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Abreviaturas

Abreviaturas

Aa Aminodcido

6Ahx Acido Fmoc-6-aminohexanoico

Boc tert-Butiloxicarbonilo

CD Dicroismo circular

CPPs Péptidos penetrantes de células

DCC N,N'-Diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DCTB trans-2-[3-(4-tert-Butilfenil)-2-metil-2-propenilideno Jmalononitrilo

DIEA N,N-Diisopropiletilamina

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (Medio Eagle modificado por
Dulbecco)

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DPTS p-toluensulfonato de piridinio

EDAC Clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

FBS Suero fetal bovino

Fmoc 9-Fluorenilmetoxicarbonil

HEPES Acido 2-[4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-il]etano-1-sulfonico

HFIP 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol

HKR Buffer HEPES-Krebs-Ringer

Hz Hertz

Mitt 4-Metiltritilo

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.
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N-HATU

N-HBTU

Pbf

PEG

PFP

RMN
SPPS
Sulfo-NHS
TAMRA
5-TAMRA
‘Bu

TFA

TFE

TIS

TNBS

Trt
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Hexafluorofosfato de N-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3
triazolo[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanamino
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2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo
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2,3,4,5,6-pentafluorofenol

Resonancia Magnética Nuclear

Sintesis peptidica en fase so6lida
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Ester N-succidiminilico del 5(6)-carboxitetrametilrodamina
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terc-Butil
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Resumen

Resumen

En el siglo XVIIIL, la “quimica moderna” centrd gran parte de sus esfuerzos en la sintesis
de nuevas moléculas mediante la formacion de enlaces covalentes, sin embargo, la obtencion
de moléculas de gran tamafio y complejidad resultaba imposible mediante esta aproximacion
clasica. Por este motivo, la quimica sintética necesitaba avanzar hacia el desarrollo de entidades
quimicas complejas con funciones especificas, instante en el que la quimica supramolecular
empieza ha adquirir un especial interés. En 1978, el premio Nobel Jean-Marie Lehn defini6 por
primera vez este nuevo campo como “la quimica de los enlaces intermoleculares” ya que se
centra en el estudio de las interacciones débiles no-covalentes y reversibles entre las moléculas.
La quimica supramolecular abarca conceptos como el autoensamblaje o el reconocimiento
molecular (quimica anfitrion-huésped) y emplea, para la construccion de estas complejas
estructuras, herramientas de gran utilidad como la quimica covalente dindmica. La gestacion y
crecimiento de todo este conocimiento ha permitido desde el desarrollo de increibles
arquitecturas supramoleculares capaces de reconocer sustratos con una elevada afinidad,
pasando por complejas cajas de coordinaciéon o capsulas autoensambladas hasta el actual
desarrollo de las conocidas como maquinas moleculares reconocidas con el premio Nobel de
quimica 2016 a B. L. Feringa, J. P. Sauvage, y J. F. Stoddart.

El avance hacia nuevas tecnologias terapéuticas requiere que los fArmacos y compuestos
bioldgicamente activos sean liberados en el interior celular para ejercer su funciéon en el
citoplasma, en el ntcleo o en otros organulos especificos. Sin embargo, la membrana plasmatica
actiia como una barrera hidrofobica semipermeable que impide el paso de las macromoléculas
exogenas. En esta evolucion, la quimica supramolecular ha jugado un papel fundamental
consiguiendo satisfacer las necesidades cientificas del momento aportando novedosos sistemas
de bioconjugacion, liberacion y transporte de farmacos, aumentando su internalizacion celular
y permitiendo que los agentes terapéuticos alcancen sus dianas intracelulares. Entre algunos de
estos materiales sintéticos destacan: los liposomas, los polimeros o las nanoparticulas, sin
embargo, en los ultimos afios, los Péptidos Penetrantes de Células (CPPs) han surgido como
una alternativa prometedora para la internalizacion efectiva y transporte al interior celular. Estas
moléculas consisten en pequefias secuencias peptidicas altamente ricas en residuos basicos
catidnicos, en algunas ocasiones, combinadas con caracteristicas hidrofobicas y que han
mostrado una alta capacidad de penetracion a través de la membrana plasmatica. Los hallazgos
iniciales del péptido TAT del VIH-1 y de Penetratina-1 del homeodominio de Antennapedia,
comenzaban a demostrar el potencial de los CPPs, y permitieron el uso del conocimiento
observado en estas proteinas naturales para expandir este nuevo y prometedor campo hacia
numerosas estructuras sintéticas con propiedades translocantes como las poliargininas (Ry),
Pep-1, MPG, o diferentes estructuras ricas en grupos guanidino como glicésidos, PNAs o
estructuras dendriticas no peptidicas.

Hoy en dia, el nombre de CPPs designa una gran superfamilia de péptidos que difieren en
sus propiedades fisicas, quimicas o biologicas, asi como en su longitud, carga, hidrofobicidad,
flexibilidad y solubilidad. Se han realizado detalladas taxonomias de las diferentes CPPs y se
han podido clasificar segun su origen y naturaleza (naturales, sintéticos o quiméricos) o segun
sus propiedades fisico-quimicas (catidonicos, hidrofobicos o anfipaticos). Nuestro grupo de
investigacion ha contribuido a ampliar y mejorar esta quimioteca de CPPs dotando diversas
estructuras catidnicas o péptidos anfifilicos pseudo-helicoidales con grupos alcoxiamina o
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hidrazida para unir diferentes ligandos aldehidos y conseguir de forma sencilla la modulacion
de las propiedades de un CPP modelo. Mediante esta quimica dinamica, que emplea uniones
tipo oxima o hidrazona, se han acoplado distintos electrofilos hidrofobicos e hidrofilicos, o
incluso ligandos tipo carbohidrato.

Irremediablemente, debido a sus capacidades penetrantes sin precedentes, los CPPs han
resultado ser unos vectores con gran potencial para el transporte de cargos bioldgicamente
activos convirtiéndose en una de sus principales aplicaciones. La naturaleza de los cargos
transportados es muy variada y engloba proteinas, anticuerpos, acidos nucleicos (ADN, ARN,
siARN, APNs, plasmidos, oligunocleétidos), fluordéforos o agentes de contraste entre otros. La
union covalente CPP-cargo se ha empleado tradicionalmente para la preparacion de
transportadores intracelulares de farmacos, sin embargo, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que las metodologias supramoleculares poseen grandes beneficios en la liberacion
del cargo y la reduccion de esfuerzo sintético. De esta forma, se han sintetizado diversas
estructuras peptidicas ricas en aminoacidos de arginina que contienen ligandos carbohidrato
para el transporte selectivo de determinadas proteinas como la Concanavalina A o con colas
hidrofébicas unidas mediante enlaces hidrazona para el transporte de plasmidos o de la proteina
CRISPR/Cas9 al interior celular. A pesar de todo el éxito cosechado, debido a su capacidad
penetrante y su habilidad para poder transportar distintos cargos al interior celular, hoy en dia,
continuas ideas, avances y estrategias se siguen desarrollando para superar algunas de las
limitaciones que presentan. De manera general cabe destacar su inestabilidad o baja resistencia
frente a la digestion enzimadtica, su baja selectividad y una alta toxicidad asociada a su caracter
altamente catidnico.

Es inexorable negar, la importancia y la constante presencia, directa o indirecta, que cobran
a lo largo de este manuscrito las interacciones de reconocimiento molecular, en concreto, las
conexiones proteina-carbohidrato. Las interacciones reversibles entre los carbohidratos y sus
receptores estan ampliamente involucradas en muchos procesos biologicos y patologicos, que
van desde la comunicacion celular hasta la metastasis tumoral. Las células tumorales muestran
una amplia gama de alteraciones de glicosilacion en comparacion con sus equivalentes sanas.
La existencia de esta diferenciacion en los patrones de glicosidacion conduce a una regulacion
distinta de la segregacion intracelular, la localizacion y el recambio de receptores. Entre algunas
de las principales proteinas de unién a carbohidratos podemos destacar las lectinas de tipo C
(DC-SIGN), lectinas SIGLEC como el receptor CD22, galectinas, o la familia de las selectinas.
Por este motivo, la conjugacion de carbohidratos a diferentes estructuras portadoras de
farmacos dirigidos al cancer para la entrega celular selectiva como, por ejemplo, dendrimeros,
liposomas o fullerenos entre otras arquitecturas quimicas, ha recibido una atencion creciente en
los ultimos afnos. Ademas, la posibilidad de contar con multiples grupos glicésido en un mismo
andamio estructural da lugar a una capacidad de unién mejorada con sus respectivos receptores
diana, lo que se conoce como interacciones multivalentes o efecto cluster.

En este primer capitulo, hemos empleado estrategias supramoleculares para la
bioconjugacion de ligandos carbohidrato de interés, a través de enlaces dindmicos reversibles
tipo oxima sensibles al pH, a una plantilla peptidica comun con caracteristicas penetrantes para
el desarrollo de futuros vehiculos de transporte de multiples cargos. Esta aproximacion genera
una estrategia sencilla, rdpida y con rendimientos cuantitativos para la conexion CPP-
carbohidratos, en concreto, a cada molde peptidico marcado fluorescente con TAMRA (Tm),
se unieron dos unidades de a-D-manosa, f-D-glucosa, N-acetil--D-glucosamina, f-D-galactosa
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o un aldehido trisacarido ramificado de a-D-manosa generando péptidos penetrantes de células
glicosilados (GCPPs) con una estructura general TmP(X)2, donde X = Man, Glu, NAG, Gal y
Man; respectivamente. El planteamiento tedrico inicial en el que una secuencia peptidica lineal
seria capaz de plegarse para la obtencion de una estructura helicoidal fue posteriormente
contrastado mediante dicroismo circular y medidas de espectroscopia de RMN que arrojo
informacion de su estructura interna en donde los dominios de arginina y leucina se encuentran
orientados en lados opuestos del eje longitudinal helicoidal en cuya interfase entre ambos
dominios se encuentran los residuos de lisina modificados con grupos alcoxiamina. Ademas, a
lo largo de este capitulo, se ha realizado una evaluacion de la internalizacion celular mediante
microscopia y citometria en diferentes lineas celulares (HeLa, A549, HepG2, Raw264.7, Vero,
HCT116). Los diferentes glicanos mostraron un fuerte impacto en la internalizacion de
estructuras peptidicas similares y son capaces de modular la eficiencia de captacion y la
citotoxicidad. Ademas, se ha demostrado que la tendencia de internalizacion de los hibridos de
glicopéptidos no cambia con las lineas celulares analizadas y que la capacidad de penetracion
de la estructura peptidica sigue dominando su internalizacion. Para completar este capitulo, se
investigd el comportamiento in vivo y la distribuciéon de los glicopéptidos TmP(Gal), y
TmP(Mans), en modelos de animales de peces cebra. Se observd una internalizacion sin efectos
toxicos significativos sobre la supervivencia larval, la fluorescencia se localizé principalmente
en la yema, aunque se detectd una biodistribucion débil a lo largo del cuerpo. Ademas, se
distinguieron algunas diferencias en los patrones de fluorescencia, en concreto, TmP(Gal), se
localiz6 especificamente en la region olfativa del pez cebra. A diferencia de lo observado con
los glicopéptidos anteriores, el péptido control hidrofobico, TmP(Acetona),, mostrd una fuerte
internalizacioén en la yema, pero sin la capacidad de abandonarla, es decir de expandirse o
biodistribuirse a lo largo del pez cebra unido a una mortalidad muy fuerte, incluso en tiempos
cortos.

En el segundo capitulo, la necesidad de mejorar los CPPs como vehiculos de transporte
mas efectivos, nos ha impulsado a desarrollar un nuevo conector bencilico di-alcoxiamina que
nos permite aumentar el numero de carbohidratos sin alterar la estrategia glicopeptidica
disefiada inicialmente y manteniendo la sencillez sintética que nos aporta la quimica de las
oximas. Mediante esta estrategia se han sintetizado estructuras tipo TmP(X)z que contienen a-
D-manosa, -D-glucosa, y f-D-galactosa (X = Man, Glu o Gal) y con un nimero total de cuatro
o seis carbohidratos (Z =4 o 6). Estos nuevos CPPs altamente glicosilados vieron reducida su
eficacia de internalizacion respecto a sus homdlogos con dos carbohidratos descritos en el
capitulo anterior. Sorprendentemente, se descubrié que una sustitucion de cuatro a seis
sacaridos no disminuia la eficiencia de captacion en las células, adquirieron valores similares a
CPPs de referencia como la octa-arginina, sin embargo, mejoraba significativamente el perfil
de toxicidad de los soportes peptidicos. En particular, la sustitucion por glucosa se confirmé
como un escudo de carbohidratos Optimo con una excelente internalizacion in vitro y
localizacion intracelular, asi como una excelente biodistribucion in vivo. Estos resultados
apoyan el potencial de la funcionalizacién de péptidos con carbohidratos, y en particular la
insercion de glucosa, para la mejora del perfil de captacion/toxicidad de péptidos penetrantes
celulares cortos.

Los eventos de reconocimiento proteina-carbohidrato siguen detras de procesos biologicos
como el desarrollo metastasico. La metéstasis es el proceso de propagacion, reproduccion y
extension de un foco cancerigeno a un 6rgano o tejido distinto de aquel en el que fue iniciado.
Durante este proceso las células tumorales adquieren la capacidad de penetrar en los vasos
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sanguineos y linfaticos, viajar a través de la circulacion sanguinea y una vez fuera son capaces
de proliferar en tejidos sanos de otra parte del cuerpo. Una de las etapas principales del proceso
de metéstasis es el reconocimiento molecular a través de interacciones multivalentes ligando-
receptor entre las células tumorales del flujo sanguineo y las células endoteliales de tejidos
alejados del foco principal del tumor, en particular, las interacciones entre oligosacaridos
sialilados (sLeX y sLe®) sobreexpresados en células tumorales circulantes y entre las proteinas
de membrana de la familia de las selectinas (P-, L- y E-selectina). Por lo tanto, el desarrollo de
ligandos especificos de alta afinidad para las selectinas constituye un objetivo primordial para
el desarrollo de estrategias de bloqueo de la adhesion tumoral. Sin embargo, la compleja sintesis
quimica de estos oligosacaridos y/o sustitutos eficientes dificulta el potencial desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos o de diagnostico. Recientemente, a través de la técnica “phage-
display”, que realiza un secreening para reconocer secuencias que interaccionan con la E-
selectina, se logro identificar un péptido simple con una secuencia lineal de siete aminoacidos
(Ile-Glu-Leu-Leu-Gln-Ala-Arg) denominado IELLQAR que interacciona especificamente con
la E-selectina, demostrando que por si solo, inhibe la metéstasis dependiente de sLe*.

