugado en presencia de heparina. La heparina es un polianién soluble, que
interactiia con el conjugado imposibilitando la unién de este compuesto a la superficie
celular e inhibiendo la entrada a la célula. Para ello se preincub6 el conjugado MT-
BODIPY-Gp-11 con heparina (1 mg/mL) y las células se incubaron con esta mezcla
durante 3 h a 26°C. En ausencia de heparina las células incubadas con el conjugado MT-
BODIPY-Gp-11 mostraron valores elevados de intensidad de fluorescencia, indicando la
internalizacion del compuesto (Figura 36). Los resultados obtenidos en presencia de
heparina indican una fuerte inhibiciéon en la entrada del conjugado provocado por la
interaccién de la heparina con el conjugado MT-BODIPY-Gp-11.

ii) Microscopia confocal

Los ensayos de microscopia confocal confirmaron los resultados anteriormente
encontrados en la citometria de flujo. En las imagenes obtenidas para los promastigotes
incubados con el conjugado en presencia de heparina no se observo la entrada del
conjugado. En ausencia de heparina, las imagenes confirman la internalizacién de este
compuesto (Figura 37).
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Figura 36. Inhibicion de la entrada celular del conjugado MT-BODIPY-Gp-11 en presencia de
heparina a dos concentraciones (2.5 y 5 uM). Las incubaciones se realizaron en promastigotes de
Leishmania donovani durante 3 h a 26°C.
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Figui‘a 37. Imagenes de microscopia confocal. Inhibicién de la entrada del conjugado MT-
BODIPY-Gp-11, luego de preincubar el compuesto con heparina (1 mg/mL) durante 15
minutos. Los promastigotes se incubar on 15 minutos a 26°C.
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2.3 Discusion

Se obtuvieron 5 7y-péptidos derivados del CF-Gp-11 (Tabla 14) con las purezas
adecuadas (295%) para realizar los diferentes ensayos bioldgicos en promastigotes de
Leishmania donovani. Todos fueron caracterizados mediante espectrometria de masas.

Estos compuestos son péptidos miméticos derivados de prolina, caracteristica
estructural que les confiere una elevada estabilidad frente a la protedlisis enzimatica, lo
que los convierte en potenciales candidatos como CPPs.

2.3.1 Relacion estructura/capacidad de entrada celular en la familia derivada del
CF-Gp-11.

Los resultados obtenidos en los ensayos de citometria de flujo (Figura 25) y microscopia
confocal (Figura 26, parte I) demostraron que el nimero de grupos guanidinios influye
en la propiedad de los péptidos para penetrar la membrana celular de Leishmania. En
comparacion con el control positivo CF-Tat, los péptidos con 2 o 4 grupos guanidinios
no tuvieron la capacidad de atravesar la membrana de este parasito. En cambio, los
péptidos con 6, 8 y 10 residuos guanidilados atraviesan la membrana celular de este
parasito. El péptido CF-Gp-11 mostr6 un valor de intensidad de fluorescencia 3 veces
mayor que el control positivo CF-Tat, mientras que el CF-Gp-14 y el CF-Gp-15
mostraron valores extremadamente superiores. La capacidad de atravesar la membrana
se incrementa en los péptidos miméticos a medida que aumenta la presencia de los
residuos guanidilados (10>8>>6 residuos) (Figura 25). Sin embargo, la toxicidad
también se incremento con el nimero de grupos guanidinios en cada secuencia, siendo
el mas toxico el péptido que presenta 10 mondémeros CF-Gp-15 (Figura 26, parte II).
Estos resultados demostraron la influencia marcada de los grupos guanidinios en la
eficiencia de entrada celular, pero también su limitacion relacionada con la toxicidad.

La presencia de residuos guanidinios en las cadenas laterales se asocian con la carga
neta positiva de estos compuestos. En ningiin caso se observ6 ninguna limitacién en la
entrada de estos péptidos relacionada con el aumento de la masa molecular. En cuanto a
la toxicidad, el aumento de esta con el incremento de los residuos de grupos guanidinios,
podria estar relacionado con la influencia de estos compuestos en la integridad de la
membrana celular y con el tiempo de exposicion. Al aumentar, tanto el tamafio como la
carga neta de estas moléculas, podria incrementarse la superficie de interaccién con la
membrana celular, favoreciendo la entrada de estos compuestos a la célula, pero
provocando alteraciones irreparables en la membrana, lo que explicaria el incremento
de la toxicidad.

Podemos concluir que el péptido con seis prolinas modificadas con grupos guanidinios
(CF-Gp-11) result6 el mas eficiente para ser utilizado como transportador de fadrmacos
para este tipo de parasitos. El CF-Gp-11 mostré que internaliza en las células a niveles
tres veces superiores que el control positivo CF-Tat, ademas de tener una baja toxicidad.
Este comportamiento fue consistente con resultados publicados previamente acerca de
la importancia de la presencia de los grupos guanidinios*>110182 y Jos residuos
prolina87:89 en la internalizacion de los péptidos en células de mamiferos.
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Teniendo en cuenta los resultados alcanzados en este estudio, decidimos utilizar el Gp-
11 como transportador de farmacos con actividad leismanicida como la Doxo y la MT.

2.3.2 Conjugados doxorubicina-Gp-11 (Dox-Gp-11) y Miltefosina-BODIPY-Gp-11 (MT-
BODIPY-Gp-11).

Al analizar las estructuras quimicas de los fArmacos (Doxo y MT), decidimos utilizar un
espaciador no labil como el SMCC para la unién entre la Doxo y el Gp-11 y la formacién
de un puente disulfuro para unir la MT-BODIPY al Gp-11 (Figura 38). Como explicamos
anteriormente (Epigrafe 2.2.3.1 y 2.2.3.2) fue necesario realizar una pequefia
modificacion en la secuencia peptidica, adicionando una cisteina al extremo N-terminal
del Gp-11.
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Figura 38. Conjugados doxorubicina-Gp-11 (Doxo-Gp-11) y miltefosina-BODIPY-Gp-11 (MT-
BODIPY-Gp-11) sintetizados en este trabajo.

Mientras que la utilizacion del SMCC como espaciador nos permiti6 obtener un
conjugado estable, el puente disulfuro presente en el conjugado MT-BODIPY-Gp-11
tiene la capacidad de reducirse en el interior de la célula y liberar el farmaco. Ambas
estrategias han sido utilizadas con éxito con anterioridad.’#177.183 E] objetivo fue
demostrar la eficacia de la secuencia peptidica Gp-11 como transportador de farmacos.

2.3.2.1 Capacidad del Gp-11 de transportar Doxo en Leishmania donovani:
Conjugado Doxo-Gp-11.

i) Doxo-Gp-11 como agente leishmanicida.

La actividad leishmanicida determinada para el conjugado Doxo-Gp-11, se comparo con
la actividad de la Doxo, del Gp-11, asi como de una mezcla 1:1 de estos compuestos
(Doxo+Gp-11). Luego de 4 h de incubacion, el conjugado mostro6 una elevada actividad a
concentraciones inferiores a 10 uM (ICs0=6 uM), mientras que el resto de las muestras
probadas no mostraron una disminuciéon considerable de la viabilidad celular en este
rango de concentraciones. Estos resultados evidencian la importancia de la unién
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covalente entre el Gp-11 y el farmaco (Doxo). El péptido fue capaz de internalizar
cantidades suficientes de Doxo como para provocar el efecto detectado. A
concentraciones superiores a 10 uM, excepto la Doxo, todas las muestras analizadas
provocaron una disminucién en la viabilidad celular (Figura 30, A).

Al aumentar el tiempo de exposicion de los parasitos frente a estos compuestos, resultd
que a concentraciones de 10 uM y luego de 72 h de incubacidn, todas las muestras
(Doxo, Doxo-Gp-11 y Doxo+Gp-11) excepto el Gp-11, provocaron una disminuciéon de
la viabilidad celular a valores inferiores al 20%. A partir de concentraciones de 25 uM, el
Gp-11 comenzo a afectar la viabilidad celular, comportandose de manera similar al resto
de las muestras. Este resultado es consistente con lo que se conoce acerca de la relacion
entre la actividad y la concentraciéon y el tiempo de exposicion de las células a los
diferentes compuestos (Figura 30, B).

i) Capacidad del conjugado Doxo-Gp-11 de internalizar en promastigotes de
Leishmania donovani.

Los estudios de citometria de flujo realizados (Figura 31, A), permitieron determinar
que, a diferencia de la Doxo, el conjugado Doxo-Gp-11 internaliza en los promastigotes
de Leishmania donovani. Por otra parte, los ensayos realizados a 26°C y 4°C (Figura 31,
B) avalan la hipétesis de que el mecanismo de entrada del conjugado sea dependiente de
energia, debido a la disminucién de la capacidad de entrada celular del conjugado Doxo-
Gp-11 al realizar la incubacion de las células a 4°C.

El estudio cinético realizado para analizar la entrada del conjugado Doxo-Gp-11 (Figura
32) demostré que Doxo-Gp-11 es capaz de internalizarse en las células desde los
primeros 5 min, con el transcurso del tiempo, la entrada continué de manera gradual.
Para el caso de la Doxo, sé6lo se observé su entrada a la célula a las 2 h de incubacion,
reafirmando la importancia de la unién farmaco-CPP.

Adicionalmente, se determinaron los niveles de ATP intracelular de Leishmania
donovani (cepa 3-Luc) incubadas con Doxo-Gp-11 y Doxo a diferentes concentraciones
(Figura 33). El conjugado Doxo-Gp-11 fue capaz de variar considerablemente los
niveles de ATP intracelular a valores que resultaron inferiores, a medida que
aumentamos la concentracion utilizada del conjugado. Este efecto, podria estar
directamente relacionado con que ante la presencia de este compuesto, la glicélisis no es
capaz de compensar la bajada de ATP, afectandose la proliferacién de promastigotes.18!

Las imagenes de microscopia confocal avalaron todos los ensayos anteriormente
realizados, confirmando la entrada del conjugado Doxo-Gp-11 a los promastigotes de
Leishmania donovani, mientras que la Doxo no fue detectada (Figura 34).

Todos los ensayos realizados, indican que la unién covalente entre el Gp-11 y la Doxo,
favorecen la entrada del farmaco a la célula. Por otra parte, el conjugado presenté una
actividad leishmanicida elevada a bajas concentraciones y se comprob6 que su entrada
ocurre desde los primeros 5 minutos de exposicion. La utilizacion de Gp-11 como CPP
transportador de Doxo constituye el primer ejemplo que confirma el potencial de este
péptido para su utilizacion en la distribucién de farmacos.
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2.3.2.2 Capacidad de MT-BODIPY-Gp-11 de internalizar en promastigotes de
Leishmania donovani.

Como mencionamos anteriormente, la MT es un reconocido firmaco leishmanicida
frente al que algunas cepas de Leishmania (como la R40) han desarrollado resistencia.
En este trabajo, se analiz6 la capacidad de un conjugado formado mediante un enlace
covalente del tipo puente disulfuro entre el firmaco MT y el Gp-11, de internalizarse en
células de Leishmania donovani, tanto sensibles como aquellas resistentes a MT.

El conjugado MT-BODIPY-Gp-11 mostré una actividad leishmanicida muy similar a la
MT, a diferentes concentraciones en las cepas sensibles a MT. A concentraciones
inferiores a 10 UM, ambos compuestos mostraron una viabilidad celular inferior al 20 %.
Al utilizar cepas resistentes a MT, a concentraciones menores de 10 uM, el conjugado
mostré niveles de viabilidad celular inferiores a la MT. El efecto de ambos a
concentraciones superiores present6 una tendencia similar. El resultado mostrado por
ambos compuestos, MT-BODIPY-Gp-11 y MT frente a cepas resistentes, demuestra que
a bajas concentraciones (<5 uM), el parasito no mostroé resistencia frente al conjugado y
si frente a la MT. Al aumentar la concentracién de ambos, el efecto leishmanicida se
dispara debido a factores asociados con la elevada concentraciéon de ambos compuestos
en el medio (Figura 35).

Por otra parte, los estudios de la inhibiciéon de la entrada celular del conjugado MT-
BODIPY-Gp-11 y del Gp-11 en presencia de heparina, demostraron que el conjugado
interacciona con la heparina, impidiéndose de esta manera su interacciéon con la
superficie de la membrana celular y su entrada a la célula (Figura 36). Este
comportamiento se debe a que la heparina es un polianién soluble que interacciona con
la secuencia peptidica Gp-11 que forma parte del conjugado, impidiendo su interacciéon
con los proteoglicanos expuestos en la superficie de la membrana celular. Resultados
similares se han encontrado para estudios realizados con el péptido Tat en células
humanas.184 Las imagenes de promastigotes incubados con MT-BODIPY-Gp-11y con el
conjugado preincubado con heparina, confirmaron que el conjugado fue capaz de
atravesar la membrana plasmatica, mientras que en presencia de heparina no se
observo internalizacion del compuesto.

La actividad leishmanicida del conjugado MT-BODIPY-Gp-11 fue similar a la de la MT a
las diferentes concentraciones probadas en los promastigotes sensibles a MT. Frente a
promastigotes resistentes a MT y a concentraciones inferiores a 5 UM, mientras la cepa
evidencid su resistencia ante la MT, el conjugado afect6 la viabilidad celular hasta
valores de un 60% a una concentracion de 5 uM. Al aumentar la concentracién de ambos
compuestos, se observa una tendencia similar hacia la disminucién de la viabilidad
celular. Estos resultados nos indicaron que a bajas concentraciones (<5 uM) la cepa R40
no mostro resistencia ante el conjugado MT-BODIPY-Gp-1 y si ante la MT libre. Esto
resulta esperanzador en la busqueda de una estrategia de respuesta farmacoldgica ante
el desarrollo de resistencia por parte del parasito frente a los diferentes farmacos.
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Conclusiones

e Se sintetizaron cinco y —-péptidos derivados del CF-Gp-11 formados por 2, 4, 6, 8
y 10 mondémeros ciclicos cis-y-amino-L-prolina, en los cuales el grupo N« esta
modificado con un grupo alquil-guanidinio.

e Se demostr6 que los compuestos CF-Gp-12 y CF-Gp-13, con 2 y 4 residuos
guanidinios respectivamente, no atraviesan la membrana celular. Los y-péptidos
con 6, 8 y 10 residuos guanidilados, CF-Gp-11, CF-Gp-14 y CF-Gp-15,
respectivamente; atravesaron la membrana celular a cantidades superiores al
control positivo CF-Tat. La capacidad de entrada a los promastigotes de
Leishmania donovani fue proporcional al nimero de residuos guanidilados (CF-
Gp-11<<CF-Gp-14<CF-Gp-15)

e Los y-péptidos con 8 y 10 mondémeros guanidilados CF-Gp-14 y CF-Gp-15,
respectivamente, presentaron una elevada toxicidad, en comparacion con el CF-
Gp-11.

e El CF-Gp-11 resulté el mejor candidato para su evaluacién como transportador
de farmacos.

e Se sintetizaron dos conjugados de la Doxo y la MT-BODIPY con la secuencia
peptidica Gp-11. Se utilizé la formacién de un enlace covalente entre el
espaciador no labil SMCC y la secuencia peptidica Gp-11 para la Doxo y la
formacién de un enlace disulfuro para la MT-BODIPY.

e El conjugado Doxo-Gp-11 internaliz6é en promastigotes de Leishmania donovani,
a diferencia de la Doxo, que no fue capaz de atravesar la membrana celular, en
ensayos realizados con 4 h de incubacién. Al aumentar el tiempo de exposicion a
72 h, ambos compuestos fueron capaces de atravesar la membrana celular.

e Se determiné que el conjugado Doxo-Gp-11 internalizé en los promastigotes de
Leishmania donovani mediante un mecanismo dependiente de energia. Ademas,
el estudio cinético demostré que la entrada a la célula ocurre desde los primeros
5 min aumentando gradualmente con el tiempo; a diferencia de la Doxo que sélo
fue detectada a las 2 horas.

¢ El conjugado Doxo-Gp-11 provocé una bajada de ATP citoplasmatico a diferentes
concentraciones, efecto que no fue observado para la Doxo bajo las mismas
condiciones.

e El conjugado MT-BODIPY-Gp-11 presenté una actividad leishmanicida similar a
la MT libre, frente a cepas de Leishmania donovani sensibles a MT.

e Frente a cepas de Leishmania donovani resistentes a MT, el conjugado MT-
BODIPY-Gp-11 presenté actividad leishmanicida a concentraciones <5 uM,
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mientras que en este mismo rango de concentraciones, se evidencia la resistencia
del parasito frente a la MT. A mayores concentraciones, ambos compuestos
provocan la disminucion progresiva de la viabilidad celular.

e El conjugado MT-BODIPY-Gp-11 preincubado con heparina, no atravesé la
membrana celular de promastigotes de Leishmania donovani, esto sugiere que la
unién del péptido Gp-11 catidnico a los componentes altamente anionicos de la
membrana del parasito es un paso importante en la entrada celular.

e Se demostré que el Gp-11 puede ser una buena eleccién como CPP a utilizar en la
distribucién de fArmacos.
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CAPITULO 3. Evaluacién de y-péptidos como
potenciales transportadores a través

de la barrera hematoencefalica en

el modelo Drosophila melanogaster.

Contribuciones a este capitulo: Todo el trabajo de microscopia confocal de este capitulo, se
realizé en colaboracién con la Dra. Elena Rebollo (Unidad de Microscopia de Fluorescencia
avanzada, IBMB-PCB).Los conjugados Atto, asi como algunos de los péptidos modelos fueron
sintetizados por Imma Farras (Unidad de Quimica Combinatoria, PCB)






3.1 Introduccion

3.1.1 La barrera hematoencefdlica (BHE) en vertebrados.

La barrera hematoencefidlica (BHE) es una estructura compleja constituida
principalmente por células endoteliales de la red capilar del sistema nervioso central
(SNC), cuyas funciones son la proteccion del cerebro y el transporte selectivo de la red
capilar al parénquima cerebral. Para ello la BHE actia como una barrera fisica,
metabolica y de transporte que regula selectivamente: la entrada de nutrientes, la salida
de moléculas téxicas, mantiene el equilibrio i6nico y proporciona un ambiente 6ptimo
para llevar a cabo las funciones neuronales.185186,187

Desde el punto de vista morfolégico, la BHE de los vertebrados es una formacién densa
de células endoteliales que recubre los capilares del cerebro. Se caracteriza porque cada
borde celular esta intimamente unido a la célula adyacente, formando lo que se
denominan uniones estrechas intercelulares, que hacen impermeable a la pared interna
del capilar. Ademas, la BHE esta cubierta por una matriz extracelular, la ldmina basal
abluminal y los pericitos, asi como terminaciones neuronales y prolongaciones de los
astrocitos perivasculares.185188-190 (Figura 39)

Pericitos
Uniones estrechas

Figura 39. Anatomia de la barrera hematoencefalica en vertebrados. A. Cerebro humano con los
microcapilares. B. Composicion de la BHE en vertebrados.

Las uniones estrechas (TJ, Tight Junction) presentes entre las células endoteliales
adyacentes son las responsables del funcionamiento como barrera fisica de la BHE,
encargandose, de controlar el transporte paracelular o difusiéon de moléculas pequefias
(por ejemplo: moléculas gaseosas como el COz y O, iones, agentes lipofilicos), entre el
compartimento humoral e intersticial del SNC. El sellado del endotelio se asocia a la
formacién de intrincados complejos entre proteinas de membrana (claudinas, ocludina y
molécula de adhesién de la unién-1) con otras proteinas citoplasmaticas accesorias
(proteinas de la zonula occludens, Z0-1 y Z0-2, cingulina, afadina, AF-6, y 7H6). Estos
estdn vinculados con el citoesqueleto de actina, formando asi intimas conexiones
intercelulares (Figura 40).186
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Uniones estrechas

Figura 40. Esquema de la BHE con las uniones estrechas, las cuales estidn compuestas
principalmente por claudinas y ocludinas.

El papel del BHE como barrera metabolica es controlado por diferentes enzimas, tales
como proteasas, nucleotidasas, citocromo P450, oxidasas, entre otras, las cuales
metabolizan las moléculas en transito.186

Por ultimo, el rol de BHE como barrera de transporte se debe a la expresion y
localizacion polarizada de transportadores que involucran diferentes mecanismos y que
regulan el paso de soluto. 3186191-193 E] transporte de moléculas a través de la BHE es
controlado de forma bidireccional e intervienen diferentes mecanismos de transporte
entre los que se encuentran (Figura 41):

* El transporte mediado por lipidos o difusion transcelular, en especial para
moléculas lipofilicas.44194

e El transporte mediado por proteinas transportadoras, estas ultimas transfieren
nutrientes, vitaminas y hormonas.189

e El transporte activo de salida que restringe la entrada de medicamentos y
moléculas exdgenas al cerebro. Dentro de este grupo se encuentran los
transportadores ABC (ATP Binding Cassette) dependientes de energia, tales como
la glicoproteina P-1 (P-gp) o las proteinas con resistencia asociada a
multifarmacos (MRP, Multidrug Resistance-associated Protein family). Estos
transportadores son proteinas transmembranales que utilizan la hidroélisis del
adenosina trifosfato (ATP) para translocar solutos a través de la membrana en
los mamiferos.3192195196 También, existe otra clase de transportadores no
dependientes de energia, que son miembros de la familia génica de
transportadores de soluto (SLC, Solute Carrier) e incluye transportadores i6nicos
organicos (OATP, Organic Anion-Transporting Polypeptide y OAT, Organic Anion
Transporter).197

e El transporte mediado por adsorciéon para moléculas catidénicas, que es un
mecanismo poco especifico en comparacion a la transcitosis por receptor.198-202

e El transporte mediado por receptores, los cuales son expresados por las células
endoteliales y las terminaciones de los astrocitos de los capilares del cerebro y
facilitan el transporte de macromoléculas en el cerebro. En este grupo se
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encuentran los receptores de transferrina (TfR), de insulina, de la lipoproteina de
baja densidad (LDLR, Low density Lipoprotein Receptor) y los receptores de las
proteinas 1 y 2 relacionadas con la lipoproteina de baja densidad (Low-density
lipoprotein related proteins 1 and 2 receptors , LRP1 y LRP2 ), entre otros.#4201,203
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Figura 41. Principales mecanismos de transporte para atravesar la BHE de vertebrados.

3.1.2 Importancia de la BHE en aplicaciones terapéuticas.

En los mamiferos, la BHE protege al cerebro de organismos patogénicos, de moléculas
toxicas y también de su propio sistema inmune. La disfuncién de la BHE o la alteracion
en los sistemas de transporte asociados a la misma, se han detectado en pacientes que
sufren desordenes neurolégicos como esclerosis multiple, Alzheimer, encefalitis,
meningitis bacterial, edema y trauma cerebral.188,190,204,205

Los cambios evolutivos que ha tenido la BHE de los organismos invertebrados a
vertebrados aseguran la funcién de homeostasis del cerebro,20¢ pero a su vez, son un
gran impedimento para la entrada de moléculas terapéuticas en este drgano,
convirtiéndose en un obstdculo para el tratamiento de enfermedades
neuronales.188204207 De todos los farmacos neurolégicos estudiados, el 98-100% de las
moléculas pequefias y también las de mayor tamafio como los neuropéptidos (péptidos
recombinantes, proteinas, fArmacos basados en RNA de interferencia y terapia génica)
no atraviesan la BHE.197.202

Actualmente, existen diferentes modelos desarrollados para realizar una estimacién de
la permeabilidad de la BHE frente a una gran variedad de moléculas, aunque la mayoria
presentan ciertas desventajas. Por ejemplo, los modelos in vitro de BHE que se basan en
el cultivo de células endoteliales de los microcapilares del cerebro bovino (BBMEC,
Bovine Brain Microvessel Endothelial Cell)2%% o en el co-cultivo de estas junto a células
gliales, comunmente astrocitos. Estos ensayos se utilizan para estudiar las propiedades
de transporte y fisiologia de la BHE, mas que como una técnica de cribado de alto
rendimiento (HTS, High throughtput screenning) debido a su complejidad técnica y a su
baja correlacién con los ensayos in vivo.209

109



La correlacidon baja entre los resultados de modelos in vitro e in vivo, demuestra que
existen otros factores que influyen en la permeabilidad y distribucién de los compuestos
en el cerebro in vivo. Factores como la unién a proteinas, el flujo sanguineo, la
estabilidad metabdlica, la lipofilicidad del compuesto a ensayar, asi como la afinidad a
transportadores expresados en la BHE, se tienen en cuenta al realizar una prediccién en
un experimento in vivo.210 Todo esto sugiere que todavia no se dispone de un modelo in
vitro, con capacidad para predecir lo que ocurre en condiciones in vivo.299 Aunque los
modelos in vitro no pueden reemplazar un modelo in vivo, son una herramienta
complementaria para ayudar a la adquisicién de nuevo conocimiento y facilitar el
descubrimiento de farmacos con potencial capacidad de atravesar al BHE.211

Por otra parte, existen otras técnicas para estudiar la BHE y que no requieren la
utilizacién de células tales como el ensayo de permeabilidad en membranas artificiales
paralelas (PAMPA, Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) y la cromatografia de
membrana artificial inmovilizada (IAM, Immovilized Artificial Membrane). En estas
técnicas se intenta mimetizar el ambiente de la membrana lipidica presente en las
células vivas,211 permitiendo una estimacidon eficaz de la permeabilidad pasiva del
compuesto,29? pero carecen de propiedades que reflejen los sistemas de transporte
activo o las transformaciones metabdlicas que los farmacos pueden sufrir al atravesar la
BHE in vivo.

También se utilizan los modelos in silico que se basan en la simulacién por ordenador
(disefio de farmacos basados en la estructura asistido por ordenador). El principal
atractivo de esta estrategia, es su potencial para acelerar el descubrimiento de farmacos,
con una prediccion tedrica de la eficacia y la biodisponibilidad de nuevas moléculas en
relaciéon con la permeabilidad de la BHE. Este proceso de prediccién se fundamenta en
parametros fisicoquimicos y se considera una herramienta util en la etapa inicial,
acelerando el desarrollo de los procesos de busqueda de una molécula potencialmente
activa (hit) de forma efectiva, pero no pueden ser utilizados para predecir la distribucion
de un compuesto en el cerebro.211

El uso de ratones manipulados genéticamente como modelos in vivo para estudiar la
BHE, han demostrado el papel fundamental de los transportadores y las uniones
estrechas de la BHE en el transporte a través de esta.?12 Ademas, el uso de modelos in
vivo actualmente no permite determinar cuantitativamente si un farmaco atraviesa o no
la BHE a tiempo real, necesitando el sacrificio del animal a un tiempo determinado para
analizar entonces el contenido del compuesto en estudio en el cerebro vs plasma u otros
organos. Estos estudios evidencian que los cribados farmacologicos de alto rendimiento
(HTS) de grandes bibliotecas no resultan experimentalmente viables, debido a su
elevado coste y a la complejidad experimental de los ensayos a realizar.213

Desde el punto de vista de la industria farmacéutica, poder disponer de métodos que
permitan realizar HTS de modo que permitan para determinar la capacidad de atravesar
la BHE de un nimero grande de compuestos, es un hecho que impulsa el desarrollo de
nuevos modelos para estudiar la BHE. En los ultimos afios, la mosca de la fruta,
Drosophila melanogaster y el saltamonte, Locusta migratoria se han convertido en
atractivos modelos in vivo para estudiar la permeabilidad de la BHE mediante HTS,
debido a las similitudes que presentan con las uniones estrechas presentes en
vertebrados.187.213-216
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A pesar del progreso de modelos in vitro, in silico e in vivo para estudiar y predecir la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, continta siendo un reto la busqueda de
modelos in vivo que sean sencillos, econémicos y no requieran largos periodos de
tiempo de experimentacidn, para que resulten ttiles en la fase inicial del descubrimiento
de farmacos.186.187

3.1.3 Drosophila melanogaster como modelo para estudiar la permeabilidad de la
barrera hematoencefdlica (BHE).

Drosophila melanogaster se utiliza como modelo animal alternativo de acuerdo al
principio 3R (reduccién, reemplazamiento y refinamiento) en investigaciones
biomédicas, principalmente para estudios de toxicologia2l7218 y enfermedades
humanas?19.220.221 y ademas ha sido recomendado por el ECVAM (European Centre for
the Validation of Alternative Methods) para la validacion de métodos alternativos.218.222

El genoma de Drosophila es relativamente pequefio y contiene aproximadamente 13.500
genes, de los cuales el 70% de los fragmentos de lectura abierta (ORF, open reading
frame) son homdlogos a los humanos.213223 Es un modelo en el que se puede combinar
herramientas de genética molecular, genémica, quimica biolégica y fisiologia integrativa.
A diferencia de los vertebrados, el sistema circulatorio es abierto, de manera que la
hemolinfa fluye a través de todo el cuerpo e irriga los 6rganos externamente.

En general, el modelo in vivo que utiliza a Drosophila melanogaster para estudiar la
fisiologia y la funcion de la BHE presenta las siguientes caracteristicas:

e La BHE de Drosophila esta formada principalmente por dos capas celulares, la glia
perineural (GP) mdas externa y la glia subperineural (entre la GP y el SNC).
Ademas es topoldgicamente mas simple que la BHE de los vertebrados (Figura
42). La principal funcién de la BHE en este insecto es proteger a las neuronas de
la alta concentracién de iones potasio de la hemolinfa, para evitar la
despolarizacion de las neuronas y proteger el sistema nervioso.224 Por otra parte,
Drosophila presenta dos capas de glia analogas, fenestrada y pseudocartucho, que
mantienen la barrera entre la retina y la hemolinfa o barrera hemato-ocular
(BHO).213

e A nivel estructural, la BHE de Drosophila comparte caracteristicas con la de los
vertebrados. En particular, la glia subperineural (SPG) presenta un complejo
sistema de uniones homotopicas o uniones septadas (S], Septate Junctions)
localizadas lateralmente entre células adyacentes, andlogas a las uniones
estrechas de los vertebrados, que crean una barrera de difusiéon paracelular
(Figura 42).225-227 A nivel molecular, las proteinas que componen estas uniones
septadas (SJ) son homologas a las proteinas de los vertebrados que componen las
uniones estrechas. El rompimiento de las S] genera defectos en la funcién de la
BHE de Drosophila (Figura 43).227-230
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Figura 42. Anatomia de la barrera hematoencefélica en Drosophila melanogaster. A. Cerebro B.
Ampliacién de una seccion de la BHE que rodea el cerebro y lo separa de la hemolinfa.
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Figura 43. Uniones septadas en la glia subperineural de Drosophila melanogaster.