Con estos precedentes, el tercer y ultimo capitulo de la tesis se ha centrado en el desarrollo
de nuevas plataformas multivalentes hibridas con sustitutos peptidicos mas sencillos y viables
(IELLQAR) que mimetizan la funcion de los ligandos naturales (sLe* o sLe®) y que presentan
la misma capacidad de interaccionar con gran afinidad con sus receptores proteicos
correspondientes. Entre las diferentes plataformas disponibles, el hexa-aducto del fullereno Cgo
con geometria Th octaédrica ha mostrado un gran potencial como andamio nanocarbdnico
globular para la presentacion tridimensional multivalente de diferentes ligandos. En este
capitulo se describe la primera sintesis del hexa-aducto péptido/[60]fullereno altamente
funcionalizado en las tres dimensiones mediante la combinacién de la sintesis de péptidos en
fase solida y la quimica de “click” tipo SPAAC. El aducto de fullereno final (F1) estd dotado
de 12 subunidades peptidicas que fueron reconocidas especificamente por el receptor proteico.
También se sintetiz6 un aducto asimétrico A1oB marcado fluorescentemente con una sonda de
Rodamina B (F1®B). Los experimentos de SPR confirmaron la unién multivalente especifica a
la E-selectina, que también fue validada en modelos de células vivas. Esta estrategia valida el
potencial de los conjugados de [60]fullereno para la presentacion multivalente de ligandos
peptidicos con informacién especifica para el reconocimiento de proteinas.
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Objetivos generales

La investigacién quimica tiene como objetivos comprender y conocer nuevos conceptos
hasta ahora desconocidos y desarrollar nuevas herramientas que permitan la resolucién de
diferentes problemas. Uno de los principales retos de la quimica, la biologia y la medicina es el
desarrollo de nuevas terapias, vacunas y farmacos innovadores que permitan resultados
efectivos contra las distintas patologias y abra la puerta a una nueva era cientifica que de lugar
a la mejora de la calidad de vida y un aumento de la longevidad de la poblacion. La
administraciéon de firmacos contra estas enfermedades genéticas, autoinmunes, infecciosas o
metabolicas se encuentra, en muchas ocasiones, con limitaciones en su transporte al interior de
la célula lo que dificulta enormemente su aplicabilidad. La membrana celular regula el
intercambio de moléculas e informacion con el entorno externo y actia como una barrera
semipermeable que impide el paso de macromoléculas exodgenas. En este proceso, las
interacciones proteina-carbohidrato cobran especial importancia y estdn involucradas en
muchos procesos bioldgicos y patoldgicos, desde la comunicacion celular hasta la metastasis
tumoral.

En esta tesis doctoral, uno de los principales objetivos es intentar abordar el problema de
la entrega celular desarrollando nuevos glico-vehiculos sintéticos basados en CPPs (Péptidos
Penetrantes de Células) capaces de atravesar la membrana plasmatica y hacerse paso hasta el
citosol con gran eficacia y minimizando sus efectos adversos o citotoxicos. Dentro de este
primer bloque que integran los capitulos I y II, se llevaran a cabo diferentes sub-objetivos como
la bio-conjugacion de la region peptidica con los dominios carbohidrato a través de enlaces
oxima, la sintesis de nuevos conectores alcoxiamina, el desarrollo de péptidos altamente
glicosilados, la evaluacion in vitro de sus propiedades de penetracion o el andlisis del perfil de
biodistribucidn in vivo en modelos simples. La consecuencia de todos estos objetivos tiene la
finalidad de construir una gran familia de CPPs glicosilados con propiedades mejoradas.

Por otro lado, el segundo gran bloque de esta tesis doctoral, comprendido por el capitulo
I, tiene el objetivo de desarrollar nuevos materiales multivalentes capaces de participar en
procesos proteina-carbohidrato como los implicados en la metéstasis del cancer. Para ello se
pretende combinar la sintesis peptidica con la quimica de los fullerenos[60] para dar lugar a
nuevos conjugados tridimensionales con resultados prometedores en el reconocimiento de E-
selectina. Se pretende estudiar la interaccion de estas nuevas arquitecturas 3D mediante técnicas
de SPR y evaluar su comportamiento in vitro en célula viva.

Por lo tanto, el desarrollo de nuevos materiales organicos hibridos que alcancen sus dianas
intracelulares y que sean capaces de controlar los eventos de reconocimiento molecular ligando-
receptor, lo que les proporcionara una alta selectividad y especificidad, representa un gran reto
para el desarrollo de la proxima generacion de terapias y métodos de diagnostico.
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Introduccién I

1. Quimica supramolecular

En la historia de la ciencia, desde la alquimia en la antigiiedad, uno de los principales retos
de la quimica ha sido entender y emular las transformaciones llevadas a cabo en los organismos
vivos. En el siglo XVIII, el cual puede considerarse el nacimiento de la "quimica moderna",
todos los esfuerzos se centraron en la sintesis de moléculas mediante la formacion de enlaces
covalentes. Sin embargo, la obtencion de moléculas con estructuras de gran tamafio y
complejidad resultaba imposible mediante esta aproximacion clésica de construir todas las
conexiones a través de uniones covalentes.! Con el desarrollo de campos como la bioquimica o
la biologia molecular, la quimica sintética necesitaba avanzar hacia el desarrollo de entidades
quimicas complejas con funciones especificas.? Teniendo en cuenta la escala de tiempo durante
la que la evolucion ha perfeccionado su maquinaria bioldgica, la “joven” ciencia quimica
todavia tiene un largo camino que recorrer para intentar aproximarse al nivel de sofisticacion y
complejidad que se observa en la mayoria de los sistemas biologicos.

Por esta razon, el interés en el campo de la quimica supramolecular ha aumentado
considerablemente. Como su nombre indica, es un dominio de la quimica que hace referencia
a los sistemas quimicos compuestos de un numero discreto de moléculas®: mientras que la
quimica tradicional se centra en el enlace covalente, la quimica supramolecular examina las
interacciones débiles no-covalentes y reversibles entre las moléculas.* En 1873, J. D. van der
Waals establecio por primera vez la existencia de fuerzas intermoleculares.’ Poco después, E.
Fischer sugiri6 las uniones enzima-sustrato (modelo de llave-cerradura) como interacciones
débiles, fundamentos del reconocimiento molecular o quimica anfitrion-huésped.® A principios
del siglo XX, Latimer y Rodebush describieron el enlace de hidrogeno, aportando grandes
progresos a esta nueva familia en expansion de las interacciones no-covalentes.” El uso de estos
nuevos conocimientos permitiéo grandes avances: como la estructura de doble hélice de la
cadena de ADN®-10, ]a estructura secundaria de las proteinas (hélice-alfa o lamina beta),!! asi
como el descubrimiento de otras fuerzas intermoleculares débiles como las interacciones n-m,
ion-dipolo, dipolo-dipolo o los efectos electrostaticos.!? En la década de 1960, se produjo el
gran empuje de este campo con los trabajos. de C. J. Pedersen, D. J. Cram y J. M. Lehn sobre
receptores macrociclicos selectivos de iones. A lo largo de las décadas siguientes, la quimica
supramolecular se volvid alin mas sofisticada, desarrollando estructuras altamente complejas.'?

La quimica supramolecular incluye conceptos importantes como el autoensamblaje o el
reconocimiento molecular (quimica anfitrion-huésped), y emplea, para la construccion de estas
complejas arquitecturas, herramientas de gran utilidad como la quimica covalente dindmica. El

' K. C. Nicolaou, Isr. J. Chem., 2018, 58, 104-113.

2J. M. Lehn, Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 2836-2850.

3 J. M. Lehn, Science, 1993, 260, 1762—-1763.

4 H. J. Schneider, Angew. Chemie Int. Ed., 2009, 48, 3924-3977.

5 J. D. van der Waals, On the Continuity of the Gaseous and Liquid States (Tésis), Universiteit Leiden, (1873).
¢ E. Fischer, Ber. Deutsch. Ges., 1894, 27, 2985-2993.

7W. M. Latimer, W. H. Rodebush, J. Am. Chem. Soc., 1920, 42, 1419-1433.

8 J.D. Watson, F. H. C. Crick, Nature, 1953, 171, 737-738.

9 M. H. F. Wilkins, A. R. Stokes, H. R. Wilson, Nature, 1953, 171, 738-740.

10 R, E. Franklin, R. G. Gosling, Nature, 1953, 171, 740-741.

111, Pauling, R. B. Corey, H. R. Branson, Proc Natl Acad Sci USA, 1951. 37, 205-211.
12 F. Biedermann, H. J. Schneider, Chem. Rev., 2016, 116, 5216-5300.

13 M. J. Webber, E. A. Appel, E. W. Meijer, R. Langer, Nat. Mater., 2016, 15, 13-26.
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estudio de las interacciones no-covalentes es crucial para comprender muchos procesos
biologicos que dependen de estas fuerzas para su estructura y funcion. Los sistemas bioldgicos
son a menudo la inspiracion para la investigacion supramolecular.

1.1 Autoensamblaje molecular

En general, se podria decir que los conceptos de autoensamblaje y reconocimiento
molecular son los dos pilares fundamentales sobre los que descansa el campo de la quimica
supramolecular. Para que dos moléculas den lugar a una especie supramolecular, deben tener
grupos complementarios, que estén localizados apropiadamente en la superficie de contacto
entre ambos o, lo que es lo mismo, que estén topoldgicamente pre-organizados para que dicha
interaccion entre unidades complementarias puede eventualmente ocurrir. Aunque ambas ideas
incluyen implicitamente el concepto de reconocimiento o interaccion que tiene lugar entre dos
especies, el autoensamblaje molecular es la construccion de sistemas que, por lo general,
abarcan un mayor niimero de moléculas que interactiian simultdneamente entre si a través de
interacciones no covalentes, independientemente de sus tamafos, y que generan sistemas
normalmente més complejos (Fig. 1a).

Figura 1. a) Virus del mosaico del Tabaco como ejemplo de autoensamblaje donde una sola cadena de ARN (rojo)
guia el ordenamiento de mas de 2000 unidades de proteinas a su alrededor (verde), PDB ID: 2TMV." b) Complejo
de estreptavidina-biotina, PDB ID: 1STP."> c) Representacion esquematica del modelo de llave-cerradura.

El autoensamblaje, podria subdividirse en autoensamblaje intermolecular e intramolecular
o plegado molecular.!® Respecto a este ultimo concepto, es importante destacar los foldameros
(plegémero o tiligobmero),!” estructuras moleculares artificiales disefiadas para autoplegarse
especificamente hacia un estado ordenado, destacan especialmente aquellos en los que el

14 K. Namba, G. Stuubs, Science, 1986, 231, 1401-1406.

I5P. C. Weber, D. H. Ohlendorf, J. J. Wendoloski, F. R. Salemme, Science, 1989, 243, 85-88.

16 K. Ariga, J. P. Hill, M. V. Lee, A. Vinu, R. Charvet, S. Acharya, Science and Technology of Advanced Materials,
2008, 9, 014109.

17D. J. Hill, M. J. Mio, R. B. Prince, T. S. Hughes, J. S. Moore, Chem. Rev., 2001, 101, 12, 3893-4012.
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plegamiento genera una estructura tubular final con una cavidad. Algunos ejemplos son las
hélices lineales basadas en B- y y-péptidos,'® en el acido folico!'® o foldameros arométicos.?’

Dentro del campo del autoensamblaje intermolecular, cabe resaltar la construccion de
agregados solubles utilizando interacciones no covalentes entre derivados del 4cido cianarico
y la melanina.?! Los disefios de polibisfenoles para-conectados, decorados con otros grupos en
la posicién 2 y 5 del anillo, que pueden ensamblarse para dar lugar a una cavidad interna,
desarrollados por el profesor Stefan Matile (Fig. 2b).?? Otra aproximacion son los nanotubos
peptidicos, el grupo de M. R. Ghadiri fue pionero en la sintesis de un octapéptido ciclico c-[(L-
GIn-D-Ala-L-Glu-D-Ala);] donde se alternaron a-aminoécidos de quiralidad opuesta (D,L-a-
CPs) de tal forma que cada tubo esta formado por el apilamiento de unidades ciclicas mediante
enlaces de hidrogeno (Fig. 2¢).”> Mientras que se iban descubriendo las propiedades de
autoensamblaje de los D,L-a-CPs, quedaba patente que no eran buenos candidatos a la hora de
intentar modular las condiciones internas del nanotubo. Para solucionar estas limitaciones, el
grupo de J. R. Granja desarroll6 una nueva familia de péptidos ciclicos, denominados a.,y-CPs,
que proporcionaban nuevas oportunidades de funcionalizacion tanto en la superficie interna
como externa del nanotubo.?**
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Figura 2. a) Aproximaciones moleculares basadas en foldameros lineares que se pliegan dando lugar a estructuras
helicoidales con cavidades internas. Estructura secundaria y autoensamblaje de la Gramicidina A considerada la
inspiracion bioldgica de este tipo de nanotubos PDB ID: 1GRM,%¢ b) octifenilenos de Matile?? c) estructura tubular
basada en el apilamiento de péptidos ciclicos.?® Figura adaptada con permisos de la Ref. 22 Copyright 2008
American Chemical Society y de la Ref 23 Copyright 1993 Springer Nature.

1.2 Reconocimiento molecular o quimica anfitrion-huésped

El reconocimiento molecular es la union especifica de una molécula huésped a su sitio de
union complementario para formar un complejo anfitrion-huésped. De nuevo, las moléculas

¥ 1. Huc, H, Jiang, “Organic foldamers and helices”. Supramolecular Chemistry: From Molecules to
Nanomaterials. Eds. P. A. Gale, J. W. Steed, John Wiley & Sons. Chichester, 2012.

Y'Y, Zhao, Z. J. Zhong, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 17894-17901.

20D. W. Zhang, X. Zhao, Z. T. Li, Acc. Chem. Res., 2014, 47, 1961-1970.

2L E. E. Simanek, X. Li, I. S. Choi, G. M. Whitesides, Compr. Supramol. Chem., 1996, 9, 595-621.

22 N. Sakai, J. Mareda, S. Matile, Acc. Chem. Res., 2008, 41, 1354-1365.

23 M. R. Ghadiri, J. R. Granja, R. A. Milligan, D. E. McRee and N. Khazanovich, Nature, 1993, 366, 324-327.

24 M. Amorin, L. Castedo, J. R. Granja, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 2844-2845.

2 N. R. Véazquez, M. Amorin, J. R. Granja, Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 4490-4505.

26 D. A. Kelkar, A. Chattopadhyay, Biochim. Biophys. Acta, 2007, 1768, 2011-2025.
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son capaces de identificarse unas a otras mediante interacciones no-covalentes.?’” Un claro
ejemplo de este tipo de interaccion es el reconocimiento entre la biotina y la estreptavidina (Fig.
1b)?8 o los procesos cataliticos naturales entre enzimas y sus sustratos especificos. En este caso,
la informacion codificada en el sitio de union del anfitrion (geometria, dimensiones, y grupos
funcionales expuestos) restringe el tipo de huésped que es capaz de reconocer, siendo procesos,
en la mayoria de los casos, altamente selectivos.?’ Un concepto que explica de manera concreta
el reconocimiento molecular es el modelo de llave-cerradura (Fig. 1¢) propuesto en 1894 por
E. Fisher, donde ambos, la enzima y el sustrato presentan formas geométricas complementarias
que se ajustan exactamente una a la otra,® y que ha servido como fundamento para los disefios
de los primeros receptores moleculares.*°

Tal y como se ha descrito anteriormente, se considera que el nacimiento de la quimica
supramolecular moderna ocurri6 con los trabajos de C. J. Pedersen., D. J. Cram y J. M. Lehn
sobre el descubrimiento de moléculas macrociclicas capaces de encapsular iones metélicos del
grupo [ y II. En 1967, C. J. Pedersen fue pionero en el descubrimiento del dibenzo-18-corona-
6 y otros poliéteres los cuales denoming éteres corona (Fig. 3a).3! Estos macrociclos mostraron
una directa dependencia entre el tamafio de su cavidad interna y el tipo de ion alcalino o
alcalinotérreo con el cual interaccionaban.’! Continuando la linea empezada por Pedersen, J.
M. Lehn profundizd en el estudio de este tipo de estructuras, proporcionandoles
tridimensionalidad, a las cuales denomin6 criptandos (Fig. 3b) debido al mejor confinamiento
de los iones metalicos en su interior.>>** En el mismo camino, D. Cram describié una nueva
familia de moléculas a las que acufié como esferandos, estos receptores tridimensionales de alta
rigidez, contienen anillos aromaticos derivados del 6xido de etileno que se alternan por encima
y por debajo del plano formando una esfera.’* Estos tres autores fueron galardonados con el
Premio Nobel de quimica en 1987. Posteriormente a estos trabajos, se desarrollaron nuevos
ciclos capaces de complejar moléculas apolares en su interior hidrofébico conocidos como
ciclofanos.®> Dentro de este grupo requieren una mencion especial las ciclodextrinas,*® los
pillar[n]arenos,?” y los cucurbit[n]urilos.*®

A medida que fue avanzando el conocimiento en este campo, las ventajas de afinidad y
especificidad del confinamiento de un sustrato dentro de una estructura receptora,
completamente protegida del entorno externo, parecian beneficiosas en comparacién con
estructuras mas abiertas. En esta linea, D. Cram promovi6 un nuevo concepto en el campo de
la quimica supramolecular, al que denominé cavitandos, donde una molécula coéncava que
formaba una cavidad protegida, abierta solo por un extremo, podia encapsular determinadas

27 ] M. Lehn, Angew. Chem. Int. Ed., 1990, 29, 1304-1319.

28 N. M. Green, Methods Enzymol., 1990, 184, 51-67.

29 ]. Pleiss, ChemCatChem, 2014, 6, 944-950.

30 3. M. Lehn, Science, 1986, 227, 849-856

31 C. 1. Pedersen, J. Am. Chem. Soc., 1967, 89, 7017-7036.

32 B. Dietrich, J.-M. Lehn, J. P. Sauvage, Tetrahedron Lett., 1969, 10, 2885-2888.

33 B. Dietrich, J.-M. Lehn, J. P. Sauvage, Tetrahedron Lett., 1969, 10, 2889-2892.

3 D. J. Cram, T. Kaneda, T. R. C. Helgeson, G. M. Lein, J. Am. Chem. Soc., 1979, 101, 6752- 6754.

35 K. Odashima, A. Itai, Y. litaka, K. Koga, J. Am. Chem. Soc., 1980, 102, 2504-2505.

36 B. V. K. I. Schmidt, C. Barnerr-Kowollik, Angew. Chem., Int. Ed., 2017, 56, 8350-8369.

37T. Ogoshi, S. Kanai, S. Fujinami, T. Yamagishi, Y. Nakamoto, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 5022-5023.

38 R. Behrend, E. Meyer, F. 1. Rusche, Ueber Condensationsproducte aus Glycoluril und Formaldehyd. (Tésis),
Heidelberg University, Heidelberg, (1905). W. A. Freeman, W. L Mock, N. Y. Shih, J. Am. Chem. Soc., 1981,
103, 7367-7368.
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moléculas de interés. Entre ellos, cabe destacar los macrociclos de calix[n]arenos y
resorcin[n]arenos (Fig. 3¢) basados en un producto de hidroxialquilaciéon de un aldehido y un
fenol o resorcinol respectivamente.>® Llevando este concepto un paso mas alld, D. Cram
describi6 por primera vez una molécula polimacrociclica que rodeaba completamente a una
mas pequefia.***! Esta aproximacion estaba basada en la condensacion entre dos unidades de
resorcin[4]areno en la presencia del ligando a encapsular, el cual, tras la formacion del enlace
covalente que unia ambas unidades, se encontraba completamente retenido en el interior de la
cavidad. Estas nuevas estructuras recibieron el nombre de carcerandos (Fig. 3d).*4!

a )
L)
oS

K+

1

Figura 3. Ejemplo de receptores supramoleculares disefiados para reconocer diferentes tipos de ligandos: a) 18-
corona-6,%' b) [2.2.2]criptando y sus complejos anfitrion-huésped respectivamente,3233 ¢) resorcin[4]areno® y
d) estructura representativa de un carcerando.®#' Figura adaptada con los permisos de la Ref. 31 Copyright
1967 American Chemical Society, Ref. 32 Copyright 1969 Elsevier, Ref. 39 Copyright 1982 American Chemical
Society y de la Ref. 40 Copyright 1988 American Chemical Society.

La maduracion de este campo ha hecho posible desarrollar nuevos receptores con multiples
cavidades.*? El resultado se traduce en arquitecturas supramoleculares mas complejas que son
capaces de reconocer diferentes sustratos con exquisita afinidad. Caben destacar los analogos
de metaloenzimas desarrolladas por el grupo de O. Reinaud (Fig. 4a),*® las cajas de
coordinacion tetraédrica del grupo de K. Raymond,** o los trabajos pioneros de M. Fujita en el
desarrollo de cajas de coordinacion o capsulas autoensambladas, que presentan la ventaja de
que, dependiendo del metal de transicion que se emplee y del tipo de ligando que este coordine,
se pueden obtener diferentes geometrias de coordinacion en la capsula final (Fig. 4b).4>4¢

39 J. R. Moran, S. Karbach, D. J. Cram, J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 5826-5828.

40 D. Cram, S. Karbach, Y. H. Kim, L. Baczynskyj, K. Marti, R. M. Sampson, G. W. Kalleymeyn, J. Am. Chem.
Soc., 1988, 110, 2554-2560.

4I'D. Cram, S. Karbach, Y. H. Kim, L. Baczynskyj, G. W. Kalleymeyn, J. A4m. Chem. Soc., 1985, 107,2575-2576.
42 W.B. Hu, W.J. Hu, Y. A. Liu, J.S. Li, B. Jiang, K. Wen, Chem. Commun., 2016, 52, 12130-12142.

43 C. Monnereau, J. N. Rebilly, O. Reinaud, Eur. J. Org. Chem. 2011, 166-175.

4 D. L. Caulder, R. E. Powers, T. N. Parac, K. N. Raymond, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1840-1842.

4 M. Yoshizawa, J. Nakagawa, K. Kumazawa, M. Nagao, M. Kawano, T. Ozeki, M. Fujita, Angew. Chem. Int.
Ed. 2005, 44, 1810-1813.

46 D. Fujita, S. Sato, N. Mizuno, T. Kumasaka M. Fujita, Nature, 2016, 540, 563-566.
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Figura 4. a) Ejemplos de analogos de metaloenzimas desarrollados por O. Reinaud para la encapsulacion selectiva
de ligandos.*® b) Estructuras de algunas de las cajas de coordinacion preparadas por el grupo de M. Fujita.*>4
Figura adaptada con los permisos de la Ref. 43 Copyright 2011 John Wiley and Sons, de la Ref. 45 Copyright 2005
John Wiley and Sons y de la Ref 46 Copyright 2016 Springer Nature.

1.3 Herramientas de la quimica supramolecular: quimica covalente dinamica

En la construccion de moléculas mediante el uso de herramientas quimicas, el enlace
covalente une dos 4tomos o moléculas de una manera fuerte y permanente. Sin embargo, el uso
de interacciones intermoleculares da lugar a enlaces mas débiles que permiten un intercambio
rapido. Entre ambas situaciones, existe una quimica covalente dinamica o reversible, es decir,
un enlace fuerte pero que puede romperse usando las condiciones apropiadas, proporcionando
una estrategia sintética para hacer ensamblajes supramoleculares complejos a partir de bloques
de construccion moleculares discretos.*” La quimica covalente dinamica se ha definido como
la quimica adaptativa, y sus enlaces se pueden definir como enlaces fuertes, estables y
permanentes en ciertas condiciones, que se rompen o intercambian en condiciones
especificas.*®* Ademas, la restauracion de las condiciones iniciales conduce a la recuperacion
de los productos de partida, lo que los hace especialmente atractivos. Las reacciones que
implican enlaces covalentes se realizan generalmente bajo control cinético. En contraste, los
procesos supramoleculares generalmente dan lugar a las especies termodindmicamente mas
estables. La quimica dinamica covalente se encuentra en el medio de ambas situaciones,
combinando los conceptos de productos termodinamicamente mas estables con la fuerza de los
enlaces covalentes y su estabilidad cinética.>®

1.3.1 Formacion de enlaces Carbono-Heteroatomo

Una construccidn covalente dindmica comun es la formacion de enlaces entre un centro de
carbono y un heterodtomo, ya que el enlace formado es menos estable que un enlace carbono-
carbono, ofrecen mas reversibilidad y alcanzan el equilibrio termodindmico mas rapido que el
enlace de carbono. En este contexto cabe destacar el intercambio de éster o transesterificacion,
la formacion de iminas (Fig. 5a-b), y los tioésteres. Las reacciones de formacion de enlaces
entre carbono y nitrégeno son las mds utilizadas en la quimica covalente dindmica. La
formacion de iminas tiene lugar por condensacion entre un carbonilo y una amina primaria en

47Y. Jin, C. Yu, R. J. Denman, W. Zhang, Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 6634-6654

4 J.Li, K. P. Nowa, S. Otto, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 9222-9239.

4 F.B. L. Cougnon, J. K. M. Sanders, Acc. Chem. Res., 2012, 45,2211-2221.

50'S. J. Rowan, S.J. Cantrill, G. R. Cousins, J.K. Sanders, J.F. Stoddart, Angew. Chem. Int. Ed., 2002, 41, 898-952.
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condiciones suaves. Estas conexiones han sido ampliamente utilizadas en la quimica de
materiales para interruptores moleculares y estructuras organicas covalentes.*” A diferencia de
otras conexiones, no se usan en aplicaciones biomédicas debido a su lenta formacioén y su alta
reactividad, dando lugar a la formacion de subproductos. ! En general, las iminas aromaticas
o bases de Schiff, son las unicas que han tenido aplicaciones en este campo.>?

Una mencion especial requiere uno de los tipos de enlace mas utilizados en estos sistemas
dindmicos, las hidrazonas y las oximas (Fig. Sc-d). Los enlaces covalentes dindmicos mas
clasicos®® y los mas empleados en esta tesis doctoral, formados por condensacion entre
derivados de carbonilo (cetonas o aldehidos) e hidrazidas u O-alquilhidroxilaminas
respectivamente, en condiciones ligeramente acidas (pH = 4-6), con la liberacion de una
molécula de agua.>* Desde el punto de vista sintético, esta estrategia de conjugacion tiene
caracteristicas como una selectividad elevada y la eficiencia de las reacciones en condiciones
leves y acuosas, algo casi obligatorio cuando se trabaja con compuestos bioldgicos. Teniendo
en cuenta los grupos funcionales que participan en esta conjugacion, hace posible que sea
totalmente compatible con la mayoria de las biomoléculas. Sin embargo, presentan algunas
limitaciones, como la inestabilidad en un medio acuoso, una cinética lenta a pH fisiologico y
poca reactividad con sustratos como las cetonas.

o) o o
a) n,)kcg + RyOH = R1)I\Q + R.-OH b) R1)LH +  ReoNH, = g SR
Ry Rs
0 H H o]
N o
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0 o} 0O OH ~ Rz Rz
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g) R1/\/R2 + Ra/\/ﬂ“ = R1/\/R4 + Ra/\/ﬂz h) R-sH + R{S‘S’Ra — Ry-SH -+ R1/s‘s’R3
. o oM HO 0
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Figura 5. Representacion de los tipos de enlaces covalentes dinamicos mas empleados. a) Transesterificacion,
b) Formacion de imina, c) Formacion de hidrazona, d) Oxima, e) Reaccion aldélica, f) Cicloadicion Diels-Alder,
g) Metastesis de olefinas h) Intercambio y i) formacion de disulfuro y j) Condensacion de acido boronico.

1.3.2 Formacion de enlaces Carbono-Carbono y Heteroatomo-Heteroatomo

A pesar del amplio uso de los enlaces dindmicos Carbono-Heteroatomo, estan lejos de ser
las unicas conexiones dentro de la quimica dindmica covalente. En esta area, vale la pena

51J. Kalia, R. T. Raines, Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 120, 7633-7636.

52 R. J. Sarma, S. Otto, J. R. Nitschke, Chem. A. Eur. J., 2007, 13, 9542-9546.

53 E. Fischer, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 1888, 21, 984-988. W. P. Jencks, J. Am. Chem.
Soc., 1959, 81, 475-481.