Drosophila tiene transportadores xenobidticos pertenecientes a la familia de
transportadores dependientes de ATP (ABC) y de soluto, que participan en el
transporte activo de los farmacos entre los compartimentos biolégicos. Por
ejemplo, el Mdr65 presente en Drosophila, es homologo al MDR1/Pgp humano, el
cual constituye uno de los principales transportadores ABC de los vertebrados. El
Mdr65 esta localizado en la SPG y juega un papel importante en la proteccién
quimica del cerebro de Drosophila.231

También Drosophila posee otros dos tipos de transportadores de xenobidticos:
OATP58Dc y OATP74D. Estos son homoélogos de proteinas que transportan
aniones organicos en vertebrados (OATPs).232 Por ejemplo, se ha demostrado que
OATP58Dc estd implicado en el mantenimiento de la barrera quimica frente a la
entrada de fluoresceina en el cerebro.
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e A nivel metodoldgico, existen herramientas disponibles para marcar de modo
fluorescente la BHE en Drosophila, que hacen posible estudiar la distribucién de
los farmacos a través de la membrana hematoencefalica al cerebro. Estas
herramientas abarcan desde la inyeccion de fluor6foros en el abdomen para que
queden retenidos en la BHE, el uso de anticuerpos especificos para
inmunohistoquimica, la generacion de mutantes que expresen proteinas que se
encuentren en la BHE convenientemente modificadas con una GFP o mutantes
similares, que contengan la supresion o sobreexpresion de proteinas especificas
que regulan el funcionamiento de la BHE.233-234

Los resultados de los estudios ultraestructurales de Drosophila sobre la glia y las
uniones septadas,?2¢ acerca de la fisiologia de la barrera y la identificacién de
poblaciones celulares responsables de la formacidn de estas uniones, han contribuido a
que se desarrollen nuevas metodologias que utilizan Drosophila como sistema modelo in
vivo, para estudiar la permeabilidad de las membranas frente a fluoréforos?13 El
desarrollo de nuevos fenotipos mutantes que carecen de una propiedad funcional de la
BHE, constituye una importante aportacion al modelo, permitiendo descifrar aspectos
relacionados con la fisiologia de la BHE.213,227-235

Diferentes mutantes de Drosophila melanogaster (NeuroxinlV, coracle, gmc, nervana 2,
Neuroglian, contactin, sinuos, megatrachea) expresan fenotipos que son permeables a los
dextranos, ya que los genes mutados son importantes en el desarrollo de las uniones
septadas, lo que conduce a una reduccidn en la funcién barrera.23>

Bainton y cols.?8 identificaron el gen moody en un cribado genético de mutantes
Drosophila (mutante white), utilizando técnicas de permeabilidad de fluoréforos, el cual
codifica dos tipos de receptores que se acoplan a la proteina G (GPCRs). Las proteinas
Moody-o y Moody-f, se expresan en la superficie de la glia que rodea el sistema nervioso
en la mosca adulta y se requieren en forma activa para mantener la integridad de la BHE.
Estas también se expresan en la capa de células localizadas entre el cerebro y la retina y
es conocido que estas células forman parte de la glia pseudocartucho, la cual se ha
demostrado que forma parte de la BHE en los dipteros.?8

El mutante white de Drosophila melanogaster se utilizo para estudiar la permeabilidad
de fluoréforos frente a la BHE. La razén es que la eliminacién de los pigmentos retinales
oscuros en este tipo de mosca, mejora la visibilidad de los fluoréforos inyectados y
bloquea la dispersion de la luz.%8

En los mutantes moody (AC17moody Null) se ha perdido por completo la funcién del gen
moody, por lo que no expresan las proteinas Moody-o. y Moody-.98 Esta mutacién
resulta letal, tan solo aproximadamente el 1% de la hembras homocigotos y los machos
heterocigotos alcanzan la edad adulta. Las moscas que sobreviven presentan defectos en
las habilidades motoras y un tiempo de vida mas corto como adultas.

En 2008 Stork y cols.235> caracterizaron las diferentes capas de glia en la superficie del

SNC en embriones y larvas de tercer estadio, a través del analisis en el microscopio

electronico, de experimentos de permeabilidad con dextrano y diferentes mutantes con

distintos marcadores celulares. Los resultados de este estudio indican que la funcién

principal de la BHE esta mediada por la uniones septadas formadas por las células de la

glia subperineural, mientras que las células que forman parte de la glia perineural y la
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lamela neural contribuyen a la barrera selectiva frente a las moléculas de elevado peso
molecular.23>

Moody-Gal4 es otra linea de mosca mutante que se utiliza para estudios in vivo. En este
tipo de mosca, el activador transcripcional Gal4 se coloca bajo el control del promotor de
la transcripcion de Moody para producir un patron de expresion Gal4 especifico para la
capa de glia subperineural, la GFP marca el correceptor CD8 (CD-GFP) presente en la
membrana de las células de la SPG, en este tipo de moscas la funciéon BHE no esta
alterada.235236

Por otra parte, se han utilizado metodologias de permeabilidad con diferentes
fluoréforos o conjugados (fluoresceina (FITC), rodamina 123 (Rho 123), Texas rojo
dextrano (TR-Dextrano), prazosina-BODIPY) en diferentes mutantes, para estudiar el
transportador Mdr65, homologo al transportados ABC humano.231

Ademas, se han desarrollado metodologias en las cuales se inyectan fluoréforos en el
abdomen para luego observar la fluorescencia de las retinas a tiempo real, y
posteriomente determinar la intensidad de fluorescencia en cerebros disectados de las
moscas inoculadas, como un procedimiento para identificar las caracteristicas
fisioldgicas de la glia y evaluar el paso de los xenobidticos a través de la BHO y la BHE en
adultos de Drosophila melanogaster.213.237 Estas metodologias utilizando fluor6foros han
contribuido también al estudio de la fisiologia de transportadores de aniones organicos
(OATP58Dc) a través de la BHE.232 La similitud en la composicién de la BHO con la BHE
en Drosophila melanogaster permite establecer un método en el cual mediante la
observacion de la fluorescencia del ojo de moscas inoculadas con compuestos marcados
con una sonda fluorescente se pueda determinar la entrada en cerebro.

3.1.4 Péptidos como transportadores de moléculas terapéuticas al cerebro.

Como se mencion6 anteriormente, existen diferentes sistemas de transporte mediante
los cuales las moléculas terapéuticas pueden atravesar la BHE. El estudio de estos
mecanismos favorece el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos que faciliten la
entrada al cerebro sacando partido de uno los mecanismos planteados, aumentando asi
su potencial farmacolégico.238

En los ultimos afios los péptidos han emergido como potenciales transportadores a
través de la BHE. Concretamente, se han desarrollado tres estrategias fundamentales
para favorecer la entrada en cerebro de distintos tipos de moléculas: (a) procedimientos
invasivos como la administraciéon directa intraventricular de farmacos, mediante el uso
de catéter ventricular implantado quirtrgicamente, asi como la alteracion temporal de la
BHE mediante la infusion intracarétida de soluciones sobresaturadas, (b) estrategias
farmacolégicas basadas en el incremento de la solubilidad lipidica de compuestos
hidrofilicos como péptidos y proteinas, incrementando la lipofilicidad de las moléculas
via modificacién quimica o mediante la inclusién del compuesto en pequefios liposomas
y (c) estrategias fisiolégicas que explotan distintos mecanismos de transporte de la BHE,
los cuales han sido caracterizados para nutrientes, hormonas peptidicas y no peptidicas,
asi como para el transporte de proteinas.202.239
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Algunos péptidos son capaces de aprovechar mecanismos de transporte de la BHE como
la transcitosis por adsorcion y la transcitosis mediada por receptores para entrar en el
cerebro. El primero, es un mecanismo dependiente de energia que ocurre gracias a la
interaccion electrostatica entre las cargas positivas de la molécula y las cargas negativas
de la superficie de la membrana.24? Este tipo de mecanismo involucra la endocitosis
mediante vesiculas de compuestos con carga, similar al mecanismo de transporte por
receptores, pero sin ser un mecanismo especifico. En el caso de los péptidos, parametros
como la estructura del extremo C-terminal y el caracter basico de la molécula,
determinaron su entrada en las células endoteliales de cerebro bovino.199.201 Ademas, al
aumentar el caracter cationico de péptidos y proteinas se generan entidades capaces de
atravesar la BHE mediante este mecanismo, el cual, a diferencia del transporte mediado
por receptores, presenta saturacion a concentraciones altas.199.200

En la transcitosis mediada por receptores, las células endoteliales de los capilares del
cerebro expresan receptores que facilitan el transporte de macromoléculas. Este
proceso involucra la uniéon de un ligando a un receptor de membrana concreto en la
superficie de las células endoteliales del cerebro. Luego, este complejo ligando-receptor
es endocitado y la vesicula endosomal lo transporta a los lisosomas o al citoplasma, para
que ocurra la exocitosis en la membrana abluminal del parenquima cerebral.#4201,241,242
En general, este mecanismo, permite la entrada al cerebro de moléculas de mayor
tamafio y diferente complejidad estructural como péptidos, proteinas, anticuerpos,
liposomas y nanoparticulas, y ademas podria asistir la entrada de particulas pequeiias,
sin importar si son o no lipofilicas.44242

La BHE contiene receptores que permiten la entrada de distintos tipos de ligandos. Entre
los receptores mas importantes se encuentran la transferrina, la insulina, la leptina, el
factor de crecimiento semejante a la insulina, las lipoproteinas de baja densidad (LDL,
low density lipoprotein), la toxina difteria, entre otros. El estudio de estos receptores y su
relaciéon con la BHE es primordial para el desarrollo de nuevas entidades capaces de
atravesar, como sus ligandos naturales, la BHE.197

Por otra parte, solo existen dos estudios previos que han explorado a Drosophila como
modelo en el estudio de la capacidad de compuestos peptidico para atravesar la
BHE.214215 Sarantseva y cols.214 desarrollaron una metodologia en la cual utilizaron
compuestos como la Penetratina (pAntp 43-58) y Cog133 unidos a biotina e inyectados
por via abdominal en Drosophila melanogaster, para estudiar la permeabilidad de la
BHE. Los resultados obtenidos demostraron que estos compuestos atravesaron la BHE
de este insecto, a diferencia de los controles negativos pAntp rev (58-43) y pAntp (41-
55).214

Posteriormente, utilizando la misma metodologia, se demostré6 que el péptido
Penetratina (pAntp), dendrimeros de homolisinas (D5) y el conjugado D5-U2AF
presentaron capacidad de atravesar la BHE de Drosophila melanogaster. El péptido U2AF
es un fragmento de la hormona de crecimiento humano que no puede atravesar la BHE.
La mayor coloracion se detecté con el péptido penetratina biotinilado, que se acumul6
principalmente en las células nerviosas y neuropilo. El dendrimero D5 y el conjugado
D5-U2AF se distribuyeron principalmente en las células nerviosas del cerebro y
ligeramente en el neuropilo.z15
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El estado del arte de la tematica analizada demuestra que, a pesar de todos los estudios
realizados, continda siendo importante la busqueda tanto de moléculas con potencial
capacidad para atravesar la BHE, como de un modelo viable cientifica y
econdmicamente, que permita determinar la capacidad real de cualquier entidad
quimica para atravesar dicha barrera. Teniendo en cuenta los resultados promisorios de
los estudios realizados en Drosophila melanogaster,213.231.237 |3 finalidad de este capitulo
es disefiar y poner a punto un método para estudiar la permeabilidad de la BHE,
utilizando Drosophila melanogaster mutante white (w-iso y moody) como modelo y
péptidos conocidos, como controles para validarlo. Este nuevo método parte de la
similitud en su composiciéon de la BHO y la BHE en Drosophila melanogaster, hecho que
podria permitir una determinacidon de la capacidad de atravesar la BHE de distintos
compuestos, mediante la observaciéon de la fluorescencia de la retina de moscas
inoculadas con estos, marcados con una sonda fluorescente. Adicionalmente, se
sintetizaran y-péptidos con capacidad de atravesar membranas probados en capitulos
anteriores y se determinara su capacidad de atravesar la BHE utilizando este modelo.
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Objetivo

Validar Drosophila melanogaster como modelo para estudiar la permeabilidad de la BHE
frente a diferentes péptidos y establecer la capacidad de entrada de los mismos, asi
como de y-péptidos seleccionados.

Objetivos especificos

e Seleccionar y sintetizar péptidos con capacidad de atravesar la BHE por distintos
mecanismos, para utilizarlos como péptidos control en el ensayo de
permeabilidad de la BHE con Drosophila melanogaster.

e Seleccionar y sintetizar siete y- péptidos representativos de la quimioteca para
utilizarlos en el ensayo de permeabilidad de 1a BHE con Drosophila melanogaster.

e Realizar estudios de epifluorescencia utilizando Drosophila melanogaster
inoculadas con todos los péptidos sintetizados para establecer distintos
parametros del ensayo.

e Desarrollar una metodologia de microscopia confocal de barrido de laser para
estudiar la permeabilidad de la BHE del modelo Drosophila melanogaster frente a
los diferentes péptidos sintetizados, asi como la distribucién espacial de estos
compuestos en el interior de la retina.

e Establecer la capacidad de entrada a través de la BHE en Drosophila melanogaster
de los distintos péptidos. Confirmar la entrada en cerebro de un péptido
seleccionado, mediante la realizacion de un estudio de microscopia confocal de
cerebro disectado de Drosophila melanogaster previamente inoculada con el
mismo.

117



3.2 Resultados

Como mencionamos anteriormente, Bainton y cols.?8:213.231,237 ytilizaron imagenes in vivo
en tiempo real (epifluorescencia y microscopia confocal) de la retina de Drosophila,
como herramienta novedosa para identificar las caracteristicas fisiolégicas de la BHE,
extrapolando sus resultados a lo que probablemente ocurre en la BHE de los
vertebrados. Basandonos en esta metodologia, en nuestro trabajo diseflamos una serie
de experimentos utilizando Drosophila melanogaster: mutante white w1118, w-iso, moody
y moody-Gal4, para validar dicho procedimiento como método de cribado, pero que
ademas, permita estudiar la capacidad potencial de compuestos activos como los
péptidos, para atravesar la BHE de Drosophila.

Para realizar este estudio se seleccionaron y se sintetizaron varios péptidos modelo con
reconocida capacidad de atravesar o no la BHE (controles positivos o negativos), asi
como 7 y-péptidos con aptitudes para atravesar membranas celulares de distintos tipos.

3.2.1 Péptidos modelos y ypéptidos

Se seleccionaron varios péptidos modelos representativos para los distintos
mecanismos de entrada, basandonos en trabajos previos descritos en la literatura (Tabla
15). Todos los péptidos modelos seleccionados han sido estudiados en modelos in vitro e
in vivo frente a la BHE de vertebrados. Segun la bibliografia consultada, todos atraviesan
en menor o mayor grado la BHE.