3 E. H. Cordes, P. Jencks, J. Am. Chem. Soc., 1962, 84, 832-837.
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mencionar la formacion de enlaces C-C, como las reacciones aldodlicas, Diels-Alder o metatesis
(Fig. Se-g). Ademas, la formacion dinamica de enlaces heterodtomo aporta otras reacciones
utiles a la caja de herramientas de la quimica reversible. El intercambio de disulfuro y la
condensacion de 4cido boronico constituyen las dos reacciones principales en esta categoria.
Los disulfuros pueden sufrir reacciones de intercambio dindmico con tioles libres (Fig. Sh-
i).47-3 La aplicacion de la quimica del disulfuro tiene la ventaja adicional de ser un motivo
bioldgico. Esta unidon juega un papel importante en la estructura terciaria y cuaternaria de
multiples proteinas para la estabilizacion de su conformacion tridimensional.>®>7 Esta quimica
se puede encontrar en los polidisulfuros de penetracion celular desarrollados por el profesor S.
Matile,>®3%0 ¢ en las bibliotecas dindmicas del grupo de J. K. Sanders.%! La autocondensacion
de acido bordnico o la condensacion con dioles representan las reacciones mas populares
utilizados en quimica dindmica en los ultimos afios (Fig. 5j).*” La reaccion entre el acido
boronico y el diol forma un producto con dos enlaces éster bordnicos que forman un ciclo
estable pero reversible bajo ciertas condiciones.5? Caracteristicas que presentan ciertas ventajas
cuando se disefian sistemas donde se desea una alta rigidez, como las cépsulas 3D y los COFs
(Covalent Organic Frameworks).®> Estas conexiones son frecuentes para realizar
condensaciones con azicares o catecoles®*% y ampliamente utilizadas para el desarrollo de
sensores moleculares, preparar hidrogeles, sintetizar nanomateriales y en cultivos celulares.®¢

En las ultimas décadas, los quimicos han podido descubrir y desarrollar una amplia
variedad de sistemas supramoleculares, asi como aplicarlos para llevar a cabo procesos cada
vez mas complejos. Por lo tanto, se puede considerar que esta joven disciplina ha sido una de
las areas de mas rapido crecimiento en el campo de la quimica en los Gltimos afios, ademas de
tener una inmensa proyeccion para el futuro. Los trabajos en el area de la quimica
supramolecular fueron reconocidos en 2016 con el premio Nobel de quimica a B. L. Feringa,®’
J. P. Sauvage,®® y J. F. Stoddart®® en el desarrollo de las conocidas como maquinas
moleculares.”” Las posibilidades que ofrece este campo siguen siendo inmensas si
consideramos cuan lejos estamos de las maquinas supramoleculares tremendamente complejas
como son los seres vivos.
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2. Péptidos penetrantes de células (CPPs)

La expansion hacia nuevas tecnologias terapéuticas requiere que los farmacos y
compuestos biologicamente activos sean liberados en el interior celular para ejercer su funcion
en el citoplasma, en el nucleo o en otros organulos especificos. Sin embargo, la membrana
plasmatica actia como una barrera hidrofobica semipermeable que impide el paso de las
macromoléculas exogenas, como moléculas de gran peso molecular o moléculas polares o
cargadas, asegurando la integridad de la célula.”! No obstante, el desarrollo de novedosos
sistemas de liberacion y transporte de firmacos que aumentan su internalizacion y permiten que
los agentes terapéuticos alcancen sus dianas intracelulares ha centrado grandes esfuerzos.
Existen multiples materiales sintéticos para la entrega intracelular de diferentes cargos: como
los liposomas, polimeros o nanoparticulas, sin embargo, en los ultimos afios, los Péptidos
Penetrantes de Células (CPPs) han surgido como una alternativa prometedora para la
internalizacion efectiva y el transporte al interior celular de biomacromoléculas como farmacos,
agentes de imagen, acidos nucleicos, proteinas, etc.”?

Hasta hace varios afios, la posibilidad de que existieran proteinas capaces de internalizar y
dirigirse directamente hacia el citoplasma o ntcleo celular no era una hipdtesis seriamente
considerada. La sefializacion clésica, requeria de un agonista para su receptor especifico, cuya
interaccion se traducia en una sefial intracelular que desencadenaba una serie de procesos
bioldgicos. Sin embargo, en los ultimos treinta afios, el nimero de proteinas translocantes ha
incrementado de tal forma que ya no pueden ser consideradas simples curiosidades.”?

2.1 Antecedentes historicos
2.1.1 Proteina TAT del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1)

En 1988 los hallazgos de Green, Loewenstein,’”® Frankel y Pabo’* documentaron de manera
independiente que la proteina TAT (Trans-Activador de la Transcripcion) del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1), a diferencia de la mayoria de las proteinas, se internalizaba
de manera eficiente en el interior celular y se localizaba en el nucleo celular cuando se anadia
al medio de cultivo.”>’* La proteina TAT es un factor de activacion de la transcripcion,
constituido por 86 aminoacidos, esencial para la replicacion virica. Dicha proteina contiene
regiones hélice-a con caracteristicas anfipaticas (TAT3s.49) y un dominio de aminoécidos
basicos (TATa9.57) que se encuentra desestructurado por la repulsion entre las cargas positivas
(Fig. 6a) y que contiene una secuencia sefial de localizacion nuclear (NLS).”>7¢ En 1997, B.
Lebleu, durante el estudio del comportamiento anémalo de la proteina TAT, supuso que la
region anfipatica hélice-a era la responsable de la internalizacion celular.”” Sin embargo,
posteriormente se descubrié que esta secuencia no era responsable de la internalizacion. La
funcion con caracteristicas penetrantes pertenecia al dominio catidonico adyacente, lo que se
denomin6 péptido TAT (TAT49-57, RKKRRQRRR, Fig. 6a).”’

"1 ]. Lombard, Biol. Direct, 2014, 9, 32-37.
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El grupo del profesor P. Wender centré sus esfuerzos en identificar las claves que
concedian a TAT49.57 la habilidad para atravesar las membranas celulares no polares, un
comportamiento hasta el momento contradictorio para una molécula altamente cargada.
Mediante sistematicos cortes N- y C-terminal en el péptido TAT49.57 demostraron que la cadena
peptidica completa era necesaria para una Optima internalizacion; cualquier cambio producia
una reduccion de su capacidad para atravesar la membrana.”

a)

Figura 6. a) Estructura de la proteina TAT del VIH-1, la region cationica especifica comprendida entre los residuos
49-57 recibe el nombre de péptido TAT49-57 (RKKRRQRRR). PDB ID: 1TIV.7 b) Complejo de ADN-Homeodominio de
Antennapedia de Drosophila, los residuos comprendidos entre 43-58 de la tercera hélice-a es lo que se conoce
como Penetratina-1 (RQIKIWFQNRRMKWKK). PDB ID: 1AHD.& Cédigo de colores: N-terminal — C-terminal

2.1.2 Homeodominio de Antennapedia, una homeoproteina de Drosophila

A principios de los afios 90, en el homeodominio de Antennapedia, descubierta por primera
vez en Drosophila,®' también se encontraron estas propiedades de translocacion. A. H. Joliot
en 1991, descubrio que esta proteina era capaz de internalizar en las células nerviosas.®>** Unos
afios mas tarde, gracias a los esfuerzos de Bloch-Gallego® y 1. Le Roux en 1993,% y
especialmente de D. Derossi y A. Prochiantz en 1994,8687 identificaron la tercera hélice-a. como
la minima secuencia responsable de la entrada celular del homeodominio de Antennapedia. Las
homeoproteinas son una clase de factores de transcripcion, involucrados en multiples procesos
de desarrollo y diferenciacion, que se unen al ADN a través de secuencias especificas de 60

8 P. A. Wender, D. J. Mitchell, K. Pattabiraman, E. T. Pelkey, L. Steinman, J. B. Rothbard, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.4, 2000, 97, 13003-13008.

7 P. Bayer, M. Kraft, A. Ejchart, M. Westendorp, R. Frank, P. Rosch, J. Mol. Biol., 1995, 247, 529-535.

80 M. Billeter, Y. Q. Qian, G. Otting, M. Miiller, W. Gehring, K. Wiithrich, J. Mol. Biol., 1993, 234, 1084-1097.
81 W. Gehring, Science, 1987, 236, 1245-1252.

82 A. H. Joliot, A. Triller, M. Volovitch, C. Pernelle, A. Prochiantz, New Biol., 1991, 3, 1121-1134.
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aminoécidos altamente conservadas denominadas homeodominios®® y que estan estructurados
en tres hélices-o con un giro-P entre la segunda y la tercera hélice-0.3%% Secuencias mutadas
derivadas del homeodominio de Antennapedia,®® junto con versiones mas cortas de la tercera
hélice-a 0 nuevas versiones modificadas estudiadas por D. Derossi®® anularon por completo su
translocacion. La pérdida de los residuos hidrofobicos afectaba a la estructura
anfipatica/anfifilica de la tercera hélice-a, sugiriendo que, junto con los residuos basicos,
participan en el motivo estructural responsable de su internalizacion.®> Estos resultados
confirmaron las predicciones de I. Le Reux, asegurando inequivocamente que la fuerza
penetrante residia en la tercera hélice-a del homeodominio de Antennapedia. Este motivo
estructural era el responsable del proceso de translocacion, y esta minima secuencia penetrante
que corresponde con los residuos comprendidos entre 43-58 se denomind Penetratina-1
(RQIKIWFQNRRMKWKK, Fig. 6b). Todo este conocimiento ha permitido el desarrollo de
una familia de Penetratinas, que han sido utilizadas para la internalizacién de diversos cargos
en el citoplasma y en el nicleo en diferentes tipos celulares.”%!

Los estudios con la proteina TAT del VIH-1 y el homeodominio de Antennapedia,
sugirieron fuertemente que la internalizacion podria estar unida a la presencia de alta densidad
de carga positiva dentro de cortas secuencias peptidicas. Ademads, se ha demostrado que la
hidrofobicidad juega un papel fundamental en el proceso de translocacion. Por lo tanto, la
capacidad de penetracion a través de la membrana se asigno a pequefias secuencias peptidicas
altamente ricas en residuos bésicos catidnicos, combinadas, en algunas ocasiones, con
caracteristicas hidrofobicas. Estas secuencias se denominaron Dominios de Transduccion de
Proteinas (PTDs) o Péptidos Penetrantes de Células (CPPs).

2.1.3 Otras proteinas con comportamientos atipicos

En relacion con las inusuales caracteristicas de internalizacion de ciertas proteinas, como
TAT del VIH-1 o el homeodominio de Antennapedia, también se ha prestado especial atencion
al ins6lito comportamiento de varias proteinas capaces de ser secretadas al exterior celular sin
secuencias sefal especificas que promuevan su transporte a través de la membrana mediante
mecanismos de secrecion convencionales como la ruta RE/Golgi (Fig. 12i). Las secuencias
sefal o péptidos sefial son pequeiias secuencias peptidicas que deciden sobre el destino, la ruta
de transporte, o la eficacia de secrecion de una proteina. Las proteinas sin secuencia sefial
pueden también ser secretadas por mecanismos no tradicionales, este proceso por el cual tales
proteinas obtienen acceso al exterior de la célula se denomind secrecion de proteinas no
convencional (Unconventional Protein Secretion, UPS) o mecanismo de secrecion de proteinas
independiente de RE/Golgi.

El descubrimiento de las propiedades translocantes no convencionales del homeodominio
de Antennapedia en Drosophila, sugiri6 la posibilidad de que otras homeoproteinas presentasen
estas nuevas caracteristicas. Dentro de esta familia, cabe destacar Engrailed-2 (En2), implicada
en procesos de morfogénesis, y que interviene en importantes etapas del desarrollo del cerebro

8 W. J. Gehring, Y. Q. Qian, M. Billeter, K. Furukubo-Tokunaga, A. F. Schier, D. Resendez-Perez, M. Affolter,
G. Otting, K. Wiithrich, Cell, 1994, 78, 211-223.
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asi como en otras etapas del crecimiento.”>”* Observaciones en mezclas de cultivos celulares
de COS-7 con neuronas de rata E15°? o fibroblastos de raton 3T3%, constataron la secrecion de
la homeoproteina En2 desde COS-7 al medio de cultivo y su posterior internalizacion en las
lineas celular colindantes con las que fueron co-sembradas. La gran conservacion de la tercera
hélice-a del homeodominio de las homeoproteinas sugiere que la translocacion a través de
membranas y la localizacion nuclear es una propiedad compartida de varios homeodominios.
Del mismo modo, A. Joliot y A. Prochiantz encontraron estas propiedades en el homeodominio
de Hoxa-5. Esta homeoproteina era capaz de ser absorbida por fibroblastos y neuronas en
cultivo y transportada, intacta, a sus nacleos.”*

La Interleucina-1 (IL-1) es una de las principales citoquinas,’>*° proteinas que actian como
p p q p q

mensajeros quimicos a corta distancia, sintetizadas principalmente por los linfocitos, cuya
funcion principal es la regulacion del sistema inmunitario.”’ Esta proteina carece de la secuencia
sefial tipica.”®® Estudios realizados por I. Singer en 1988!%° y por K. Matsushima en 1986
fracasaron al intentar demostrar la localizacion de moléculas de IL-1 en el RE/Golgi, surgiendo
la pregunta de como esta citoquina era capaz de ser liberada por las células que la producian.
En 1990 A. Rubartelli y R. Sitia emplearon Brefeldina A (BFA), una lactona antiviral conocida
por bloquear el trafico vesicular a nivel del RE/Golgi, para demostrar como no resultaba
impedida la secrecion de IL-1, a diferencia de lo ocurrido con otras proteinas clasicas. De esta
manera, constataron como IL-1f era expulsada del interior celular por un nuevo procedimiento
de secrecidn respecto a los mecanismos conocidos hasta el momento.!°!