Péptido y secuencia Mecanismos de transporte en BHE Ref.

Péptido RGV Transporte por receptor: acetilcolina y  243-247
H-YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNG- NH, GABA.
Endocitosis via caveola y clatrina.

Péptidos que se unen al receptor de Interactian con el receptor de la 2482

transferrina transferrina pero en un sitio diferente
H-HAIYPRH-NH; (pTf-1) del ligando natural (la transferrina)
H-THRPPMWSPVWP-NH; (pTf-2)

Angiopep-2 Transporte por receptor: transcitosis 250-252
H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-NH; mediada por el receptor de la Proteina 1
Angiopep-7 relacionada de la lipoproteina de baja
H-TFFYGGSRGRRNNFRTEEY-NH; densidad. Entra al cerebro de ratones,

en una proporcibn mas baja en
comparacion que el Angiopep-2

Tat Transporte mediado por adsorcion. 24,119,253,

H-RRRQRRKKRG-NH; Se desconoce el mecanismo de entrada 2**
especifico a través de la BHE

Penetratina (pAntp). Transporte mediado por adsorcidn. 114,214,

H-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH; Se desconoce el mecanismo de entrada 2*°

especifico a través de la BHE

Tabla 15. Péptidos modelos seleccionados y sintetizados para ser utilizados como controles.

Ademas de los péptidos modelos, se seleccionaron 6 y-péptidos, miembros de la libreria
previamente sintetizada y evaluada su capacidad como CPPs en nuestro grupo de
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investigacion (Figura 44).4% Se seleccionaron los péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7, CF-Gp-10 y
CF-Gp-11 que mostraron una elevadad capacidad para atravesar la membrana celular
en experimentos in vitro realizados con células HeLa (ver Capitulo 1, Resultados y
Discusion). Ademas, los péptidos CF-Gp-10 y el CF-Gp-11 mostraron aptitudes para
atravesar la membrana celular de Leishmania donovani (ver Capitulo 2, Resultados y
Discusidén). Considerando su estructura primaria, los y-péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7, CF-
Gp-10 y CF-Gp-11 presentan un alto contenido de cargas positivas. Mientras que los
péptidos CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-11 contienen grupos guanidinios, el péptido CF-Gp-
7 presenta aminas cuaternarias en toda la secuencia peptidica, como consecuencia de las
N-metilaciones de la amina terciaria de cada mondmero que compone la secuencia. La N-
metilacion es una modificacién quimica que aumenta la lipofilicidad, reduce la capacidad
de formar puentes de hidrégeno e incrementa la difusiéon a través de la membrana.256
Ademas, esta modificacibn mejora la estabilidad metabdlica y la permeabilidad
intestinal.257 También se escogieron los péptidos CF-Gp-3 y CF-Gp-9, los cuales
practicamente no atravesaron la membrana citoplasmatica de células HeLa.>0

Para llevar a cabo los estudios de imagenes en tiempo real, todos los péptidos
seleccionados se conjugaron a la CF (Figura 44).
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Figura 44. y-péptidos seleccionados y sintetizados para estudiar la permeabilidad a través de la
BHE.

Los péptidos modelos y los y-péptidos, todos marcados con sondas fluorescentes, fueron
sintetizados en fase solida utilizando la estrategia Fmoc/tBu o Fmoc/Boc,
respetivamente. En todos los casos se purificaron mediante RP-HPLC acoplado a masas y
se utilizaron con una pureza superior a 95%. Las cantidades a inyectar para cada
péptido se estandarizé utilizando las rectas de calibracion elaboradas para el fluoréforo
(Materiales y Métodos).

3.2.2 Estudios de Epifluorescencia

La epifluorescencia es una herramienta que utilizamos como primera aproximacién,
para estudiar de modo cualitativo la capacidad de permeabilidad de la BHE frente a las
entidades quimicas ensayadas. Las imagenes de epifluorescencia integran toda la luz
transmitida en dos dimensiones, de tal forma que se pierde la resolucién espacial para
delinear los diferentes espacios anatomicos dentro del o0jo.213 Los estudios de
epifluorescencia se realizaron utilizando moscas de la linea white w118 y los péptidos
RGV, pTf-1, pTf-2, Angiopep-2, Angiopep-7, CF-Tat, pAntp conjugados a CF, asi como
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los y-péptidos (CF-Gp-4, CF-Gp-7, CF-Gp-10, CF-Gp11), todos disueltos en tampoén
fosfato libre de Mg2+ y Ca2* (pH 8.2). Se inyecté cada compuesto (200 nL a una
concentraccion de 0,7 mM) en 20 moscas via abdominal y se observaron con la lupa
fluorescente, determinando en cuantas de ellas se detecta sefial fluorescente en la retina
(Figura 45). La localizacion diferencial de la fluorescencia en la retina, resulté indicativo
de cuales de los péptidos marcados con CF eran capaces de atravesar la BHE, en
comparacién con las retinas de las moscas inyectadas s6lo con la CF (Figura 45).

Los resultados obtenidos (Figura 45, parte II) mostraron que a las 4 h post-inoculacién,
un 95% de las moscas inyectadas con los péptidos CF-RGV y CF-Tat presentaron zonas
de fluorescencia en la retina. Por otra parte, sdlo presentaron fluorescencia en la retina
el 45 y 30% de las moscas inyectadas con los péptidos CF-Angiopep-2 y CF-Angiopep-
7, respectivamente. Estos ultimos resultados, podrian estar relacionados no solo con las
propiedades de estos péptidos, sino también con la baja solubilidad que presentaron
estos en el tampoén utilizado.
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Figura 45. I. Imagenes de las retinas de Drosophila melanogaster white (w!118) inoculadas con
los péptidos control y los y- péptidos: A. CF-RGV , B. CF-Tat C. CF-Gp-7, D. CF-Gp-10, E. CF. Las
imagenes fueron tomadas 4 h post-inyeccién. II. Porcentaje de Drosophila melanogaster white
(w?118) que presentaron fluorescencia en la retina con 4 h post-inoculacién. Los controles se
corresponden con el estudio de las moscas inoculadas con CF y con CF con un 3% DMSO, este
ultimo control se utiliz6 para disolver los péptidos con baja solubilidad como fueron CF-
Angiopep-2, CF-Angiopep-7 y CF-pTf-2

En cuanto a los y—péptidos, se observd que el péptido CF-Gp-7 y los representantes de la

familia de homoguanidilados, como los péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11, tuvieron la

capacidad de llegar hasta la retina de Drosophila en porcentajes similares
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(aproximadanente 95%) a los péptidos control CF-RGV y CF-Tat (Figura 45). También
se encontr6 que las moscas inyectadas con el péptido CF-Gp-4 no presentaron
fluorescencia en la retina, aunque este resultado podria deberse, como en el caso de los
angiopeps, a la baja solubilidad de este péptido en el tampdn utilizado.

Con el fin de determinar la posible toxicidad de los compuestos ensayados en
Drosophila melanogaster in vivo, se registro el nimero de moscas vivas a las 4 h después
de la inoculacién (Figura 46). La tasa de supervivencia de las moscas inyectadas con el
tampodn utilizado para disolver los péptidos, refleja que entre 15% y el 25% de la
mortalidad se debe a efectos de la manipulaciéon durante la inyeccién. En general, los
péptidos ensayados no influyeron en la supervivencia de las moscas a la concentraccion
utilizada, con excepcion de las moscas inoculadas con los péptidos CF-Angiopep-7 y CF-

pTf-2 que presentaron tasas de superviencia mas bajas, del 57 y 43%, respectivamente.
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Figura 46. Tasa de supervivencia de Drosophila melanogaster white (w!118) a 4 h post-
inoculacién con los péptidos control y los y-péptidos. Los péptidos fueron inyectados en la
regiéon abdominal. Cada péptido se inyect6 en 20 moscas adultas.

Con el fin de profundizar en los resultados e intentar definir la capacidad de entrada de
cada péptido en el cerebro se realizaron nuevos estudios de epifluorescencia con dos
lineas de Drosophila melanogaster, 1a w-iso y la moody (moody Null). Como mencionamos
anteriormente (Introduccién, ep. 3.1.3), las moscas moody presentan la BHO y la BHE
afectadas, especificamente en las uniones septadas, favoreciendo la permeabilidad
paracelular, con lo que se pueden considerar controles claramente positivos. Las
moscas w-iso son mutantes white con la retina no pigmentada, sin ninguna modificacién
adicional por lo que preservan intacta la BHE. Este tipo de moscas fue seleccionado para
corroborar el resultado obtenido con las moscas w118,

Todos los péptidos y la CF, se disolvieron en agua, con el fin de determinar el efecto del
tampoén en la superviviencia de las moscas inoculadas y se inyectaron en 15 moscas de
cada linea por compuesto, para ser observadas con la lupa fluorescente a las 2 h post-
inoculacién (Figura 47) y determinar cuantas presentaron fluorescencia en la retina
(Figura 48). Se decidi6 estudiar las moscas a las 2 h post-inoculacién, ya que
experimentos preliminares mostraron que la observacion a las 2 h era mas clara que a
las 4 h post-inoculacion.

121



Las imagenes obtenidas (Figura 47) permitieron visualizar y determinar las moscas
inoculadas en las que no se observaba fluorescencia retinal (Figura 47, A), asi como
aquellas en las que se observaba de manera evidente la sefial de fluorescencia en la
retina (Figura 47, B-H). Las imagenes obtenidas de los cuerpos (Figura 47, 1 y ])
permitieron confirmar si la inyeccién de los compuestos fue correcta y descartar
aquellas imagenes correspondientes a errores experimentales en el proceso de
inoculacion.

El analisis de las imagenes de la retina de todas las moscas inoculadas por cada
compuesto, nos permitié determinar el porcentaje de aquellas que presentaron retina
fluorescente (Figura 48). Como se esperaba, entre un 80-100% de las moscas moody
inyectadas presentaron una clara sefal fluorescente, excepto aquellas inoculadas con el
péptido CF-Gp-4 que presentaron retina fluorescente en un 64% del conjunto inyectado
con el mismo. En las moscas w-iso los resultados mostraron variabilidad dependiendo
del compuesto inoculado. Los péptidos CF-Angiopep-2, CF-Angiopep-7, CF-pTf-1, CF-
pTf-2, CF-RGV, CF-Tat, CF-Gp-3, CF-Gp-7, CF-Gp-10, y CF-Gp-11, presentaron
resultados similares a aquellos obtenidos para la linea moody inoculada con el mismo
compuesto (80-100%). La presencia de fluorescencia retinal en las moscas w-iso
inyectadas resulté mas baja para la CF y para los péptidos CF-Gp-4, CF-pAntp y CF-Gp-
9, siendo del 40%, 46%, 57% y 64%, respectivamente (Figura 48).

Figura 47. I. Imagenes de las retinas de Drosophila melanogaster w-iso y moody inyectadas con
CF (A, B), CF-pTf-2 (C, D) y los y- péptidos: CF-Gp-10 (E, F), CF-Gp-11 (G, H). II Imagenes de
moscas w-iso (H) y moody (J) inyectadas con CF, las cuales fueron tomadas 2 h post-inyeccion.
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Figura 48. Porcentaje de Drosophila melanogaster w-iso y moody que presentaron fluorescencia
en la retina a las 2 h post-inoculacion.

Simultaneamente a los estudios de epifluorescencia, se determinaron los porcentajes de
supervivencia de las moscas a las 2 horas de inyectar cada compuesto, obteniendo en
todos los casos, porcentajes de supervivencia superiores al 80 %. Esto corrobora el
resultado previo (Figura 46), que indicaba que hasta un 25 % de la mortalidad podia
atribuirse a factores relacionados con la manipulacién o a la solucion utilizada para
disolver las muestras a inyectar.

A pesar de que los estudios de epifluorescencia permiten discernir entre compuestos
que entran en la retina con aquellos que no, las imagenes que generan son de dificil
interpretacion, generando dudas en aquellos compuestos en los que su entrada en la
retina no parece elevada. Con el objetivo de profundizar y a su vez complementar la
validacion del modelo Drosophila en el estudio de la potencial capacidad de los
compuestos para atravesar la BHE, se decidi6 buscar una métodologia de mayor
resoluciéon para la observacion de las retinas de las moscas inoculadas.

3.2.3 Microscopia confocal de barrido de laser.
3.2.3.1 Imdgenes retinales a tiempo real.

Para el estudio de microscopia confocal, se utilizaron 15 moscas post-inoculadas (2 h)
con los diferentes compuestos diluidos en agua (pH 7.2), las cuales fueron seleccionadas
mediante epifluorescencia.

Para poder estudiar mas detalladamente la entrada de los compuestos a evaluar en la

retina de Drosophila melanogaster y corroborar que la presencia de estos en la retina es

indicativo de su entrada en cerebro, se decidié estudiar las retinas de las moscas

inoculadas con los compuestos utilizando microscopia confocal de barrido de laser. A

diferencia de la epifluorescencia, la microscopia confocal de barrido de laser permite

obtener imagenes de planos a lo largo del eje Z, que posteriormente permiten una
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reconstruccion 3D de alta resolucion. Estos resultados no se pueden obtener mediante
epifluorescencia, ya que con esta técnica s6lo se captan imagenes que comprenden toda
la luz transmitida en dos dimensiones y que corresponden a un seccién gruesa
superficial. Este tipo de imagenes son de baja resolucion y nos permiten la
reconstruccion espacial que nos permitiria ver distintas partes de la retina.

Para una mejor comprension de los resultados que se muestran en este apartado, se
procede a realizar un breve descripciéon de la composicion del ojo de Drosophila
melanogaster. La retina de Drosophila melanogaster esta formada por 750-800 unidades
idénticas sensibles a la luz llamadas omatidios, los cuales se disponen en un patrén
hexagonal y regular. Cada omatidio estd compuesto por ocho células fotorreceptoras
(R1-R8), cuatro células del cono y dos células pigmentarias primarias ordenadas en un
patrén estereotipico. Estas unidades a su vez, estan rodeadas por células pigmentarias
primarias y secundarias (Figura 49).258.259

Cornea
Pseudocono

Células

del cono

Células
pigmentarias
terciarias

Rabdémeros
R7

Proceso
celular del
cono

Rabddémeros
R8

Pies terminales
de células del
cono

Axones

Figura 49. A. Omatidio de adulto y sus diferentes partes. B. Micrografia electrdénica seccion
longitudinal a través de un omatidio de adulto. (L) lente de la cdrnea, (psc) cavidad pseudocono,
(pc) células pigmentarias primarias, (cc) células del cono, (rb) rabdémeros; modificado de
Benerjee y cols.260

En la parte apical del omatidio, se encuentran las células del cono que producen una
secrecion extracelular llamado lente corneal (cérnea) y debajo de estas células, se
encuentra la cavidad del pseudocono (Figura 49) que aparece en el estadio pupal tardio.
Las células pigmentarias primarias que forman parte de las paredes del pseudocono
estdn cubiertas por microvellosidades que ayudan a la secrecién del lente. Las cuatro
células del cono actian como soporte del pseudocono y de la cubierta de los
rabdémeros de las células fotorreceptoras. Las células fotorreceptoras dirigen sus
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axones hacia el l6bulo 6ptico del cerebro, inervando los dos ganglios separados que la
componen, la ldmina y la médula (Figura 50).258-260

En la parte basal del omatidio adulto, se encuentran los pies terminales de las células del
cono y las fibras extensoras. Estas ultimas constituyen los terminales de las células
pigmentarias secundarias y terciarias. Estas terminaciones se transforman en una
estructura anatémicamente conocida como membrana fenestrada, la cual se observa en
el fondo de la retina. Los axones de las células fotorreceptoras pasan en medio de los
pies terminales de las células del cono y los pies de las células pigmentarias (Figura 50).
Se ha observado la presencia de uniones septadas en la regiéon basal del omatidio
rodeando los pies de las células del cono y la membrana fenestrada. Las células del cono
y las células pigmentarias son células accesorias no neuronales que establecen el
aislamiento alrededor de las células fotorreceptoras.260.261 [as uniones septadas
localizadas en la region basal son similares a las que estan presentes barrera
hematoencefalica del cerebro de Drosophila melanogaster.
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Figura 50. Sistema visual de una mosca. (modificado de Borst, 2009262)

El estudio de la entrada y distribuciéon de los compuestos inoculados en Drosophila
melanogaster mediante microscopia confocal de barrido de laser se realiz6 utilizando las
lineas w-iso y moody inoculadas con los diferentes compuestos. Para cada compuesto y
tipo de mosca se inyectaron 15 individuos, entre los cuales se seleccionaron mediante
epifluorescencia aquellos que se iban a estudiar mediante microscopia confocal, 4-5 en
el caso de las moscas w-iso y 2-3 en el caso de las moody. Los péptidos se disolvieron en
tampon o en agua y se cuantificaron utilizando las rectas de calibracion elaboradas con
el fluoréforo. Las imagenes se realizaron a tiempo real con moscas vivas.

Con el objetivo de delimitar claramente la distribucién de los compuestos dentro de la
retina, se realizaron inyecciones de los distintos péptidos, de CF y de Texas rojo-
dextrano (TR-dextrano, 10.000 Da) en moscas moody y w-iso, y transcurridas 2 h se

observaron las retinas mediante microscopia confocal. Se incluy6 el TR-dextrano, ya que
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se ha descrito que los dextranos (MW 3.000 - 10.000 Da) no son capaces de atravesar la
BHE de Drosophila melanogaster y que en su visualizaciéon en retina se observaron
acumulados en el exterior de la misma cuando se realizo6 el experimento con moscas que
tienen la BHE funcional. También se realizaron co-inyecciones de los distintos péptidos
y CF con TR-dextrano con el fin de delimitar si el péptido estaba dentro o fuera de la
retina. Las imagenes obtenidas permitieron confirmar que, como se esperaba, en las
moscas moody tanto el TR-dextrano como el péptido utilizado se detectaron en el
interior de la retina. Para las moscas w-iso, el TR-dextrano se acumuldé en el exterior de
la retina, mientras que los péptidos se detectaron en mayor o menor grado dentro y una
parte se acumul6 en el exterior de la retina. A modo de ejemplo, en la figura 51 se puede
observar las imagenes que corresponden a una seccion de la retina de moscas w-iso y
moody coinyectadas con y-péptido CF-Gp-11 y TR-dextrano. En las moscas moody se
observa el péptido CF-Gp-11 (verde) y el TR-dextrano (rojo) en el interior de la retina,
donde co-localizan parcialmente. El TR-dextrano se observd también delimitando el
exterior de la retina, donde se aprecia una zona que muestra una mayor acumulacién y
que corresponde a la linea de exclusion de la hemolinfa. En esta zona también se detecta
co-localizacion del péptido CF-Gp-11 con el dextrano. En cambio con las moscas w-iso, el
péptido CF-Gp-11 se encuentré localizado en el interior de la retina y en la linea de
exclusion, mientras que el dextrano solo se localiz6 en el exterior de la retina y en la
linea de exclusion, pero no en el interiror de la retina. S6lo se observé co-localizacién de
ambos compuestos en la linea de exclusion.

y-péptido Texas rojo- Imagen
CF-Gp-11 dextrano superpuesta

o

=
=
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Figura 51. Imagen de la retina de Drosophila melanogaster w-iso y moody coinyectada con CF-
Gp-11 y Texas rojo-dextrano (TR-dextrano) por medio de microscopia confocal. En las
imagenes de las moscas moody tanto la TR-dextrano como el péptido CF-Gp-11 se detectan en el
interior del ojo. Para las moscas w-iso, TR-dextrano se acumul6 en el exterior de la retina,
mientras que una parte del péptido CF-Gp-11 se detect6 dentro y una parte se acumulé en el
exterior de la retina.

Al relizar las reconstrucciones 3D de la retina de los experimentos realizados, se
pudieron observar diferentes zonas de fluorescencia, variables en cada caso. A modo de
ejemplo, la Figura 52 muestra la reconstruccién 3D de la retina de mutante moody
coinyectada con el y—péptido CF-Gp-11 y TR-dextrano (10.000 Da), en la cual se detecto
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fluorescencia en la parte apical del omatidio, donde se puede distinguir la cérnea y el
pseudocono (Figura 52, A, C), luego, en forma secuencial aparecen las células
pigmentarias (Figura 52, A, C), rabdémeros (Figura 52, A, B, C) y finalmente, se observo
la capa mas interna que corresponde a la lamina (Figura 52, A).
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Figura 52. (A) Imagenes de microscopia confocal de la reconstrucciéon 3D de la retina de
Drosophila melanogaster moody coinyectada con el y—péptido CF-Gp-11 y el TR-dextrano
(10.000 Da, rojo). La imagen permite la localizacion de diferentes partes, en la parte apical del
omatidio se puede distinguir la cérnea y el pseudocono, luego en forma secuencial aparecen las
células pigmentarias, rabdémeros y finalmente, se observa la capa mas interna que corresponde
a la ldmina. (B) Seccién ampliada donde se muestra los rabdémeros R1-R7, (C) Proyeccidén Z de
las reconstrucciones retinales, que muestra las partes del omatidio.

Asi, las reconstrucciones 3D de la retina de las moscas moody y w-iso inyectadas con los
diferentes péptidos, mostraron diferencias tanto en la distribucion espacial de los
péptidos en las retinas, como en su capacidad para atravesar la BHO (Figura 53). En las
moscas moody se observo que el control CF se distribuye preferencialmente en las
células pigmentarias y un poco en la cérnea; en cambio en las moscas w-iso, la CF no fue
capaz de atravesar la BHO (Figura 53, CF). Resultados similares fueron publicados por
Bainton y cols.231.98237 en los cuales demostraron que la CF inoculada en moscas white
wll18 se acumula alrededor de la retina sin atravesar la BHO; mientras que en las moscas
moody, la permebilidad paracelular de este compuesto resulta visible debido a la funcién
anormal de la barrera.

En el analisis de las moscas moody inoculadas con los diferentes péptidos se observé que
todos ellos atravesaron la BHO, pero cada péptido se distribuyé en diferentes zonas de la
retina (Figura 53). El péptido CF-RGV se localiz6 en los rabdémeros, las células
pigmentarias y en la cornea de la retina de estas moscas e igual comportamiento se
observd para los péptidos CF-pTf-1, CF-pTf-2, CF-pAntp y CF-Tat; mientras que los
angiopeps mostraron un patrén similar al de la CF inoculada en moody. En cuanto a los
y-péptidos (CF-Gp-3, CF-Gp-4, CF-Gp-7, CF-Gp-9, CF-Gp-10, CF-Gp-11), sus
distribuciones en la retina de estas moscas resultdé muy similar entre ellos,
encontrandose principalmente en los rabdémeros y en menor grado en las células
pigmentarias. Adicionalmente, el péptido CF-Gp-11 también se observo en la cérnea
(Figura 53, CF-Gp-9, CF-Gp-10, CF-Gp-11).
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Figura 53. Imagenes de las reconstrucciones 3D de retinas de Drosophila melanogaster w-iso y
moody inyectadas con CF, CF-RGV, dos péptidos que se unen al receptor de transferrina (CF-pTf-
1 y CF-pTf-2), CF-Angiop-2, CF-Angiop-7, CF-Antp, CF-Tat y los y- péptidos CF-Gp-9, CF-Gp-

10, CF-Gp-11. Las imagenes fueron tomadas 2 h post-inyeccion. Se utiliz6 como control negativo
las moscas inyectadas con CF.

moody

El analisis mediante microscopia confocal de las moscas w-iso inoculadas, permitio
determinar si los compuestos inyectados atraviesan o no la barrera, asi como las
principales zonas de localizacion de estos en la retina. Los compuestos CF-RGV, CF-
Angiopep-2, CF-Angiopep-7, CF-Antp y el y-péptido CF-Gp-11 mostraron un entrada
muy baja o inexistente en la retina, similar al comportamiento de la CF inoculada en
estas moscas. Los péptidos CF-pTf-1, CF-pTf-2 y CF-Tat se localizaron en células
pigmentarias, rabdémeros y un poco en la cérnea. Finalmente, los y -péptidos CF-Gp-10
y CF-Gp-11 mostraron sefal de fluorescencia principalmente en rabdémeros (Figura
53).

A pesar de que los péptidos CF-Gp-3, CF-Gp-4 y CF-Gp-7 fueron inoculados tanto en
moscas moody como en w-iso, no fue posible realizar reconstrucciones debido a que
estos compuestos son fotosensibles, por lo que solo se capturaron las imagenes de las
retinas en un solo plano. Estas imagenes muestran evidencias de la entrada de estos
compuestos en la retina, aunque esta no pudo ser cuantificada.

La descripcion cualitativa de la distribucién espacial de los péptidos en la retina, se
complementd con la valoracion cuantitativa de la intensidad de la fluorescencia de un
fragmento central de la retina de tamafio definido, lo cual representa una estimacion
indirecta del péptido fluorescente que atraviesa la barrera hematoencefalica de
Drosophila melanogaster (Figura 54 y 55). Se selecciona un fragmento central con el
objetivo de eliminar la fluorescencia de los péptidos retenidos en el exterior de la retina
que no atravesaron la barrera. Como se esperaba, la intensidad de fluorescencia en las
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moscas moody para todos los péptidos fue mayor que la detectada para cada uno de ellos
en los experimentos realizados con las moscas w-iso.

A pesar de que todos los compuestos mostraron una entrada en la retina en las moscas
moody inyectadas claramente superior, estos presentaron una variabilidad en la entrada
dependiendo del compuesto inyectado. Todos los compuestos analizados, con excepcion
del CF-Gp-9, presentaron mayor intensidad de fluorescencia que la CF. El CF-pTf-1, CF-
Angiopep-2 y CF-Gp-11 fueron los compuestos que presentaron valores de entrada
mayores (Figura 54). Probablemente, la variacion de los valores de intensidad de
fluorescencia detectadas para los compuestos inoculados en moody, se deba a
parametros como la solubilidad y la interaccion de estos con la hemolinfa. Los
experimentos realizados con las moscas moody inyectadas con los diferentes péptidos
pueden utilizarse como controles positivos de entrada masiva y ademas, corroboran la
importancia de la funcion de la barrera, tanto en el cerebro como en la retina.
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Figura 54. Determinacién de la intensidad de fluorescencia mediante microscopia confocal en
un fragmento de retina de Drosophila melanogaster w-iso (barra azul) y moody (barra rojas)
inoculadas con los diferentes péptidos. Se detect6 la intensidad de la fluorescencia en un area
especifica de las reconstrucciones de la retina de moscas w-iso inyectadas con CF y con los
péptidos CF-RGV, CF-pTf-1, CF-pTf-2, CF-Angiopep-2, CF-Angiopep-7, CF-pAntp, CF-Tat y los
v-péptidos CF-Gp-9, CF-Gp-10, CF-Gp-11.

El andlisis de la intensidad de fluorescencia determinada de los diferentes péptidos que
se inyectaron en moscas w-iso que presentaban una barrera hematoencefalica intacta
(Figura 55) mostr6 valores de intensidad de fluorescencia mucho mas bajos,
remarcando el efecto de la barrera. De todos los péptidos control ensayados, aquellos
que se unen al receptor transferrina (CF-pTf-1 y CF-pTf-2) fueron los que presentaron
valores de entrada superiores.

Por otra parte, la intensidad de fluorescencia de los y-péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11 en
las retinas de las moscas w-iso fue significativamente superior a la CF, siendo el y-
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péptido CF-Gp-11 el que mostré capacidad para atravesar la BHO con valores similares
a los obtenidos con los péptidos que se unen al receptor transferrina (Figura 55).
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Figura 55. Determinacién de la intensidad de fluorescencia mediante microscopia confocal en
un fragmento de retina de Drosophila melanogaster w-iso previamente inoculadas con los
diferentes péptidos. Se detect6 la intensidad de la fluorescencia en un area especifica de las
reconstrucciones de la retina de moscas w-iso inyectadas con CF y con los péptidos CF-RGV, CF-
pTf-1, CF-pTf-2, CF-Angiopep-2, CF-Angiopep-7, CF-pAntp, CF-Tat y los y-péptidos CF-Gp-9,
CF-Gp-10, CF-Gp-11. Se analizaron 4 moscas por compuesto. Las barras representan la
desviacion estandar (SD) del valor medio de la intensidad de fluorescencia detectada en el
fragmento seleccionado de la retina. La prueba de Tukey se utilizé para comparar las diferencias
de las medias con un p<0.05 (*) y 0.01 (*x).

A diferencia de los resultados en moscas moody, se observd que los péptidos CF-RGV,
CF-Angiopep-2, CF-Angiopep-7, CF-Tat, CF-pAntp y el y-péptido CF-Gp-9 mostraron
valores de intensidad de fluorescencia menores, lo cual indica que no fueron capaces de
atravesar la barrera o lo hicieron en cantidades inferiores a las anteriormente
determinadas (Figura 55). El CF-pAntp y el CF-Gp-9 presentaron valores de intensidad
de fluorescencia similares a los de la CF. El péptido CF-Tat present6 un valor de
intensidad de fluorescencia medio, siendo ligeramente superior a los de los CF-
Angiopeps.

3.2.3.2 Diseccion del cerebro de moscas moody-Gal4 inoculada con ypéptido Atto
565-Gp-11.

Con el objetivo de corroborar inequivocamente los resultados obtenidos, se realizd la
diseccion del cerebro de moscas moody-Gal4 alas 2 h de inyectar en el abdomen el Gp-

11 marcado con Atto 565 (Atto 565-Gp-11).

Para llevar a cabo este estudio, decidimos utilizar las lineas de moscas moody-Gal4,
inoculadas con el péptido Atto 565-Gp-11. Este péptido se seleccioné tomando en
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cuenta los resultados de entrada obtenidos, tanto en los estudios previos de
epifluorescencia como de microscopia confocal.

Las moscas moody-Gal4 presentan un patréon de expresion Gal4 especifico para la capa
de glia subperineural y pseudocartucho, generando individuos con la BHE delineada con
GFP (marcador verde). En esta linea de moscas la barrrera hematoencefalica no esta
alterada, presentando una funcion normal a diferencia de la linea utilizada
anteriormente moody (moody Null). Las moscas moddy-Gal4 se seleccionaron con el
objetivo de verificar la localizacion real del péptido, asegurando si este se encuentra
dentro del cerebro o simplemente se ha acumulado en la superficie externa de la barrera
(Figura 56).