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) son una familia de proteinas de union a
heparina, que actan como controladores externos del ciclo celular, favoreciendo Ia
proliferacion celular del tejido fibroso o de soporte. Entre sus miembros, destacan FGF 4cido
(aFGF o FGF-1)!9? y FGF bésico (bFGF o FGF-2)!%. Ambos factores de crecimiento carecen
de la clasica secuencia sefial para la secrecion. Aunque la transduccion de la respuesta al interior
celular depende de su interaccion con sus receptores con actividad tirosina quinasa, el
mecanismo de la regulacion de la secrecion, asi como el escape de los compartimentos
intracelulares, es desconocido.!?>!1%* De esta forma, FGF-1 y FGF-2, se unen a una larga lista
de proteinas, cuyas propiedades para trasladarse desde el interior o exterior celular o viceversa,
se alejan de los comportamientos clésicos.!%
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G. Elliott y P. O'Hare, en 1997, encontraron estas caracteristicas penetrantes en VP22,
principal proteina del tegumento del virus del herpes simple 1 (VHS-1).!9 Esta proteina
estructural ha mostrado una gran capacidad para translocar a través de la bicapa lipidica y
acumularse en el nicleo celular.!% A pesar de carecer de secuencia sefial, no solo es capaz de
ser secretada desde el interior de las células transfectadas en las que fue sintetizada, mediante
un mecanismo independiente de la ruta RE/Golgi, sino que, una vez en el exterior celular, es
capaz de reingresar en las células circundantes con una alto nivel de eficacia.!>!% E]
comportamiento observado en todas estas proteinas muestra una pequeia representacion de una
larga lista de moléculas translocantes o cuyo comportamiento era inusual por aquel entonces.

2.2 Nuevas estructuras con caracteristicas penetrantes

Estos hallazgos iniciales, comenzaban a demostrar el potencial de los CPPs, y permitieron
el uso del conocimiento observado en estas moléculas o proteinas naturales para expandir este
nuevo y prometedor campo hacia numerosas estructuras sintéticas con propiedades
translocantes, desarrollando al maximo el alcance de esta estrategia de transporte y liberacion.
De esta forma, los quimicos organicos comenzaron a explorar e investigar las caracteristicas
moleculares que gobernaban el comportamiento de los péptidos penetrantes de células.”

Estudios pioneros en la comprension del funcionamiento de los CPPs llevados a cabo por
N. Sakai y el profesor S. Matile demostraron la gran importancia del intercambio de contraiones
de los aminodacidos positivos de arginina y las membranas negativas de las células.!”-1% Los
grupos guanidino de las argininas se encuentran protonados a pH fisioldgico, por lo que
adquieren carga positiva y se repelen entre si. Debido a que no consiguen desprotonarse
parcialmente, dado su elevado valor de pKa, para poder minimizar las repulsiones
electrostaticas, su unica alternativa es complejarse con los aniones presentes en el medio que
los rodea (Fig. 7b). De este modo, interaccionan con diversos contraiones e intercambiarlos.
Cuando este anion es hidrofobico, como, por ejemplo, un lipido anidnico, el complejo
electrostatico formado adquiere un caracter anfifilico, es decir, hidrofilico e hidrofébico
simultdneamente, lo que favorece enormemente el proceso de translocacion de membrana e
internalizacion celular.!”!%® Esta necesidad de complejarse con contraiones cargados
negativamente a pH fisioldgico maximiza la interaccion electrostética de las oligoargininas con
los componentes anidnicos de la membrana celular y es la responsable del anclaje y posterior
translocacion de los CPPs a través de la membrana celular (Fig. 7¢).

El péptido TAT49.57 sirvid como inspiracion natural para el desarrollo de oligdbmeros de
arginina y de lisina llevados a cabo por el grupo del profesor P. Wender. Se observd como estos
nuevos oligdmeros sintéticos de arginina eran mucho mas efectivos que TATsos7,”® y
propusieron asi, que esta diferencia se debia a que los grupos guanidino de las argininas, en
contraste con los grupos amino de las lisinas, podian formar enlaces de hidrégeno bidentados
con la superficie anionica de los grupos fosfato de la membrana lipidica como antesala a la

entrada celular.!?” Basandose en el modelo de S. Matile,!?”:1% las oligolisinas, si que podrian
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desprotonarse parcialmente a pH fisioldgico para minimizar las repulsiones electrostaticas y
por lo tanto perderian la carga positiva responsable de la interaccion con los contraiones
negativos presentes en la membrana plasmatica (Fig. 7a). Estas aportaciones permitieron el
desarrollo de poliargininas sintéticas (Rn, n = 6-12), las cuales se emplean hoy en dia como
CPPs de referencia y que internalizan en el interior celular de manera mas eficiente que otros

oligémeros policationicos.”®!1°
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Figura 7. Estrategias del grupo a) amina de las lisinas y b) guanidino de las argininas para eliminar los efectos de
repulsion entre cargas proximas mediante la desprotonacion y por la complejacion con un anidn respectivamente.
c) Concepto de la variabilidad de la carga y la solubilidad de los cationes de poliargininas mediada por el tipo de
anion. "% Figura adaptada con permisos de la Ref. 107 Copyright 2003 American Chemical Society.

El intercambio en TAT49.57 de los L-aminoacidos por los D-aminoacidos y la inversion del
orden demostr6 que las propiedades penetrantes se mantenian a pesar de los cambios estéreo-
y regio-quimicos.”® Estos estudios pusieron de manifiesto que el esqueleto peptidico no era
absolutamente necesario para su funcidon penetrante. Por este motivo, se sintetizaron diferentes
peptoides, péptidos en los cuales las cadenas laterales se encuentran unidas al 4tomo de
nitrogeno del esqueleto peptidico, con cadenas laterales de grupos guanidinio exhibiendo una
internalizacién similar a las oligoargininas (Fig. 8a).”® Se prepararon estructuras mas
espaciadas entre el esqueleto peptoide y los grupos guanidino, mejorando asi la captacion
celular y sugiriendo que la flexibilidad es beneficiosa en las propiedades de translocacion,
aunque en este caso es posible que el aumento de la hidrofobicidad debido a los espaciadores
también tuviese una repercusion en la capacidad de transporte del péptido penetrante (Fig.

110 p_J. Mitchell, D. T. Kim, L. Steinman, C. G. Fathman, J. B. Rothbard, J. Pept. Res., 2000, 56, 318-325.
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8a).”® Posteriores estudios exploraron el cambio de la amida de los péptidos y peptoides por
grupos carbamato, exhibiendo una internalizacion igual de eficiente (Fig. 8b).!!! La
translocacion celular de estos carbamatos, asi como otros transportadores ricos en grupos
guanidino, pero con una estructura no natural (STATao.s7, [(-poli-Arg o D-TAT4.57),
demostraron que el esqueleto peptidico de los transportadores actuaba como un mero soporte
donde se disponian los grupos cationicos. Sin embargo, se demostr6 que el esqueleto peptidico
puede jugar un papel muy importante al determinar la disposicion y ordenamiento de los grupos
cationicos, lo que tiene consecuencias importantes para la internalizacion celular,!!>!13
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Figura 8. Desarrollo de diferentes transportadores moleculares con estructuras ricas en grupos guanidino: a)
péptidos y peptoides con espaciadores de diferente longitud (m=3-7),78 b) S-péptidos''® y péptidos con grupos
carbamato, """ c) glicosidos,'™*'"> d) acidos peptidonucleicos (PNAs),'"” e) estructuras dendriticas no peptidicas''®
y f) foldameros helicoidales artificiales.!®

Ademas de las entidades penetrantes mencionadas anteriormente, se sintetizaron glicosidos
guanidinilados de derivados de productos naturales como tobramicina y neomicina B, los cuales
exhibieron una eficacia de translocacion a través de la membrana excepcional y que compartian
similares mecanismos de internalizacion que los péptidos de poliarginina (Fig. 8c¢).!!*4!15
Diferentes S-péptidos (Fig. 8b),!'® 4cidos peptidonucleicos (PNAs, Fig. 8d),!!” estructuras
dendriticas no peptidicas guanidiniladas (Fig. 8e),!'® foldameros helicoidales artificiales (Fig.
81),!!° 0 polimeros'?° poseian una eficiencia en la internalizacion similar a TATso.57.
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Recientemente, en nuestro grupo de investigacion, se han disefiado nuevas estructuras
penetrantes de células que contienen enlaces dindmicos. Esta amplia gama de transportadores
abarca desde estructuras catidonicas con grupos alcoxiamina que contienen anclados diferentes
ligandos aldehidos hidrofobicos,!?! hasta péptidos anfifilicos pseudo-helicoidales que utilizan
uniones oxima con distintos electréfilos hidrofobicos, hidrofilicos (Fig. 9),'?? o ligandos tipo
carbohidrato.!? Siguiendo la misma metodologia, también se ha empleado la quimica dindmica
de los enlaces hidrazonas para la conexion de secuencias peptidicas penetrantes con diversas

colas hidrofobicas.!*
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Figura 9. a) Estructura quimica de un péptido anfifilico con dos grupos dinamicos tipo alcoxiamina (rojo) donde
se acoplan diferentes electrdfilos aldehido. b) Diagrama en hélice y espectros de dicroismo circular del péptido
disefiado. c) Representacion esquematica de la funcionalizacion peptidica con los distintos aldehidos con
diferentes aplicaciones en el transporte a través de la membrana celular.'?? Figura adaptada con permisos de la
Ref. 122 Copyright 2017 Georg Thieme Verlag KG.

Los péptidos ricos en prolinas contribuyen a ampliar esta familia de estructuras con
propiedades penetrantes. Se caracterizan por la presencia repetida de anillos de pirrolidina de
los aminoacidos de prolina.!?> Se han podido emplear desde secuencias lineales ricas en prolina
con aminoacidos naturales,'?¢ hasta agentes de liberacion con estructuras dendriticas utilizando
cis-4-amino-L-prolina como unidad de ramificacion.!?”!?8 Esta familia de dendrimeros tienen
las ventajas de ser solubles en agua y estar construidos a partir de metabolitos naturales, por lo
que pueden considerarse biodendrimeros. Por lo tanto, los péptidos ricos en prolina representan
una clase potencialmente nueva de péptidos penetrantes de células para el suministro
intracelular de diferentes cargos de interés. Dentro de este grupo, requieren una mencion
especial las familias de péptidos ricos en prolina anfipaticos, derivados del dominio N-terminal
de y-zeina, una proteina de almacenamiento de maiz,'*>!*? en concreto de la secuencia
octamérica (VHLPPP)s capaz de formar depositos al interaccionar con los lipidos de
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122 M. Pazo, H Férnandez-Caro, J. Priegue, 1. Lostalé-Seijo, J. Montenegro, Synlett, 2017, 28, 924-928.
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125 S, Pujals, E. Giralt, Adv. Drug Deliv. Rev., 2008, 60, 473-484.
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Soc., 2002, 124, 8876—8883.
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fosfatidilcolina de la membrana celular.!3! Estos péptidos anfipaticos ricos en prolina con
estructuras tipo (VXLPPP),, donde X = His, Arg y Lys y n = 1-3, han sido particularmente
estudiados durante los ultimos afos debido a su gran efectividad, demostrando una excelente
translocacion celular junto con una baja citotoxicidad a altas concentraciones. Sin embargo,
SAP (Sweet Arrow Peptide, (VRLPPP)3) el mejor candidato de esta familia era pobremente
internalizado si se le comparaba con otros CPPs de referencia como TAT49.57, poliargininas o
Penetratina-1. De esta forma se emplearon esfuerzos para mejorar su penetracion celular,
aumentando su hidrofobicidad y anfipaticidad mediante la incorporacion de acidos grasos!*? o
la adicion de silaprolinas, prolinas que contienen un grupo dimetilsilano en la posicion v.!3 En
ambos casos, la internalizacion celular mejoraba drésticamente en comparacion con SAP. Tal
y como se ha descrito anteriormente, no solo la concentracion de cargas positivas es clave para
la absorcion celular, sino que existen numerosos ejemplos de como la adicion de restos
hidrofébicos a CPPs mejora drasticamente la entrada celular.!3413

Desde entonces, se han desarrollado una gran cantidad de estructuras con el objetivo de
dotarlas con la capacidad de atravesar las membranas semipermeables de las células. Estas
nuevas estructuras sintéticas penetrantes han sido caracterizadas y experimentalmente
validadas para la entrega in vitro e in vivo de diversos cargos bioactivos en el interior celular.!3°

2.3 Clasificacion de los CPPs

Hoy en dia, el nombre de CPPs designa una gran superfamilia de péptidos que difieren en
sus propiedades fisicas, quimicas o biologicas, asi como en su longitud, carga, hidrofobicidad,
flexibilidad y solubilidad. La alta diversidad natural de los péptidos penetrantes de células ha
complicado la elaboracion de una definicion exacta y también de una clasificacion precisa
dependiente de sus caracteristicas estructurales.!¢:137

En diferentes revisiones de bibliografia se han realizado detalladas taxonomias de las
diferentes clases de péptidos penetrantes.!*®!37 Segin su origen y naturaleza, pueden ser
péptidos naturales, sintéticos o quiméricos mediante la fusién de péptidos diferentes, los cuales
podrian considerarse como un punto intermedio entre los naturales y los puramente sintéticos
o artificiales. En la Tabla 1 se muestra un resumen de estas y otras secuencias peptidicas con
capacidad penetrante. La clasificacion de los CPPs como naturales, quiméricos o sintéticos es
una de las mas utilizadas. Sin embargo, todavia resulta complicado relacionar la estructura y
secuencia de los CPPs con su capacidad de internalizacion y localizacion intracelular. Segiin
sus propiedades fisico-quimicas, los CPPs pueden clasificarse en funcion de su carga o
hidrofobicidad. Esta division se realiza en cationicos, hidrofébicos y anfipaticos, es decir,
aquellos que presentan dos regiones o dominios, una cara cargada, y una region hidrofobica.!3
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Aunque la gran mayoria de los péptidos con propiedades penetrantes descritos hasta la
fecha presentan algunas caracteristicas comunes, entre ellas, una alta densidad de carga
positiva, existen algunos péptidos anioénicos que contribuyen al aumento de la familia de los
CPPs. Uno de sus integrantes es SAP(E), una version modificada del péptido SAP en donde los
aminoacidos de arginina fueron sustituidos por residuos de glutamato.!® Esta variacion da lugar
a la secuencia peptidica (VELPPP); con una carga neta negativa. Sorprendentemente, este
primer CPP anidnico present6 la misma actividad de penetracion celular que SAP (VRLPPP);,
su homologo catidnico.'*® El descubrimiento de esta nueva clase de CPPs abre aun mas el
camino a la entrega intracelular de nuevas cargas moleculares.

Estas pautas iniciales de clasificacion estan sujetas a continuos cambios y modificaciones,
dando lugar a la ampliacion e introduccion de nuevos péptidos penetrantes de células debido a
constante aparicion de péptidos de nueva generacion con caracteristicas mejoradas fruto de
continuos esfuerzos investigadores.

Tabla 1. Seleccion de los péptidos penetrantes en células (CPPs) mas representativos clasificados segiin su
origen o naturaleza. Codigo de letras: natural (N), quimérico (Q) y sintético (S).

Secuencia Nombre Tipo
Cationicos
RKKRRQRRR PpTATa49-57 N
RQIKIWFQNRRMKWKK Penetratina-1 N
Rn n=6-12 Poliargininas S
LLIILRRRIRKQAHAHSK pVEC N
RVIRVWFQNKRCKDKK Islet-1 N
SQIKIWFQNKRAKIKK Engrailed-2 N
Anfipaticos
KETWWETWWTEWSQPKKKRKV Pep-1 Q
GALFLGFLGAAGSTMGA MPG Q
GWTLNSAGYKKGKINLKALAALAKKIL Transportano Q
KLALKALKALKAALKLA MAP S
GLWRALWRLLRSLWRLLWRA CADY S
NAATATRGRSAASRPTQRPRAPARSASRPRRPVQ VP22 N
(VXLPPP)n X=H,RoKyn=1-3 Péptidos ricos en N
SAP = (VRLPPP); prolina
Hidrofébicos
AAVLLPVLLAAP K-FGF N
Anidnicos
(VELPPP); SAP(E) S

2.4 Mecanismos de translocacion

Existe un gran interés en comprender las reglas generales que regulan la captacion de los
péptidos penetrantes de células. Por este motivo, se han llevado a cabo numerosas
investigaciones para dilucidar el mecanismo de internalizacién de los CPPs, sin embargo, los
detalles moleculares responsables de los diferentes métodos de translocacion al interior celular

138 1. Martin, M. Teixido, E. Giralt, ChemBioChem, 2011, 12, 896-903
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todavia son fuente de controversia.!3® Se han propuesto diversos modelos de transporte para la
internalizacion de los CPPs, pero el mecanismo exacto todavia necesita ser esclarecido.'*? Sin
embargo, multiples evidencias apoyan que ambos mecanismos de internalizacion, translocacion
directa (independiente de energia) o endocitosis (dependiente de energia) estan implicados en
los procesos de internalizacion celular de los CPPs.!*142 De forma clasica y general, para
comprender los posibles caminos que utilizan estas cortas secuencias penetrantes, los
mecanismos de transporte celular se dividen en transporte pasivo y en transporte activo.

2.4.1 Transporte pasivo o independiente de energia

El transporte pasivo o independiente de energia hace referencia al movimiento de
sustancias o moléculas aprovechando un gradiente electroquimico, de concentraciéon o carga.
Las cuatro clases principales de transporte pasivo son filtracién, 6smosis, difusion simple y
difusion facilitada.

En el proceso de difusion simple, una sustancia tiende a moverse de una zona de alta
concentracion o carga a un area de baja concentracion o carga hasta que esta sea igual a lo largo
de un espacio. Algunas moléculas, como el diéxido de carbono y el oxigeno, pueden difundir
directamente a través de la membrana plasmatica, pero otras moléculas, como las polares o
cargadas, necesitan ayuda para cruzar su ndcleo hidrofébico. En la difusion facilitada, las
moléculas difunden a través de la membrana plasmatica con la ayuda de proteinas
transmembrana, como son los canales y las proteinas transportadoras (Fig. 10a-c). Estas
proteinas de transporte facilitado protegen estas moléculas del ntcleo hidrofébico de la
membrana y proporcionan una ruta por la que pueden cruzar. Dentro de este tipo de mecanismos
independiente de energia, se han descrito al menos tres modelos para la translocacion de los
CPPs: el modelo de micela invertida, que se da cuando existe un fuerte potencial de atraccion
entre el péptido y las cabezas lipidicas que provocan la deformacion de la membrana,'®? la
formacion de poros o modelo de barril'** y el modelo de “carpet-like o alfombra™!*® (Fig. 11).

2.4.2 Transporte activo o dependiente de energia

El transporte activo o dependiente de energia celular tiene lugar en contra de un gradiente
electroquimico, motivo por el cual necesita la energia de las células (Fig. 10d).!*¢ Una de las
mas importantes es la bomba de Na'/K* la cual utiliza la energia celular en forma de ATP.
Especial mencion requiere la endocitosis, otro de los mecanismos responsables de la
internalizacion celular. La endocitosis incluye la fagocitosis y la pinocitosis, y es un proceso
que utilizan las células para la internalizacion de solutos y fluidos del medio extracelular. Asi,
la endocitosis es el proceso de la ingestion celular con la cual la membrana plasmatica se pliega
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095103.
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hacia el interior para aportar diferentes sustancias a la célula. La fagocitosis se lleva a cabo en
células especializadas (macréfagos y neutrofilos) y permite la internalizacion de grandes
particulas. En cambio, la pinocitosis tiene lugar en todo tipo de células para la absorcion de
material extracelular, liquido con posibles moléculas disueltas. La pinocitosis puede clasificarse
en varios tipos de vias: macropinocitosis, tipo de pinocitosis que se caracteriza por la
formacién de grandes extensiones de la membrana plasmatica, endocitosis mediada por
clatrina o endocitosis mediada por caveolina.!'#

Gradiente
electroquimico " )

Figura 10. Proteinas implicadas en el mecanismo de difusion facilitada independiente de energia gracias al
transporte a favor de un gradiente electroquimico: esquema de los tipos de proteinas canal de a) apertura
constante o b) con “compuertas” y c) proteina transportadora capaces de transportar determinadas moléculas
de un lado al otro de la membrana gracias a un cambio conformacional. d) Proteina implicada en el transporte
activo dependiente de energia para el transporte de sustancias en contra del gradiente electroquimico. Figura
creada con BioRender.com.

En el caso de estos mecanismos dependientes de energia, y en especial en el caso de la
endocitosis, se han encontrado diferentes casos de internalizacion de CPPs empleando tanto
rutas independientes o dependientes de clatrina!*’-'*® y/o caveolina,'* asi como mecanismos
que implican macropinocitosis.!*!*! Un resumen de los modelos que implican la
internalizacion de estas pequefias secuencias con caracteristicas penetrantes se muestra en la
Figura 11. Es importante resaltar que muchos factores, como las condiciones experimentales,
pH, temperatura, tipo celular, naturaleza o cantidad de los CPPs o del cargo, pueden influir en
el proceso de translocacion, asi como en la eficacia del escape endosomal.!4!:142

146 G. J. Doherty, H. T. McMahon, Annu. Rev. Biochem. 2009, 78, 857-902
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Inicialmente se pensaba que la internalizacién de péptidos ricos en residuos de arginina
como el péptido TATs9.57 0 las poliargininas parecian atravesar la membrana plasmatica
mediante mecanismos independientes de energia que no requerian un camino de internalizacion
endocitico.”” Posteriores investigaciones esclarecieron un posible artefacto debido al analisis
de la internalizacion de los CPPs tras la fijacion de las células.!>? Este proceso de fijacion
causaba rupturas y perturbaciones en las membranas afectando a la absorcion de los péptidos
de la superficie de la membrana plasmatica o los cargados en endosomas, dando lugar a una
difusion en el citosol e incluso una localizacion nuclear.!#®133 A partir de entonces todos los
estudios se realizaron en célula vivas y sin fijacién, encontrando predominantemente
estructuras punteadas.'>?
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Figura 11. Posibles mecanismos de internalizacion celular de los CPPs. Figura creada con BioRender.com

El grupo de investigacion del profesor S. F. Dowdy demostré como la internalizacion de
péptidos como la octa-arginina (Rs) o el péptido TATs9.57 era bloqueada con el empleo de
Amilorida, un inhibidor de los intercambiador Na*/H" el cual ha sido documentado por impedir
el camino de la macropinocitosis.!>* Estos resultados sugieren que la macropinocitosis juega el
rol mas importante en la captacion endocitica de péptidos ricos en residuos de arginina y sus
derivados,!>>156:157 gunque también se ha observado la contribucion de otros mecanismos de
endocitosis como el mediado por clatrina!'*® y/o caveolina.!*’ El profesor S. Futaki observo una

152 J. P. Richard, K. Melikov, E. Vives, C. Ramos, B. Verbeure, M. J. Gait, L. V. Chernomordik, B. Lebleu, J.
Biol. Chem., 2003, 278, 585-590.

153 1. Nakase, M. Niwa, T. Takeuchi, K. Sonomura, N. Kawabata, Y. Koike, M. Takehashi, S. Tanaka, K. Ueda,
J. C. Simpson, A. T. Jones, Y. Sugjura, S. Futaki, Mol. Ther., 2004, 10, 1011-1022.

154 J.S. Wadia, R. V. Stan, S.F. Dowdy, Nat. Med., 2004, 10, 310-315.

155 S, Futaki, I. Nakase, A. Tadokoro, T. Takeuchi, A.T. Jones, Biochem. Soc. Trans., 2007, 35, 784-787.

156 1. Nakase, A. Tadokoro, N. Kawabata, T. Takeuchi, H. Katoh, K. Hiramoto, M. Negishi, M. Nomizu, Y.
Sugiura, S. Futaki, Biochemistry, 2007, 46, 492-501.

1571, M. Kaplan, J. S. Wadia, S. F. Dowdy, J. Control. Release, 2005, 102, 247-253.
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internalizacion difusa y localizacion en el citoplasma y nacleo de este tipo de péptidos a 4°C,
condiciones en las que se produce la inhibicion del mecanismo de endocitosis, aunque con
menos eficacia que a 37°C. Esto pone de manifiesto que, a pesar de que el camino mayoritario
de internalizacion suele ser endocitosis, es posible que una fraccion de péptido pueda acceder
al citosol con ausencia del mecanismo endocitico.!*3

En cuanto a la Penetratina-1, tal y como se describi6 anteriormente, aunque se trata de un
péptido basico, presenta una estructura anfifilica con un triptofano fundamental para su
internalizacion.®® Por esta razén se penso, que los péptidos policationicos presentarian un
mecanismo de internalizacion diferente a lo que ocurriria con la Penetratina-1. Diversos
estudios sugirieron no solo diferentes mecanismos de entrada, sino también que el mismo CPP
podria usar mas de un mecanismo de internalizacion dependiendo de condiciones
experimentales como la concentracion, pH o temperatura.'#!:142 Esto ocurre especialmente con
péptidos anfipaticos los cuales tienden a interaccionar con los lipidos y adoptar una estructura
secundaria con la membrana, lo que modifica la integridad de la bicapa lipidica. De esta forma,
en un principio, se propuso un modelo de internalizacion en donde la carga positiva
interaccionaba con la carga negativa de la membrana lipidica, generandose una estabilizacion
en la superficie de las membranas por interacciones electrostaticas. El Trpsg permitiria la
acumulacion y desestabilizacion de la membrana induciendo una invaginacion local de la
membrana plasmatica, que desencadenaria la formacion de una micela invertida con los
péptidos encapsulados en su cavidad hidrofilica y la liberacion final en el citoplasma.®’” Este
modelo todavia sigue siendo estudiado y otras aproximaciones no pueden ser descartadas. '

En los mecanismos de internalizacion de los CPPs, es imprescindible mencionar el papel
fundamental de los proteoglicanos, en concreto los que contienen heparan sulfato (HSPG).!%®
Los proteoglicanos son una clase de glicoproteinas, formadas por un nticleo proteico unido
covalentemente a un tipo especial de polisacaridos, los glucosaminoglicanos, que presentan la
peculiaridad de encontrarse cargados negativamente bajo condiciones fisioldgicas, debido a la
presencia de grupos sulfato. Las interacciones electrostaticas entre los CPPs y estas proteinas
anidnicas de membrana facilitan su acumulacion sobre la superficie celular, desencadenando
posteriormente diferentes mecanismos de entrada dependiendo del cada tipo de CPP. Por ello,
la deficiencia de HSPG en algunas lineas celulares provoca una disminucion de la
internalizacion. Se observo como los proteoglicanos eran indispensables para la reorganizacion
de actina y la captacion por macropinocitosis.!>> Como uno de los hallazgos maés recientes en
cuanto a los mecanismos de internalizacion de los CPPs, cabe destacar el descubrimiento por
parte del grupo de investigacion del profesor S. Futaki del receptor Sindecan-4, el cual favorece
la internalizacion de Rsg a través de un mecanismo de macropinocitosis. !>’

Aunque es dificil establecer un esquema general del mecanismo de captacion de los CPPs
y estos todavia siguen siendo discutidos, existe un consenso general en el que el primer contacto
entre CPPs y la superficie celular tiene lugar a través de las interacciones electrostaticas con los
proteoglicanos, y que posteriormente el camino de captacion celular depende de varios
pardmetros incluyendo: la naturaleza y estructura secundaria de los CPPs, su habilidad para
interaccionar con la superficie celular y los componentes lipidicos de la membrana, la
naturaleza, el tipo y la concentracion activa del cargo o el tipo de célula y composicion de la
membrana. Se sabe que pequenas diferencias estructurales causan considerables diferencias en

158 T. Suzuki, S. Futaki, M. Niwa, S. Tanaka, K. Ueda, Y. Sugiura, J. Biol. Chem., 2002, 277, 2437-2443.
1591, Nakase, K. Osaki, G. Tanaka, A. Utani, S. Futaki, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2014, 446, 857-862.
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los mecanismos de internalizacion, eficiencia de su escape endosomal y localizacion celular de
los CPPs. Es un hecho que, en la mayoria de los casos, los CPPs pueden ser internalizados
gracias al trabajo conjunto de varios mecanismos simultaneos de internalizacion celular,'41-142

2.5 Escape endosomal

Ademas de la dificil tarea de atravesar la membrana plasmatica, los CPPs cuentan con otra
importante barrera que necesita ser superada para poder entregar con éxito el cargo
correspondiente en el interior celular: los endosomas.!*® Estos compartimentos dentro del
citoplasma se encargan de procesar moléculas internalizadas desde el exterior celular. Siendo
la endocitosis una de las principales rutas de internalizacion celular que siguen los CPPs, es
importante conocer las caracteristicas bioldgicas para poder abordar el reto del escape
endosomal.