Debido al color verde de la BHE generada por la expresiéon de la GFP en las moscas
moody-Gal4, fue necesario cambiar el fluoréforo utilizado en los experimentos
anteriores (CF de color verde), por Atto 565 (de color rojo). El uso de este fluoréforo
so6lo permite observar la distribucion de este en el cerebro de mosca disectado, pero no
es compatible al ensayo que mide la fluorescencia en retina, ya que estas moscas
(moddy-Gal4) presentan pigmentacion roja dificultando la deteccion del fluoréforo en
ellas.

Como se conoce el cambio de fluoréforo per se puede generar resultados diferentes a los
encontrados previamente para el péptido marcado con CF, por lo que se realizaron
estudios de microscopia confocal en retina de moscas moody y w-iso con el fluréforo Atto
488, que presenta caracteristicas de fluorescencia similares a la CF. Comparando la
fluorescencia en la retina de la CF y el Atto 488 se mostr6 similitud entre ambos.
Ademas, se analizaron mediante microscopia confocal moscas inoculadas con Gp-11
conjugado a CF 6 a Atto 488, respectivamente, confirmando en ambos casos resultados
similares, por lo que se puede considerar que el fluoré6foro no influye en el resultado
obtenido. Los fluoréforos Atto 565 y Atto 488 son mas estables que la CF pero mas
costosos.

El péptido Gp-11 conjugado al Atto 565 (Atto 565-Gp-11) se inyect6 en moscas moody-
Gal4, a las 2 horas se disect6 el cerebro y se analizé por microscopia confocal la zona
correspondiente al 16bulo 6ptico (Figura 56).

Las imagenes del 16bulo 6ptico del cerebro de las moody-Gal4 inyectadas con Atto 565-
Gp-11, confimaron la presencia del péptido por debajo de la glia sub-perineural
marcada (Figura 56).

Los estudios de microscopia confocal realizados en los cerebros disectados, nos permitio
corroborar que el péptido Atto 565-Gp-11 atraviesa la BHE. Las imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal del 16bulo 6ptico del cerebro disectado de las moscas
moody-Gal4, mostraron la presencia de fluorescencia en las proyecciones axonales
provenientes de la lamina, confirmando que este compuesto llega a la retina por esta via,
por lo que se demuestra que atraviesa la BHE (Figura 56).
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Figura 56. Lobulo 6ptico disectado de moscas moody-Gal4 previamente inoculado con el Atto
565-Gp-11. A. Ldimina y B. Médula. Proyecciones axonales en las cuales esta presente el Atto

565-Gp-11 (rojo).
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3.3 Discusion.

3.3.1 Epifluorescencia como primer acercamiento a Drosophila melanogaster como
modelo para estudiar la BHE

Los estudios de epifluorescencia, mostraron la potencialidad del modelo para estudiar la
capacidad de los péptidos de atravesar la barrera de Drosophila melanogaster, aunque
no resultaron concluyentes.

En las moscas w!l18 inyectadas con todos los péptidos ensayados, previamente diluidos
en el tampdn correspondiente, se observéd a las 4 h post-inoculaciéon diferentes
porcentajes de moscas con fluorescencia en la retina, siendo los péptidos Angiopeps los
que presentaron un porcentaje mas bajo (Figura 45). Estudios de supervivencia frente a
los diferentes péptidos, realizados en grupos de 20 moscas por péptido, mostraron un
elevado porcentaje de sobrevivencia (= 75%), excepto en el caso de los péptidos CF-
Angiopep-7 y el CF-pTf-2 (Figura 46). Los resultados permiten concluir que la
supervivencia de las moscas esta relacionada con la manipulacién al llevar a cabo el
proceso de inyeccién, ademas del compuesto inoculado per se o la solucién utilizada
para disolverlo.

Los estudios de epifluorescencia realizados en las moscas moody nos permitieron
disponer de un patrdn positivo de sefial en retina util para comparar con las moscas w-
iso inoculadas (Figura 47 y Figura 48). Como se ha mencionado anteriormente, los
estudios de epifluorescencia resultaron utiles como primera aproximacién, pero no
mostraron resultados concluyentes debido a que su interpretacién depende en gran
medida de la educacién del ojo del experimentador al captar la fluorescencia. Este hecho
podia inducir a la deteccion de “falsos positivos” causados por una interpretacion
errénea, al visualizar la retina en el microscopio. Se ha de tener en cuenta, que los
estudios de epifluorescencia implican la observacién directa por parte del ojo humano,
de la imagen generada por la lupa, con el consecuente error implicito en la observacion
subjetiva del ensayo.

3.3.2 Microscopia confocal de barrido de ldser: herramienta eficiente para estudiar
la permeabilidad de la BHE en Drosophila melanogaster.

Los estudios de microscopia confocal de barrido de laser, nos permitieron profundizar
en el comportamiento de todos los compuestos seleccionados en el modelo in vivo
Drosophila melanogaster (moody y w-iso). Los resultados de las moscas moody avalan su
utilidad como controles positivos, aunque también podrian utilizarse como modelo para
estudiar la entrada de distintos compuestos en enfermedades asociadas con defectos en
la BHE. Los estudios realizados con moscas w-iso presentan una variabilidad en los datos
obtenidos, tanto de caracter cualitativo como cuantitativo, pudiendo discriminar entre
compuestos que presentan entrada en retina como entre los que no lo hacen. Esto
confirma la potencialidad de este modelo para estudiar la capacidad de los compuestos
de atravesar la barrera.
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Los estudios de coinyecciéon realizados en Drosophila melanogaster (w-iso y moody)
(Figura 51) permitieron establecer el patréon de ubicacién dentro de la retina de los
compuestos inoculados. Por ejemplo, en las moscas moody coinyectadas, tanto el TR-
dextrano como el CF-Gp-11 se detectaron en el interior del ojo. Para las moscas w-iso, el
TR-dextrano se acumuld en el exterior de la retina, mientras que una parte del CF-Gp-11
se detect6 dentro y una parte se acumul6d en el exterior de la retina. Estos estudios,
facilitaron la interpretacién posterior de las imagenes complejas de microscopia
confocal, correspondientes a las reconstrucciones 3D.

Las reconstrucciones 3D de la retina de las moscas moody y w-iso inyectadas con los
diferentes péptidos, asi como la cuantificacion de la fluorescencia de una seccion
determinada (Figuras 53, 54 y 55) demostraron que los péptidos que se unen al receptor
transferrina (CF-pTf-1 y CF-pTf-2)248 atravesaron la BHE hasta llegar a la retina en
Drosophila melanogaster w-iso. Anteriormente, Prades y cols.24? demostraron que
nanoparticulas funcionalizadas con CF-pTf-2 atravesaban la BHE de ratones. Nuestro
resultado podria evidenciar la presencia en Drosophila de receptores homoélogos a los
receptores transferrina presentes en el cerebro de ratdn, a pesar de que el analisis del
genoma de este insecto ha revelado que contiene varias proteinas con caracteristicas
similares al receptor transferrina, pero sin reconocerse un homdlogo al mismo receptor
presente en los vertebrados.263264 Por otra parte, los datos obtenidos también podrian
indicar la existencia de un mecanismo de entrada alternativo a través de la barrera para
estos compuestos (CF-pTf-1 y CF-pTf-2). A pesar de los esfuerzos que se han hecho para
encontrar receptores transferrina en insectos similares al TfR1 de los humanos, hasta el
momento no se han identificado, a pesar de que existe homologia entre la transferrina
Tfs1 de los insectos y la transferrina de la sangre humana.26> Dada la abundancia de
transferrina en la hemolinfa de los insectos, es probable que tengan el mismo gen
ancestral del receptor transferrina de mamiferos, pero que este haya divergido en su
secuencia y no pueda ser reconocido, por lo que la entrada de la transferrina en las
moscas sea independiente del receptor.266

En cuanto a los y-péptidos guanidilados que tuvieron la capacidad de atravesar la
barrera en Drosophila melanogaster w-iso (CF-Gp-10 y CF-Gp-11, Figuras 53 y 55),
probablemente esta se deba a que estos presentan varios grupos guanidinios en su
secuencia, lo que les convierte en especies con carga positiva neta. Ademas, su secuencia
los hace mas resistentes que los péptidos naturales frente a las proteasas de la
hemolinfa y la retina. Esta familia de y-péptidos#® y las secuencias peptidicas que
contienen residuos prolina267.268 han mostrado ser mas resistentes a las
peptidasas.49.267.268 Estos resultados evidencian que la presencia de cargas positivas en
el péptido puede ser importante en la permeabilidad de la BHE. La densidad de carga del
péptido depende del pH del medio circundante y en igual medida se modifica su grado
de ionizacion. Se ha demostrado que aumentando el caracter catidénico de moléculas
como péptidos y proteinas, se incrementa su capacidad para atravesar la BHE.199.200
Resultados similares se obtuvieron al sustituir una prolina y adicionar un guanidinio a la
Endomorfina II para cargar positivamente la molécula consiguiendo mejorar la entrada
al SNC de este péptido opioide.269

Por otra parte, los péptidos como CF-RGV, los CF-angiopeps, CF-pAntp, CF-Tat y CF-
Gp-9, no fueron detectados o se visulizaron en menor proporciéon en las retinas de
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Drosophila melanogaster w-iso. Este resultado podrian estar relacionado con el aumento
de masa molecular para el caso del CF-RGV. El CF-Angiopep-2, presenté un
comportamiento similar a su control negativo CF-Angiopep-7, lo cual podria deberse a
que los receptores de la LRP similares o con propiedades homélogas presentes en
Drosophila,?7° no son capaces de reconocer esta secuencia especifica. Los resultados de
CF-pAntp y CF-Tat, fueron consistentes con observaciones anteriores, en los que se
demostraba que estos compuestos atraviesan la BHE de ratones en cantidades poco
significativas,?’l aunque result6 contradictorio con los resultados obtenidos por
Sarantseva y cols. 2009214 para el CF-pAntp, en los cuales observan la acumulacién de
este péptido en el cerebro de Drosophila melanogaster. El péptido CF-Gp-9 se comport6
tal y como se esperaba como un claro ejemplo de compuesto que no atraviesan la BHE,
teniendo en cuenta que esta molécula presenta cadenas laterales funcionalizadas con
grupos acidos (-COOH), por lo que presenta menos densidad de carga positiva que el
resto de los compuestos analizados (Figuras 53 y 55).

Una novedad de la metodologia disefiada en este trabajo es que nos ha permitido
observar la distribucién espacial de los péptidos presentes en el interior de la retina de
Drosophila (moody y w-iso). Los estudios de microscopia confocal de la retina de moscas
inyectadas con los y-péptidos, demostraron que los péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11 se
localizaron fundamentalmente en los rabdémeros (Figura 53, CF-Gp-10 y CF-Gp-11).
Teniendo en cuenta que la fluorescencia detectada en los rabdémeros esta relacionadas
con la presencia de las células fotoreceptoras R1-R7, la sefial observada podria ser el
resultado de la distribucién del compuesto que atraviesa las proyecciones axonales,
desde la ldmina y la médula, hasta llegar a las células fotoreceptoras R1-R6 y R7,
respectivamente. Esta hipotesis se corroboré mediante el estudio de microscopia
confocal del cerebro disectado de moscas moody-Gal4 inyectadas con el Atto 565-Gp-11
(Figura 56). Este estudio demostré la presencia del compuesto por debajo de la barrera
hemotencefalica. Ampliaciones de la ldmina y la médula del 16bulo éptico, corroboran la
presencia del péptido CF-Gp-11 en las proyecciones axonales, que se conectan
directamente a la retina (Figura 56).

Los péptidos que demostraron que atraviesan la BHE de Drosophila, como CF-pTf-1, CF-
pTf-2 y los y—péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11, en un futuro podrian servir como
moléculas portadores de farmacos y/o nanotransportadores y facilitar el transporte de
estas entidades quimicas a través de la barrera.

Los andlisis de microscopia de fluorescencia (epifluorescencia y microscopia confocal)
realizados, nos permiten validar a Drosophila melanogaster como modelo in vivo viable,
para el desarrollo de un método de evaluacion en la busqueda de compuestos capaces de
atravesar la BHE mediante transcitosis inespecifica y de esta manera acceder a
estructuras novedosas como transportadores o farmacos, frente a enfermedades
relacionadas con el SNC. Ademas, nos ha permitido confirmar que la BHO se encuentra
estructuralmente relacionada con la BHE en Drosophila.
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Conclusiones

Los péptidos modelos seleccionados (CF-RGV, CF-pTf-1, CFpTf-2, CF-
Angiopeps, CF-pAntp y CF-Tat), asi como los 6 y-péptidos (CF-Gp-3, CF-Gp-4,
CF-Gp-7, CF-Gp-9, CF-Gp-10 y CF-Gp-11) se sintetizaron, purificaron y
caracterizaron, alcanzando la pureza necesaria para los estudios de fluorescencia.

La epifluorescencia no resulté una metodologia concluyente al estudiar la
permeabilidad de la BHE. Mediante las observaciones de la presencia o no de
fluorescencia en la retina, la mayoria de los compuestos fluorescentes estudiados
atravesaron la barrera, demostrando la debilidad de este método. Sin embargo,
podria resultar de utilidad como herramienta adicional a estudios de microscopia
confocal, debido a que permite detectar errores asociados con el proceso de
inyeccion, asi como en la seleccion de individuos a analizar en microscopia
confocal.

La microscopia confocal de barrido de laser permiti6 validar a Drosophila
melanogaster como modelo apropiado para estudiar la permeabilidad de la BHE
frente a diferentes compuestos. Con esta metodologia se realizaron estudios
tanto cualitativos como cuantitativos, de la capacidad de los diferentes
compuestos testados para atravesar la BHE:

*De los péptidos modelos seleccionados, aquellos reconocidos por
receptores transferinas CF-pTf-1 y CF-pTf-2 atravesaron la barrera y se
localizaron en las células pigmentarias y rabdémeros, mientras que los
péptidos CF-RGV, CF-angiopeps, CF-pAntp y CF-Tat no fueron detectados.

* De la familia de y-péptidos estudiados, los péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11
atravesaron la barrera y se localizaron mayoritariamente en rabdémeros y
en menor proporciéon en cérnea y células pigmentarias. Estos compuestos
resultaron candidatos promisorios en la busqueda de compuestos que
atraviesan la BHE.

El analisis de microscopia confocal, del cerebro disectado de moscas moody-Gal4
inyectadas con el péptido Atto565-Gp-11, mostro la presencia del mismo en las
proyecciones axonales del 16bulo 6ptico, las cuales se conectan directamente a la
retina, confirmando inequivocamente que el péptido Gp-11 atraviesa la barrera.