Los endosomas sufren importantes transformaciones desde su creacion en las membranas
plasmaticas hasta su fusion con los lisosomas. Cada etapa cuenta con funciones y propiedades
diferenciadas, dando lugar a una ruta de maduracion endosomal claramente definida. Este
proceso se inicia con la endocitosis, durante el cual las sustancias y el fluido ingerido se
engloban en una depresion endocitica conocida como vesicula endocitica la cual se fusiona
con el endosoma temprano. Estos endosomas tempranos se encuentran en la periferia celular
y son los encargados de recibir el contenido procedente de las vesiculas endociticas. Se
caracterizan por tener un pH entre 6,8 y 6,1 y por su baja concentracion de Ca*". Ademas de
una zona encargada de recibir las vesiculas (Fig. 12a), dichos endosomas cuentan con otras
regiones como la de reciclaje (Fig. 12b), que devuelve las vesiculas a la membrana, o la
vacuolar (Fig. 12¢). Son precisamente estos dominios vacuolares los que, al madurar, se
transforman en endosomas tardios. Estos nuevos endosomas tardios se forman con fragmentos
de los endosomas tempranos, presentan un mayor tamafio, una forma ovalada, una superficie
con alta carga negativa debido a la presencia de lipidos anidnicos y un pH de entre 6,0 y 4.8,
bastante mas acido que el de los endosomas tempranos. Por otra parte, ya no se encuentran tan
cerca de la membrana, presentan una ubicacion mas central dentro de la célula y al madurar
ganan movilidad y avanzan hacia el ntcleo celular. Las endosomas tardios reciben vesiculas e
hidrolasas 4cidas (Fig. 12d) del aparato de Golgi hasta que, finalmente, acaban fusionandose
con los lisosomas y formando los endolisosomas. Los lisosomas son organulos formados en el
aparato de Golgi con un pH muy bajo, alrededor de 4,5, y muy ricos en enzimas hidroliticas y
proteoliticas cuya funcién es degradar el material que reciben para, posteriormente, ser
expulsado de nuevo al exterior celular.!6!

Mediante el analisis de este proceso de transformacién y maduracion de los endosomas
(Fig. 12), es simple comprender que si los farmacos o cargos especificos que realizan su funcion
en el citosol o en el nicleo celular no consiguen escapar de los endosoma antes de que este se
fusione con los lisosomas, estaran condenados a degradarse sin llevar a cabo su funcion
terapéutica. De esta forma, los péptidos penetrantes de células tienen por delante un reto de
vital importancia, dotando, a los cargos o moléculas que transportan, con mecanismos que les
permitan salir de los endosomas y llegar al citosol antes de que se produzca su degradacion o
exocitosis.

160 C, C. Scott, F. Vacca, J. Gruenberg, Semin. Cell Dev. Biol., 2014, 31, 2-10.
161 J. Huotari, A. Helenius, EMBO J., 2011, 30, 3481-3500
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Figura 12. Proceso de maduracion de los endosomas. Region de a) recepcion, b) reciclaje y c) vacuolar del
endosoma temprano. d) Vesiculas e hidrolasas acidas sintetizadas en el aparato de Golgi que rebajan el pH del
endosoma tardio. e) Transferencia de proteinas y enzimas mediante vesiculas de transicion desde el reticulo
endoplasmatico donde fueron sintetizadas hasta el aparato de Golgi para su posterior modificacion y maduracion.
El aparato de Golgi empaqueta, condensa, acumula y otorga una direccion a las proteinas sintetizadas hacia las
vesiculas de secrecion, lisosomas o membrana celular. i) Mecanismo convencional de secrecion a través de la
ruta RE/Golgi para la secrecion de proteinas, enzimas, receptores o transmisores al medio extracelular que
contribuyen a la comunicacion de la célula o a la respuesta a sefales exogenas. Figura creada con BioRender.com.

En la naturaleza, los virus realizan esta funcion del escape endosomal de forma eficiente. 62
En primer lugar, son capaces de unirse a las proteinas o carbohidratos de la membrana celular
para poder interaccionar especifica y multivalentemente con receptores de la superficie. Estas
interacciones desencadenan su internalizacion mediante su fusion con la membrana celular. El
descenso de pH en el interior de los endosomas provoca cambios en los virus que les permiten
introducir en el citosol su capside o particula viral. Por tltimo, ya en el citosol y tras avanzar
hasta el nucleo, los virus replican su material genético utilizando la maquinaria celular.!%3 Los
virus sufren diversos cambios dependientes del pH en el que se encuentran. Uno de estos
cambios ocurre en los virus que forman poros en la membrana del endosoma. Estos virus
cuentan con ciertos péptidos que, al encontrarse a pH acido, adoptan una estructura de hélice-
o que interactua con fosfolipidos y forma poros en la membrana para el escape del material
genético del virus. ¢4

Estos mecanismos bioldgicos han servido de inspiracion para la sintesis de CPPs capaces
de escapar de los endosomas.!®* Liposomas modificados con octa-arginina son capaces de
fusionarse con la membrana del los endosomas a pH d4cido gracias a interacciones
electrostaticas.'®> Destacan por ejemplo los péptidos derivados de la subunidad HA2 del virus

162 A. E. Smith, A. Helenius, Science, 2004, 304, 237-242.

163 J. Mercer, M. Schelhaas, A. Helenius, Annu. Rev. Biochem., 2010, 79, 803-833.

164 A, K. Varkouhi, M. Scholte, G. Storm, H. J. Haisma, J. Control. Release, 2011, 151, 220-228.

165 A El-Sayed, I. A. Khalil, K. Kogure, S. Futaki, H. Harashima, J. Biol. Chem., 2008, 283, 23450-23461.
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influenza. Esta proteina viral cuenta con una region hidrofébica en el extremo N-terminal que
queda expuesta al descender el pH y permite la fusion con la membrana del endosoma. De esta
forma, basdndose en su secuencia, se han preparado diferentes péptidos impulsores de la fusion.
Otro caso es el de los péptidos GALA. Estos péptidos cuentan con residuos de triptofano e
histidina y contienen la secuencia que da lugar a su nombre, 4cido Glutdmico-Alanina-Leucina-
Alanina repetida. Cuando el pH desciende en torno a 5, GALA sufre un cambio conformacional
adoptando forma de hélice-a anfifilica que le permite interaccionar con las membranas lipidicas
del endosoma y generar poros por los que pueden escapar moléculas de pequefio tamafio. !

Otros ejemplos son los péptidos derivados de LAH4. Son péptidos catidnicos anfipaticos
ricos en histidinas y aminodcidos hidrofébicos. A pH neutro se encuentran en una posicion
transmembranal, pero al descender el pH, los residuos de histidina se protonan y provocan un
cambio conformacional que modifica su posicion y permiten la interaccion electrostatica con
los aniones de la membrana, provocando la ruptura de los endosomas.!®” Un caso diferente es
el de la internalizacioén fotoquimica, donde se usan moléculas que generan una especie muy
reactiva de oxigeno al ser irradiadas con luz, la cual rompe la membrana de los endosomas
permitiendo el escape del contenido.!®® Ademas de estos péptidos con secuencias optimizadas
para responder ante el cambio de pH, existen ejemplos de péptidos fusionados a otro tipo de
moléculas encargadas de proporcionarles las capacidades del escape endosomal. Existe asi, el
caso de péptidos unidos a lipidos con capacidad para fusionarse con las membranas, como por
ejemplo el Rs-DOPE, que proporciona un vehiculo eficaz de entrega citoplasmatico.!%® A pesar
de los avances hasta el momento, el escape endosomal sigue siendo un complejo reto por
superar, sobre todo para aquellas macromoléculas que presentan un gran potencial en
aplicaciones bioldgicas o médicas, como por ejemplo los anticuerpos o las nanoparticulas
inorganicas.!6®

2.6 Cargos

Los CPPs son vectores con gran potencial para el transporte de cargos bioldgicamente
activos gracias a su capacidad penetrante, convirtiéndose en una de sus principales
aplicaciones.!’!”! Este hecho ha desencadenado la aparicion de numerosos trabajos en los
cuales se describen diferentes secuencias peptidicas penetrantes unidas a distintos cargos
moleculares para su internalizacion celular.!”? Una de las ventajas de la utilizacion de los CPPs
como moléculas transportadoras es su gran solubilidad en ambientes acuosos, lo que permite
una buena compenetracion a la hora de facilitar la entrega de cargos hidrofilicos.

En primer lugar, para que puedan actuar como transportadores de otras moléculas, es
necesaria la formacion de un complejo CPP-Cargo (Fig. 13). Estos complejos pueden presentar
diversa naturaleza y, por lo tanto, los dotard de diferentes caracteristicas. El caso mas comun,
es el empleo de enlaces covalentes entre la estructura peptidica y el cargo de interés.!”® En esta

166 W, Li, F. Nicol, F. C. Szoka, Adv. Drug Deliv. Rev., 2004, 56, 967-985.

167 J. K. W. Lam, W. Liang, Y. Lan, P. Chaudhuri, M. Y. T. Chow, K. Witt, L. Kudsiova, A. J. Mason, J. Control.
Release, 2012, 158, 293-303.

168 A El-Sayed, S. Futaki, H. Harashima, A4PS J., 2009, 11, 13-22.

169 A. Koshkaryev, A. Piroyan, V. P. Torchilin, Cancer Lett., 2013, 334, 293-301.

170 M. Mie, U. Langel, Curr. Opin. Pharmacol., 2006, 6, 509-514.

170 A. van den Berg, S. F. Dowdy, Curr. Opin. Biotechnol., 2011, 22, 888-893.

172 P, M. Fischer, Med. Res. Rev, 2007, 27, 755-795.
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situacion, el cargo puede conectarse a la cadena lateral de uno de los aminoacidos de la
estructura peptidica. Se usan ampliamente las cadenas laterales de las lisinas y las cisteinas, ya
que sus grupos amina y tiol, respectivamente, cuentan con un gran caracter nucleofilo. Pequenas
moléculas bifuncionales espaciadoras se han empleado para aumentar la distancia entre ambas
partes del complejo CPP-Cargo y de esta forma, disminuir los impedimentos estéricos y facilitar
las interacciones de los CPPs con la membrana celular.!”® Entre las distintas conexiones para la
formacion del complejo CPP-Cargo que se han empleado, cabe destacar la formacion de un
enlace disulfuro entre las cisteinas del péptido y los grupos tioles del cargo a transportar. Este
enlace presenta la capacidad de escindirse en el ambiente reductor intracelular, permitiendo la
liberacion del cargo una vez se encuentre en el interior. En concreto, el glutation, un tripéptido
presente en el interior de las células y que presenta el cometido de la reduccioén de especies
oxidantes peligrosas para su supervivencia, es el principal encargado de esta ruptura S-S. Por
este motivo, los enlaces disulfuro, son ampliamente empleados en el suministro de cargos que
se vuelven activos una vez liberados.!”*
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Figura 13. Aplicaciones de los péptidos penetrantes de células como vehiculos de transporte celular.

A pesar de la simplicidad y robustez de las estrategias con enlaces covalentes, estas cuentan
con ciertas limitaciones desde el punto de vista quimico. Una de estas desventajas es que la
formacién de enlaces covalentes con el cargo puede modificar su estructura quimica y causar
posibles problemas por alteraciones de su actividad bioldgica. Por ese motivo han surgido
alternativas basadas en enlaces no-covalentes que, a pesar de su naturaleza mas débil, dan lugar
a un gran namero de interacciones (multivalencia) que permiten la formacion de un complejo

173 M. Zorko, U. Langel, Adv. Drug Deliv. Rev., 2005, 57, 529-545.
174 . R. Jones, E. A. Goun, R. Shinde, J. B. Rothbard, C. H. Contag, P. A. Wender, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128,
6526-6527.
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estable. Ademas, la unién no-covalente entre la estructura peptidica y el cargo, permite en
muchos casos la separacion o destruccion del complejo una vez se encuentra en el interior
celular. Esta aproximacion ha sido empleada con péptidos como MPG y Pep-1, los cuales,
debido a su naturaleza anfipatica, presentan interacciones electrostaticas e hidrofobicas con
acidos nucleicos y proteinas respectivamente, lo que les permite formar nanoparticulas estables
capaces de ser internalizadas tanto in vitro como in vivo.'”

Mas alla del tipo de enlace utilizado en la formacion de estos complejos, la naturaleza de
los cargos transportados por CPPs es muy variada y existen numerosos ejemplos de cada uno
de ellos (Fig. 13). Uno de los cargos mas interesantes son las proteinas, sobre todo aquellas que
presentan propiedades terapéuticas. La f-galactosidasa, enzima que cataliza la hidrdlisis de
ciertos carbohidratos, fue una de las primeras proteinas modelo transportada al interior celular
empleando esta estrategia. El péptido TATa49.57 fue el vector utilizado en este estudio en ratones
que demostro la heterogénea distribucion de este complejo en el organismo.!’® Desde entonces,
los CPPs han sido utilizados como transportadores de decenas de proteinas para su entrega
intracelular.!7-178
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Figura 14. a) Conjunto de diferentes esqueletos reactivos cationicos OxsArgs, OxsArgz, OxsArgz. b) Formacion de
los complejos neutros activados (OxT10)3Argi/ADN capaces de atravesar la membrana de las vesiculas
fluorogénicas. ! Figura adaptada con los permisos de la Ref. 121 Copyright 2014 John Wiley and Sons.