La diversidad de lineas mutantes de Drosophila melanogaster (w1118, w-iso, moody

y moody-Gal4), utilizadas para realizar el estudio de microscopia confocal,
ayudaron a esclarecer e interpretar los resultados obtenidos.
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El estudio de los y-péptidos miméticos basados en cis-y-amino prolina con capacidad de
atravesar la membrana celular en diferentes organismos, constituye una tematica de
gran interés en el area de biomedicina, para su futuro desarrollo como transportadores
moleculares. Estos andlisis ayudan a profundizar y entender como las caracteristicas
intrinsecas de cada compuesto, asociadas a su estructura, como la composicion de las
cadenas laterales, la carga neta de la molécula, asi como la estabilidad metabdlica, son
factores cruciales para su desarrollo como transportadores. Como continuacién de una
linea de trabajo de nuestro grupo de investigacidon, en este trabajo se estudié la
capacidad de translocacién en distintos tipos de barreras bioldgicas, de una pequefia
quimioteca de 7y-péptidos previamente seleccionados en un cribado realizado con
anterioridad. Algunos de los 7y-péptidos seleccionados, tuvieron la capacidad de
atravesar la membrana plasmatica de células HeLa y MAEC (Ej. CF-Gp-7 y CF-Gp-10,
respectivamente), la membrana plasmatica de los promastigotes de Leishmania
donovani (Ej. CF-Gp-11 y conjugados del mismo) y la BHE de Drosophila melanogaster
(Ej. CF-Gp-11) (Figura 57).
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Figura 57. Estudios de y-péptidos como CPPs realizados en este trabajo.
¥péptidos en células Hela.

Los compuestos utilizados en este estudio, fueron seleccionados a partir de los
resultados obtenidos en una evaluacion previa de una quimioteca de 106 y-péptidos. Los
estudios de citometria de flujo y microscopia confocal de estos compuestos en células
HelLa, permitieron evaluar su capacidad de atravesar la membrana plasmatica de estas
células, asi como su localizacion intracelular. La incubacién durante 2 h de estos
péptidos en este tipo de células, permitid identicar varios compuestos con capacidad de
entrada celular, presentando so6lo tres de ellos (CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-8)
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porcentajes de entrada superiores el 50% con respecto a CF-Tat. Uno de los compuestos
ensayados (CF-Gp-7) mostré una capacidad de entrada igual que la del control positivo
utilizado (CF-Tat). Los péptidos CF-Gp-7 y CF-Gp-8, con entradas del 100% y 80%,
respectivamente respecto a CF-Tat, presentan una estructura similar conteniendo
ambos aminas cuaternarias en su secuencia y una alternancia de cadenas laterales de
tipo alifatico y aromatico. El péptido CF-Gp-4, que tiene un porcentaje de entrada
ligeramente inferior al 80% presenta en su estructura aminas terciarias funcionalizadas
con cadenas alifaticas guanidiladas y cadenas alquilaromaticas. Los péptidos CF-Gp-10 y
CF-Gp-11 que son homooligdmeros con cadenas laterales funcionalizadas con grupos
guanidinios mostraron un porcentaje de entrada cercano al 50%, mientras que el resto
mostro valores de entrada inferiores, por debajo del 40%.

Cuando estos compuestos se incubaron durante tiempos largos (24 h) en células HelLa,
en todos se incrementd su capacidad de atravesar la membrana citoplasmatica de las
células, aunque sélo cinco de ellos (CF-Gp-1, CF-Gp-2, CF-Gp-5, CF-Gp-7, CF-Gp-8)
mostraron un incremento relevante en la capacidad de entrada con respecto al control
positivo CF-Tat. El control positivo es un a-péptido por lo que resulta facilmente
vulnerable a la accidn de proteasas,*” mientras que las caracteristicas estructurales de
nuestros compuestos han demostrado ser mas resistentes a estas.#® En este caso los
péptidos CF-Gp-7 y CF-Gp-8 también mantuvieron su capacidad de entrada celular,
poniendo en evidencia que la presencia de aminas cuaternarias a lo largo de la secuencia
y una alternancia de cadenas laterales alifaticas y aromaticas constituyen un patréon
estructural que favorece la capacidad de entrada de estos péptidos. Resulté significativo
el caso del péptido CF-Gp-5 que fue el que presentd mayor porcentaje de entrada en
estas condiciones, mientras que a tiempos cortos era uno de los que tenia menor
capacidad de entrada. En cambio el péptido CF-Gp-4 que a tiempos de incubacidn cortos
mostraba un porcentaje de entrada del 80%, en estas condiciones presenta valores de
entrada ligeramente superiores al CF-Tat. Ambos péptidos tienen estructuras similares,
presencia de aminas terciarias en el esqueleto y alternancia de cadenas guanidiladas e
hidrofébicas, pero en un caso estas son de caracter alquilico (CF-Gp-5) y en el otro de
caracter alquilaromatico (CF-Gp-4). Con esto datos en mano podria suponerse que la
permanencia de grupos alifaticos en la cadena, aunque propician una entrada mas lenta
al interior de la célula, favorecen su permanencia en esta a tiempos mas largos.

Tres y-péptidos representativos a nivel estructural fueron seleccionados del conjunto de
compuestos analizados (Figura 58) y se utilizaron en estudios de localizacion
intracelular mediante microscopia confocal en células vivas. Estos estudios se realizaron
en presencia de diferentes marcadores especificos de organelos (citoplasma, lisosomas o
endosomas tardios, mitocondrias, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi) y se
determind la colocalizacion tanto cualitativa como cuantitativa, mediante el empleo de
los coeficientes de correlacion (Pearson y Manders). Los resultados demostraron que
estos y-péptidos se localizan en el citoplasma de la célula en forma de vesiculas y no se
encuentran unidos a la membrana nuclear ni al ntcleo, evidenciando una entrada celular
principalmente por via endocitica.*? Esto coincide con otros estudios reportados
anteriormente donde se postula la endocitosis como una de las principales vias que
permiten la internalizacién del Tat y de péptidos ricos en argininas (R9).113

140



> 7
>FNH2 HN);"NHJ Ny é i é

{=]
o
-]

H

CF-Gp-4 CF-Gp-7

Figura 58. Estructuras quimicas de los tres y-péptidos seleccionados de la quimioteca.

En los experimentos para determinar la localizacién intracelular de los y-péptidos
utilizando las sondas fluorescentes especificas para marcar organulos, solo se observo
colocalizacién cualitativa y cuantitativa con los lisosomas y endosomas tardios, mientras
que no se detectd colocalizaciéon con las mitocondrias, el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmatico. En todos los péptidos estudiados, una parte del compuesto
internalizado no colocaliz6 con ningun organelo, resultado que puede estar relacionado
con una entrada celular via macropinocitosis!?2 o a que se encuentren en endosomas
tempranos, los cuales no son marcados por la sonda fluorescente correspondiente. Las
trayectorias determinadas en este estudio para los tres y-péptidos, confirmaron la
interaccidn de estos con los lisosomas o endosomas tardios.

Los perfiles de distribucién obtenidos en este estudio avalaron la posible entrada de
estos y-péptidos via endocitica. Estos perfiles de distribuciéon estan estrechamente
relacionados con las estructuras quimicas de estos compuestos y sus propiedades fisico-
quimicas. El nimero de particulas fluorescentes detectadas para los dos compuestos
guanidilados (CF-Gp-4 y CF-Gp-10) fue muy similar a la determinada para el CF-Tat,
mientras que para el compuesto que presenta aminas cuaternarias y cadenas laterales
hidrofébicas (CF-Gp-7) resulté muy superior. Todas las particulas mostraron un tamafo
promedio entre 0.15-0.24 um3, resultando el compuesto con las aminas cuaternarias el
de mayor tamafio. La combinacién entre las cadenas hidrofébicas y las cargas positivas
de las aminas cuaternarias presentes en este compuesto, favorecen las interacciones no
covalentes como las Van der Waals, puentes de hidrogeno, asi como interacciones
electrostaticas que favorecen la mayor agregacién de este compuesto, en comparacion
con el resto de los y-péptidos analizados y el CF-Tat.

En cuanto al resultado del nimero de particulas, el y-péptido que presenta seis residuos
guanidilados, los cuales son superiores en tamafio a las cadenas laterales presentes en
los otros y-péptidos analizados, a pesar de las interacciones no covalentes generadas en
esta estructura, no fueron suficientes para favorecer su agregacién, dando lugar a
particulas esféricas mas pequefias y en mayor cantidad.

Aunque los resultados de los perfiles de distribucién avalaron la via endocitica como
posible mecanismo de entrada, no podemos considerarlos concluyentes, teniendo en
cuenta estudios anteriores, que demostraron que las células HeLa internalizan
rapidamente particulas no esféricas con dimensiones de hasta de 3 pm.140 El tamafio de
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las particulas, nos permite descartar la via endocitica mediada por caveola, debido a que
todas presentaron tamafos superiores a los 0.060 um determinados para las
invaginaciones generadas en este mecanismo.!?8 Cualquiera de los otros mecanismos
conocidos son probables, teniendo en cuenta que los tamafios determinados para
nuestras particulas fluorescentes se encuentran en el rango de los valores determinados
en estudios similares para los liposomas y las vesiculas recubiertas de clatrina.128

Los experimentos de internalizacion de los tres y-péptidos (Figura 58) en células HeLa
en presencia de inhibidores especificos de distintos mecanismos, demostraron que en
general, en la entrada de estos péptidos estan involucrados al menos dos mecanismos
endociticos, la via clatrina y la macropinocitosis. Adicionalmente, el péptido CF-Gp-7
presenté inhibicion frente a filipina que es un inhibidor de la via caveola, por lo que este
mecanismo también coexiste con los anteriormente sefialados para este péptido. Similar
comportamiento se ha mostrado en estudios de inhibicién de la internalizacién del
péptido Tat y otros péptidos ricos en argininas en células HeLa.113123,128,131

¥péptidos en células MAEC.

Adicionalmente, se realizaron estudios de internalizacion de los tres y-péptidos (Figura
58) en un cultivo primario de células MAEC y en presencia de una sonda fluorescente
que marca los lisosomas. Los resultados mostraron que los péptidos CF-Gp-4 y CF-Gp-
10, con tres y seis residuos guanidilados a lo largo de su secuencia, fueron capaces de
entrar en este tipo de células y colocalizar con los lisosomas, mientras que el y-péptido
con aminas cuaternarias lo hizo en baja proporcién. Esto pone en evidencia que tal y
como ya se habia visto en trabajos previos del grupo,’? estos péptidos mostraron
distinta capacidad de entrada frente a distintas lineas celulares, mostrando un patrén de
estructura-actividad distinto en cada linea celular. Esto hace que los y-péptidos no
puedan ser considerados CPPs o transportadores universales como en general se
considera al Tat, sino que es necesario establecer su patron de entrada en cada caso. En
células MAEC la presencia de grupos guanidinios en la secuencia parece favorecer tanto
la entrada a través de la membrana como la acumulacién en lisosomas frente a la
presencia de aminas cuaternarias.

¥péptidos guanidilados en Leishmania donovani.

Tomando como punto de partida los resultados obtenidos previamente en nuestro
grupo de investigacion, que demostraban que el y-péptido CF-Gp-11 con seis residuos
guanidilados, internalizaba en Leishmani donovania y en Leishmania pifanoi, se llevo a
cabo la sintesis en fase so6lida y la caracterizacion de una familia de y-péptidos inspirada
en este compuesto (Figura 59), con lo que se pretendia explorar el efecto del tamafio del
péptido y el numero de residuos guanidilados, en la capacidad de atravesar la
membrana plasmatica de estos compuestos en Leishmania donovani. La presencia de
grupos guanidinios en una secuencia peptidica se ha considerado un elemento
estructural importante para el proceso de internalizaciéon de células mamiferas, ya que
estos grupos funcionales permiten establecer una interaccién electrostatica entre el
péptido catidnico y los grupos fosfatos en la superficie de la membrana celular.89.182
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Figura 59. Estructura quimica de CF-Gp-11 y la familia sintetizada.

Los estudios de citometria de flujo y microscopia confocal de los cinco y-péptidos en
promastigotes de este parasito, demostraron que la presencia de los grupos guanidinios
influye directamente en la capacidad de internalizacion celular, asi como en la toxicidad
de estos compuestos en los parasitos. Los y-péptidos que contienen dos o cuatro
residuos guanidinios no atravesaron la membrana citoplasmatica de estos parasitos y
tampoco resultaron toéxicos. Sin embargo, los compuestos con 6, 8 y 10 grupos
guanidinios fueron capaces de internalizar dichos parasitos. La capacidad de atravesar la
membrana plasmatica aumenté en forma proporcional con el nimero de residuos
guanidinios (10>8>>6), pero también se increment¢ la toxicidad de estos compuestos en
el mismo orden. Estos resultados evidencian la influencia marcada de los grupos
guanidinios en la eficiencia de entrada celular, pero también en el incremento de la
toxicidad, lo cual es una limitacion para el uso de y-péptidos poliguanidilados con mas de
seis residuos en su secuencia.

Los resultados de toxicidad de los péptidos CF-Gp-14 y CF-Gp-15 (con 8 y 10 grupos
guanidinios en su secuencia) se relacionan con la influencia de estos compuestos en la
integridad de la membrana celular que es mas evidente al incrementar el tiempo de
exposicion. Estos péptidos al ser de mayor tamafio y tener un caracter catiénico mas
elevado, tienen la posibilidad de aumentar la superficie de interaccién con la membrana
celular, favoreciendo asi la entrada de estos compuestos a la célula, pero provocando
alteraciones irreparables en la misma lo que explicaria el incremento de la
toxicidad.272.273

El péptido CF-Gp-11, que presenta seis prolinas modificadas con grupos guanidinios,
mostro una internalizacién en promastigotes tres veces superior a la del control positivo
CF-Tat, ademas de tener una baja toxicidad. Por todo ello, este péptido fue seleccionado
para ser empleado como vehiculo transportador de farmacos. Como compuestos que
presentan propiedades leishmanicidad se decidié utilizar la doxorubicina y miltefosina
(Figura 60). La conjugacion de ambas drogas al péptido Gp-11 se llevé a cabo utilizando
la secuencia peptidica, previamente modificada mediante la adicién de una cisteina en el
extemo N-terminal. El conjugado Doxo-Gp-11 se obtuvo mediante el uso de un
espaciador biduncional (SMCC) y el MT-BODIPY-Gp-11 mediante la formacién de un
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puente disulfuro. Los analisis de viabilidad celular, citometria de flujo y microscopia
confocal, permitieron establecer que Doxo-Gp-11 podria considerarse de modo
preliminar como una estrategia quimioterapéutica alternativa para el tratamiento de la
leishmaniasis, mientras que MT-BODIPY-Gp-11 se utilizaria como estrategia
quimioterapéutica frente a la resistencia farmacolégica generada por el parasito frente a
este farmaco.
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Figura 60. Estructuras quimicas de los conjugados sintetizados.

El conjugado Doxo-Gp-11 resulté mas eficiente en la internalizaciéon en promastigotes
de Leishmania donovani que el farmaco libre. Ademas, los estudios realizados a
diferentes temperaturas evidencian que el mecanismo de entrada de este compuesto es
dependiente de energia. El conjugado mostré una marcada actividad leishmanicida a las
4 h de incubacion a concentraciones inferiores a 10 uM (ICso= 6 uM), a diferencia del
farmaco libre, el péptido libre y de la mezcla de ambos (Gp-11+Doxo) lo que demostro
que esta actividad esta directamente relacionada con el conjugado y no a la presencia del
resto de los componentes analizados. A tiempos de incubacién mas largos (72 h), la
doxorubicina mostré igual actividad que el conjugado (ICso= 6uM), a diferencia del
péptido libre. El estudio cinético de internalizacién del conjugado mostré que éste se
detectd en el interior de la célula desde los primeros 5 min, a diferencia de la
doxorubicina, que se detect6 por primera vez en el interior del parasito a las 2 h. Todo
esto indic6 que la presencia del péptido en el conjugado favorece la accién de
doxorubicina a tiempos cortos. La determinacion de la disminucidon de los niveles de
ATP citoplasmatico del parasito, provocado por el conjugado a diferentes
concentraciones durante 30 min de incubacion, confirmaron la eficacia del empleo de
este hibrido molecular para transportar la doxorubicina al interior del parasito.

El conjugado MT-BODIPY-Gp-11 se ensay0 en cepas sensibles y en cepas resistentes a
miltefosina. En cepas sensibles, no se observaron diferencias significativas de actividad
leishmanicida entre la miltefosina libre y el conjugado. Sin embargo, al utilizar cepas
resistentes a la miltefosina, a concentraciones < 5uM, el conjugado disminuy6 la
viabilidad celular del parasito, mientras que con el tratamiento con miltefosina, los
parasitos mostraron la resistencia esperada. A concentraciones superiores a 5 UM, tanto
el conjugado como el fadrmaco libre presentaron actividad leishmanicida. Estudios de
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inhibicion realizados en presencia de heparina, demostraron que su presencia inhibe la
entrada de nuestro conjugado.

Todos estos resultados muestran que conjugar un Y-péptido a moléculas con
propiedades terapéuticas como la doxorubicina y la miltefosina, asi como demostrar su
capacidad de accion en promastigotes de Leishmania donovani, incluso en cepas
resistentes a uno de los farmacos, es la prueba fehaciente que demuestra del potencial
de este péptido como sistema de transporte de moléculas de valor terapéutico, por lo
que podria ser considerado como un posible elemento constitutivo de nanocompuestos.

¥péptidos en Drosophila melanogaster.

Con el objetivo de validar el uso de nuestros y-péptidos en barreras bioldgicas mas
selectivas y especializadas como la barrera hematoencefalica, se decidi6 utilizar un
meétodo de cribado in vivo que permitiera la evaluacion de una familia de compuestos de
manera viable. Para ello se decidi6 validar a Drosophila melanogaster como modelo in
vivo para estudiar la capacidad de los péptidos para atravesar la BHE mediante estudios
de microscopia de fluorescencia (epifluorescencia y microscopia confocal de barrido de
laser).

Para validar este modelo, se utilizaron diferentes mutantes de Drosophila melanogaster
(wil18, w-iso, moody Null y moody-Gal4) dependiendo del factor a analizar. Ademas,
resultd necesario la preparacion de una serie de péptidos modelos, cuya capacidad de
atravesar la BHE habia sido reportada con anterioridad en otro tipo modelos in vitro e in
vivo. Ademas, seis de nuestros y-péptidos con distinta capacidad de atravesar la
membrana celular fueron seleccionados para realizar este estudio. Todos los
compuestos seleccionados, se inocularon en el abdomen de Drosophila melanogaster y
posteriormente se analizaron las retinas de las moscas mediante técnicas de
microscopia de fluorescencia.

Los estudios de epifluorescencia resultaron utiles como primera aproximacién pero no
mostraron resultados concluyentes, debido a que su interpretacion depende en gran
medida de la educacién del ojo del experimentador al captar la fluorescencia. Este hecho
podria inducir a la deteccién de “falsos positivos” causados por una interpretacion
errdnea, al visualizar la retina en el microscopio. A pesar de ello esta técnica puede
servir como herramienta adicional a los estudios de microscopia confocal, debido a que
nos permite detectar errores asociados con el proceso de inyeccion, asi como contribuir
en la seleccidn de individuos a analizar mediante microscopia confocal.

Los estudios de microscopia confocal de barrido de laser, nos permitieron validar
Drosophila melanogaster como modelo in vivo para estudiar la capacidad de atravesar la
BHE de los péptidos y profundizar en el comportamiento de todos ellos en este modelo.

Los resultados de las moscas moody avalaron su utilidad como controles positivos de
entrada masiva para todos los compuestos analizados, mientras los estudios realizados
con moscas w-iso presentaron variabilidad en los datos obtenidos, tanto de caracter
cualitativo como cuantitativo y permitieron discriminar entre los compuestos que
presentan entrada en retina de los que no. Ademas, como novedad de la metodologia
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disefiada en este trabajo, se observo la distribucion espacial de los péptidos presentes en
el interior de la retina de Drosophila (moody y w-iso) y se determind su patrén de
localizacion, detectandose en la mayoria de los casos en los rabdémeros, asi como en las
células pigmentarias principalmente y en menor proporcién en la cérnea.

Los resultados mostraron que, de todos los péptidos control analizados, aquellos que se
unen al receptor transferrina (CF-pTf-1 y CF-pTf-2) atravesaron la BHE hasta llegar a la
retina en Drosophila melanogaster w-iso. En el caso de los y-péptidos, CF-Gp-7, CF-Gp-10
y CF-Gp-11 se detectaron en retina, aunque solo se cuantificaron los dos ultimos, debido
a que el primero presentd problemas de extincion de la fluorescencia bajo las
condiciones de experimentacién. CF-Gp-10 y CF-Gp-11 presentaron un
comportamiento similar al detectado para los péptidos de transferrina, demostrando
que los y-péptidos guanidilados son capaces de llegar a la retina de este insecto (Figura
61). Para el resto de los compuestos su presencia no fue tan relevante como en estos
casos.
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Figur
a 61. Estructuras quimicas de los péptidos con capacidad de atravesar la BHE de Drosophila
melanogaster.

Del conjunto de y-péptidos ensayados y segun nuestro sistema de cribado, CF-Gp-11 fue
el que mostré mayor capacidad de atravesar la barrera. Este se seleccion6 para realizar
estudios de la diseccion de cerebro y confirmar la entrada de este péptido al cerebro en
moscas moody-Gal4, las cuales presentan la BHE marcada con GFP. Para ello, se gener6
otro derivado de Gp-11 con otro fluoréforo, el Atto 565, que emite a una longitud
superior y es mas fotoestable. La presencia de Atto 565-Gp-11 en los axones del 16bulo
optico en el cerebro disectado de Drosophila melanogaster, confirmaron la trayectoria de
entrada de este y-péptido a través de la BHE.

Los y-péptidos guanidilados que demostraron que atraviesan la BHE de Drosophila (Gp-
10 y Gp-11), en un futuro podrian servir como moléculas portadoras de farmacos y/o
nanotransportadoras y facilitar el transporte de estas entidades quimicas a través de la
barrera.

Todos los experimentos realizados, nos permitieron validar a Drosophila melanogaster
como modelo in vivo para estudiar la capacidad de los péptidos para atravesar la BHE,
mediante la observacidon/deteccion de fluorescencia en la retina de las moscas. Este
modelo es facil de manipular, se requieren pequefas cantidades de indculo y las
determinaciones se realizan a tiempo real. Todo esto, unido al menor costo de este en
comparacién con otros modelos in vivo, lo convierten en una opcion viable para la
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evaluacion de la entrada a través de la BHE, de bibliotecas peptidicas o biosimilares y de
esta manera, acceder a estructuras novedosas como transportadores o farmacos, frente
a enfermedades relacionadas con el SNC.
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En la presente tesis doctoral se ha estudiado el potencial de los y-péptidos basados en
cis-y-amino prolina, como moléculas con capacidad de atravesar distintos tipos de
barreras bioldgicas y consecuentemente, ser considerados transportadores. Para ello se
ha estudiado su capacidad de entrada en células mamiferas (HeLa y MAEC) y en el
parasito Leishmania donovani como modelos in vitro. También se ha determinado su
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica mediante un sistema de cribado
utilizando Drosophila melanogaster como modelo. Esto ultimo ha implicado la necesidad
de poner a punto y validar Drosophila melanogaster como modelo in vivo para estudiar
la capacidad de los péptidos para atravesar barreras biolégicas. Los resultados de esta
investigacion nos permiten concluir que:

Del conjunto de y-péptidos estudiados, sélo tres de ellos (CF-Gp-7,CF-Gp-10, CF-Gp-
11) mostraron a las dos horas de incubacién un porcentaje de entrada celular
superior al 50% con respecto a CF-Tat, siendo el CF-Gp-7 el que presenté un
comportamiento mas similar al control positivo utilizado CF-Tat. Al aumentar el
tiempo de incubacién a 24 h se favorecid la entrada de cinco y-péptidos en
comparaciéon al control CF-Tat. Estos resultados evidencian que tanto el caracter
cationico, como la hidrofobicidad de los 7y-péptidos probados, juegan un rol
importante en la capacidad de atravesar la membrana celular y que su resistencia a
proteasas favorece su presencia intracelular a tiempos de incubacidn largos.

Tres y—péptidos representativos (CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10) que previamente
habian mostrado mayor capacidad de entrada, se localizaron en el citoplasma de la
célula en forma de vesiculas, lo cual constituye un primer indicio de un mecanismo
de internalizacion via endocitica para estos compuestos. Esto se corrobor6 con la
observacion de que una parte de estos péptidos se localizaron en los lisosomas y
endosomas tardios.

El estudio del mecanismo de entrada en células HeLa de estos péptidos (CF-Gp-4,
CF-Gp-7 y CF-Gp-10) mediante el uso de inhibidores especificos de distintos
mecanismos, demostré que la internalizaciéon de estos compuestos no ocurre por una
sola via endocitica, dependiendo de dos o0 mas mecanismos de entrada que incluyen
la via caveola, clatrina y macropinocitosis, siendo esta ultima la mas destacada en la
entrada de CF-Gp-7 y CF-Gp-10.

El estudio de la capacidad de entrada de los péptidos, CF-Gp-4, CF-Gp-7 y CF-Gp-10
en células MAEC mostro que la presencia de grupos guanidinios en las secuencias
peptidicas (CF-Gp-4 y CF-Gp-10) es crucial para favorecer la entrada en este tipo de
células.

El estudio de la internalizacion de los 7y-péptidos (CF-Gp-11-CF-Gp-15) en
promastigotes de Leishmania donovani mostr6 que la capacidad de entrada celular
de estos es proporcional al ndmero de residuos guanidilados presentes en la
secuencia (CF-Gp-11<<CF-Gp-14<CF-Gp-15). Paralelamente, la citotoxicidad que
provocan estos péptidos en el parasito se incrementa proporcionalmente con el
numero de grupos guanidinios presentes. El péptido CF-Gp-11 que contiene seis
residuos guanidinios en su estructura, ha resultado ser el mejor candidato para su
evaluacion como transportador de farmacos debido a su baja toxicidad y a su buena
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capacidad de entrada, empleandose para sintetizar conjugados con doxorubicina y
miltefosina.

El conjugado y-péptido-doxorubicina (Doxo-Gp-11) internaliz6 en promastigotes de
Leishmania donovani a las 4 h de incubacién mediante un mecanismo de entrada
dependiente de energia, a diferencia de la doxorubicina, que no fue capaz de
atravesar la membrana celular. El tratamiento de promastigotes con el conjugado
Doxo-Gp-11 provocé una bajada de ATP citoplasmatico que fue dependiente de la
concentracion del conjugado. Este efecto no fue observado con la doxorubicina en las
mismas condiciones. Todo esto es indicativo del efecto de la doxorubicina en el
parasito cuando esta ha podido entrar en el mismo mediante el transporte del
péptido Gp-11.

El conjugado del y-péptido Gp-11 con miltefosina marcada con BODIPY (MT-
BODIPY-Gp-11) frente a cepas de Leishmania donovani resistentes a miltefosina
(MT) present6 actividad leishmanicida a concentraciones <5 UM, mientras que frente
a MT libre se observd la resistencia esperada en el mismo rango de concentracion.
Este hecho demostré las aptitudes del péptido Gp-11 como transportador de
farmacos frente a la resistencia farmacolégica desarrollada por el parasito.

Los estudios de entrada celular del MT-BODIPY-Gp-11 preincubado con heparina
(un glicosaminoglicano), mostraron que en estas condiciones el conjugado no era
capaz de atravesar la membrana celular de promastigotes de Leishmania donovani,
esto sugiere que la union del péptido Gp-11 catidnico a los componentes altamente
anionicos de la membrana del parasito es un paso importante en la entrada celular.

Se ha establecido una metodologia basado en técnicas de microscopia de
fluorescencia (epifluorescencia y microscopia confocal) que permite estimar la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), utilizando a Drosophila
melanogaster como modelo in vivo.

La epifluorescencia no result6 una metodologia concluyente al estudiar la
permeabilidad de la BHE. Mediante las observaciones de la presencia o no de
fluorescencia en la retina, la mayoria de los compuestos fluorescentes estudiados
mostraron resultados no concluyentes debido a la baja resolucién espacial de esta
técnica demostrando la debilidad de este método. Sin embargo, la epifluorescencia
podria resultar de utilidad como herramienta adicional a estudios de microscopia
confocal, debido a que permite detectar errores asociados con el proceso de
inyeccion, asi como en la seleccidon de individuos a analizar en microscopia confocal.

La microscopia confocal de barrido de laser, debido a su alta resoluciéon y al
desarrollo de métodos de andlisis que permiten separar la autoflorescencia de la
mosca de la sefial fluorescente del péptido, resultd ser el método adecuado para el
ensayo de la entrada en retina. Ademas, esta técnica permitié validar a Drosophila
melanogaster como modelo in vivo apropiado para estudiar la permeabilidad de la
BHE frente a diferentes compuestos mediante estudios tanto cualitativos como
cuantitativos.
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* De los péptidos modelo con capacidad de atravesar la BHE seleccionados,
aquellos reconocidos por receptores transferina CF-pTf-1 y CF-pTf-2
atravesaron la barrera y se localizaron en las células pigmentarias y
rabdomeros, mientras que los péptidos CF-RGV, CF-angiopeps, CF-pAntp y
CF-Tat no fueron detectados.

* De la familia de y-péptidos estudiados, los péptidos CF-Gp-10 y CF-Gp-11
mostraron capacidad de atravesar la barrera y se localizaron
mayoritariamente en rabdémeros y en menor proporciéon en cérnea y células
pigmentarias. Estos compuestos han resultado ser candidatos prometedores
en la busqueda de compuestos que atraviesan la BHE.

El andlisis de microscopia confocal del cerebro disectado de moscas moody-Gal4
inyectadas con el péptido fluorescente Atto 565-Gp-11, mostré la presencia del
mismo en las proyecciones axonales del l6bulo 6ptico, las cuales se conectan
directamente a la retina, confirmando inequivocamente que el péptido Gp-11
atraviesa la barrera.

El método desarrollado para la estimacidon de la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica de compuestos de caracter peptidico, ha mostrado ser adecuado
para péptidos que atraviesan la BHE mediante transcitosis inespecifica, mientras que
para compuestos que cursan mediante mecanismos mas especificos no es tan
generalizable debido a que en Drosophila melanogaster no hay disponibilidad total
en de receptores homélogos.

Los y-péptidos seleccionados han mostrado de manera fehaciente aptitudes como
transportadores para atravesar la BHE.
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