De la misma forma, el transporte de acidos nucleicos (ADN, ARN, siARN, APNs,
plasmidos, oligunocleodtidos), que presentan una internalizacion en muchos casos limitada por
su alto peso molecular y carga negativa, han despertado gran entusiasmo en la comunidad
cientifica gracias a las posibilidades que la terapia génica ofrece para reparar la expresion de
proteinas.!”®!3% Para el transporte de 4cidos nucleicos, los vectores virales han resultado ser

175 S, Deshayes, M. Morris, F. Heitz, G. Divita, Adv. Drug Deliv. Rev., 2008, 60, 537-547.
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178 A. Bolhassani, B. S. Jafarzade, G. Mardani, Peptides, 2017, 87, 50-63.
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efectivos, pero los problemas relacionados con la respuesta inmunoldgica han hecho que los
CPPs se erigiesen como una alternativa mas prometedora. Asi, a lo largo de los afios, se han
descubierto numerosos péptidos capaces de favorecer el transporte de oligonucledtidos.
Destacan en esta labor, los péptidos anfifilicos KALA!! (variante del GALA), péptidos que
cuentan en su extremo N-terminal con una unidad de acido estearico (péptidos estearilados),!??
TAT49.57 y Antennapedia, o los casos mas actuales de modificaciones de tetralisinas con grupos
guanidiniocarbonilpirrol.!83

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado péptidos catidnicos que se unen a
aldehidos hidrofobicos mediante enlaces oxima!?! (Fig. 14) para dar lugar a péptidos anfifilicos
pseudo-helicoidales, los cuales son capaces de transportar una variedad de moléculas de ADN
anionicas en experimentos en vesiculas.!?? Ademas, se estudio la relacion de la capacidad de
estos péptidos para atravesar la membrana en funcion de su anfifilicidad.'?> En posteriores
trabajos, se ha continuado explotando la quimica de los enlaces oxima para la sintesis de
estructuras peptidicas ricas en aminoacidos de arginina que contienen ligandos carbohidrato
para el transporte selectivo de determinadas proteinas como la Concanavalina A (Fig. 15).1%°
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Figura 15. Estructura del péptido, dicroismo circular y modelo propuesto para el mecanismo de transporte
selectivo. a) Representacion minimalista del péptido con los diferentes dominios anfifilicos segregados y esquema
de los diferentes pasos que intervienen en el transporte intracelular selectivo de proteinas: reconocimiento,
union, transporte y liberacion. b) Espectros de CD en diferentes condiciones: TFE (trifluoroetanol), tampdn HKR
(pH 7,4) y liposomas de fosfatidilcolina de huevo (EYPC). c) Estructura quimica del péptido con las cadenas
laterales en diferentes colores unido a los diferentes ligandos haciendo uso de la quimica dinamica.'?® Figura
adaptada con los permisos de la Ref. 123 Copyright 2018 John Wiley and Sons.

De igual forma, en nuestro grupo, se han sintetizado polihidrazonas también para el
transporte de acidos nucleicos,!”*-1% asi como, CPPs dinamicos con colas hidrofobicas unidas
mediante enlaces hidrazona para el transporte de plasmidos!?* (Fig. 16a) o de la proteina

181 7. B. Wyman, F. Nicol, O. Zelphati, P. V. Scaria, C. Planck, F. C. Szoka, Biochemistry, 1997, 36, 3008-3017.
182 S, Futaki, W. Ohashi, T. Suzuki, M. Niwa, S. Tanaka, K. Ueda, H. Harashima, Y. Sugiura, Bioconjugate Chem.,
2001, /2, 1005-1011.

183 M. Li, S. Schlesiger, S. K. Knauer, C. Schmuck, Angew. Chem. Int. Ed., 2015, 54, 2941-2944.
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CRISPR/Cas9'%* al interior celular (Fig. 16b). Gracias a interacciones de caracter electrostatico,
los péptidos forman un complejo supramolecular capaz de transportar determinados cargos al
interior celular, dando pie a potenciales aplicaciones en edicion génica.!3*
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Figura 16. Representacion esquematica de la estructura peptidica que contiene: residuos de arginina (azul),
leucina (naranja) y grupos hidrazidas reactivos (rojo). La reaccion con un aldehido hidrofobo proporciona una
estructura anfifilica que se puede incubar con a) plasmidos'?* o b) la ribonucleoproteina Cas9'® para generar
nanoparticulas supramoleculares que pueden atravesar la membrana y entregar activo en la célula. La estructura
de la cadena lateral del aminoacido artificial (Hy) se muestra en el cuadro de puntos. Figura adaptada con los
permisos de la Ref. 124 y 184 Copyright 2017 Royal Society of Chemistry.

Determinados agentes terapéuticos se han administrado junto con CPPs, lo que ha
incrementado su habilidad penetrante para usos topicos y tratamientos cutaneos.'®> Ademas, las
nuevas terapias basadas en la internalizacion citosélica de anticuerpos esta arrojando resultados
muy prometedores para tratamientos de cancer mas selectivos.!¥¢1%7 Las nanoparticulas y los
quantum dots se afiaden a la ya gran lista de cargos capaces de ser internalizados gracias a la
potente herramienta quimica de los CPPs. En este caso, nanoparticulas superparamagnéticas de
hierro (SPIONs) se funcionalizaron con TAT49.57. La presencia de las nanoparticulas en el
interior celular permite que sean observadas mediante imagen de resonancia magnética
(MRI).!38 De modo similar, destaca el transporte de agentes de imagen, los cuales aportan gran

184 1. Lostalé-Seijo, 1. Louzao, M. Juanes, J. Montenegro, Chem. Sci., 2017, 8, 7923-7931.

185 J. B. Rothbard, S. Garlington, Q. Lin, T. Kirschberg, E. Kreider, P. L. McGrane, P. A. Wender, P. Khavari,
Nat. Med., 2000, 6, 1253-1257.

136 U. Niesner, C. Halin, L. Lozzi, M. Giinthert, P. Neri, H. Wunderli-Allenspach, L. Zardi, D. Neri, Bioconjug.
Chem., 2002, 13, 729-736.

187 M. Akishiba, T. Takeuchi, Y. Kawaguchi, K. Sakamoto, H. H. Yu, 1. Nakase, T. Takatani-Nakase, F. Madani,
A. Grislund, S. Futaki, Nat. Chem., 2017, 9, 751-761.

188 . Josephson, C. H. Tung, A. Moore, R. Weissleder, Bioconjug. Chem., 1999, 10, 186-191.
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informacion al permitir la visualizacion de transportadores o agentes terapéuticos en el interior
celular. Paralelamente, se han desarrollado estrategias para el transporte de liposomas, vesiculas
de tamafo nanométrico compuestas mayoritariamente por colesterol y fosfolipidos, faciles de
sintetizar y de funcionalizar en su exterior, ademas de destacar por su capacidad para encapsular
agentes terapéuticos. La funcionalizacion de las superficies de liposomas con CPPs permite
modificar su farmacocinética y favorecer su interaccion con las membranas plasmaticas,
necesaria para lograr con éxito la internalizacion celular. Esta estrategia del empleo de vesiculas
ha permitido el acceso a una gran variedad de células y tejidos, incluido bacterias, membranas
de células de algas y mamiferos, y la dificil tarea de atravesar la barrera hematoencefélica.!%-1%

En lineas generales, la cantidad y variedad de cargos que se han transportado al interior
celular gracias a los CPPs es enormemente amplia y aumenta dia a dia gracias a la activa
investigacion en este campo. Gracias a ellos, muchas moléculas de interés han podido ser
internalizadas, lo que conlleva grandes beneficios para la comunidad cientifica y abre la puerta
al futuro desarrollo de avances beneficiosos para la sociedad. Los CPPs se han consolidado
como transportadores y, a pesar de su ya innegable y prometedor potencial, sus habilidades no
dejan de sorprendernos.

2.7 Aplicaciones terapéuticas

El gran éxito de los CPPs en estudios in vitro ha permitido en algunos casos dar un paso
hacia adelante en la realizacion de experimentos y pruebas in vivo. En este tipo de estudios los
CPPs llevan a cabo dos funciones principales. Una de ellas, dadas sus ya tan conocidas
propiedades penetrantes, es su papel como transportadores de cargos con actividad biologica a
través de la membrana plasmatica. Por otra parte, desempefian una funciéon de vectorizacion.
Es decir, los CPPs también presentan, en ciertos casos, la capacidad de alterar la biodistribucion
de las moléculas que transportan al dirigirlas a otras dianas o permitir su acceso a zonas antes
inalcanzables. Por este motivo se han realizado estudios en animales e incluso en humanos,
encontrandose ya varios de estos CPPs en diferentes fases clinicas.!”!

En el caso de estudios en animales, se han usado principalmente CPPs candidatos al
tratamiento tanto topico como sistémico de enfermedades neurologicas, cardiacas y
oncologicas, asi como farmacos contra el dolor y la inflamacion.'”?!3 Un ictus o infarto
cerebral, es una enfermedad cerebrovascular caracterizada por la oclusion de una arteria, lo que
conlleva la carencia de oxigeno en el cerebro, ocasionado enormes dafios. Es muy importante
poder transportar a través de la barrera hematoencefalica farmacos capaces de reducir los dafios
ocasionados,'”* lo cual resulta muy complejo dada la exhaustiva regulacion del transporte
molecular que presenta para proteger el sistema nervioso central. Sin embargo, algunos
péptidos han logrado atravesarla, mostrando grandes propiedades al ser administrados por via
tanto intravenosa como intraperitoneal, es el caso del tetrapéptido fenilprolina (PhPro)4 del
profesor E. Giralt.'”> En el caso de tratamientos contra el cancer, los CPPs se han utilizado

189 BE. G. Stanzl, B. M. Trantow, J. R. Vargas, P. A. Wender, Acc. Chem. Res., 2013, 46, 2944-2954.

190y, P. Torchilin, R. Rammohan, V. Weissig, T. S. Levchenko, Proc. Natl. Acad. Sci., 2001, 98, 8786-8791.

Y1 M.C. Morris, J. Depollier, J. Mery, F. Heitz, G. Divita, Nat. Biotechnol., 2001, 19, 1173-1176.

192 G. P. H. Dietz, M. Bihr, Mol. Cell. Neurosci., 2004, 27, 85-131.

193 S B. Fonseca, M. P. Pereira, S. O. Kelley, Adv. Drug Deliv. Rev., 2009, 61, 953-964.

194 D. Mochly-Rosen, Science, 1995, 268, 247-251.

195 P, Arranz-Gibert, B. Guixer, M. Malakoutikhah, M. Muttenthaler, F. Guzman, M. Teixid6, E. Giralt, J. 4m.
Chem. Soc., 2015, 137, 7357-7364.
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como transportadores de moléculas toxicas, como la doxorrubicina, con el propodsito de
dirigirlas a las células tumorales.!® De igual forma, han transportado inhibidores con el objetivo
de cesar el crecimiento y expansion del tumor a las células sanas.!3

Tras estos estudios preclinicos en animales, los CPPs comenzaron su andadura en los
ensayos clinicos en humanos.!®” La mayoria de los casos estan relacionados con el tratamiento
de enfermedades de la piel y son administrados por via topica. El caso mas resefable es el del
tratamiento de la hipersudoracion.!”® Esta dolencia era tipicamente tratada con la toxina
botulinica (Botox), pero ello implicaba la administracion de cientos de inyecciones por
paciente. Asi, la farmacéutica Revance Therapeutics propuso el empleo del gel topico RT001
que cuenta con dicha toxina unida a un CPP, lo que facilita su absorcion y evita el uso de agujas.
Ademas, ha resultado también efectiva para el tratamiento de las arrugas y patas de gallo.'”’
Similar a este caso, la farmacéutica Capstone Therapeutics ha desarrollado el farmaco AZX100
para cicatrizaciones.!*® Un caso para el tratamiento de la psoriasis es Psorban, de la compaiiia
CellGate. Este farmaco consistia en ciclosporina A, un inmunosupresor tipicamente
administrado via oral para el tratamiento de inflamaciones topicas, fusionado con el péptido
TAT49.57, lo que permitia su absorcion.!”” Ademas de los tratamientos para enfermedades
relacionadas con la piel, existen varios ejemplos relacionados con otro tipo de dolencias. Entre
ellos destaca XG-102 de la farmacéutica XigenPharma que permite la administracion de
inhibidores de muerte celular que son utilizados para tratar secuelas en pacientes que han
sufrido un ictus.'”” Asimismo, existen otros ejemplos de CPPs en fases clinicas para el
tratamiento de canceres de diversas naturalezas,'’®'% enfermedades del corazén®®® o el
envejecimiento.?%!

2.8 Limitaciones de los CPPs

El éxito de los CPPs no solo se debe a su capacidad penetrante y su habilidad para
transportar distintos cargos al interior celular, sino también a su versatilidad y sencillez a la
hora de sintetizarlos, modificarlos o mejorarlos. Sin embargo, hoy en dia, nuevas ideas, avances
y estrategias se siguen desarrollando para superar algunas de las limitaciones que
presentan.?229 De manera general cabe destacar su inestabilidad o baja resistencia frente a la
digestion enzimadtica, su baja selectividad y una alta toxicidad debido a su caracter altamente
cationico.?%*

En cuanto a su falta de especificidad, los CPPs no suelen ser selectivos a un tipo concreto
de células. Eso implica la necesidad de suministrar una mayor dosis, lo que hace que aumenten
sus niveles de toxicidad.!”>!”7 La busqueda de factores de diferenciacion entre las células

196 F. M. Losic, J. Quinonero, V. Dubois, B. Alluis, M. Dechambre, M. Michel, F. Callier, A. M. Fernandez, A.
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Online Library, 2013, 26, 397-412.

200 1, Jia, G. S. Gorman, L. U. Coward, P. E. Noker, D. McCormick, T. L. Hom, J. B. Harder, M. Muzzio, B.
Prabhakar, B. Ganesh, et. al., Cancer Chemother. Pharmacol., 2011, 68 513-524.
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normales y las cancerigenas para el tratamiento selectivo del cancer haria despegar sus futuras
aplicaciones biologicas y médicas.?*> Con el objetivo de superar la falta de selectividad innata
de los CPPs, el grupo del profesor R. Tsien ha empleado estrategias supramoleculares y
dindmicas en péptidos activables por enzimas. En este caso, las fuerzas electrostaticas entre un
CPP catidnico y una cadena anidnica de oligoglutamicos es empleada para neutralizar la carga
del CPP. Entre la parte cationica y la anionica se introduce una secuencia especifica que puede
ser degradada por proteasas que normalmente se sobreexpresan en los tumores. Esta enzima
proteasa provoca la separacion de ambas partes, recobrando su capacidad penetrante y dando
lugar a la entrega efectiva y selectiva del cargo en cuestion.??62%7 Esta “joven” quimioterapia
tiene mucho camino por recorrer para aproximarse a su campo mas revolucionario, como es la
quimioterapia dirigida, lo que permitird explorar nuevas estrategias modernas para el
tratamiento selectivo del cancer, que reduzcan los efectos secundarios y limitaciones de la
quimioterapia actual.

Una desventaja importante de la aplicacion terapéutica de los CPPs es su susceptibilidad a
la degradacion proteolitica: una vez en el torrente sanguineo, se degradan rapidamente y, por
lo tanto, no pueden realizar su cometido como vectores de entrega de cargos. La eficacia in
vitro de un CPP es irrelevante si in vivo es rapidamente degradado por proteasas. A esto se une
también el desconocimiento sobre el mecanismo concreto de internalizacion para cada caso, el
cual varia dependiendo de numerosos factores tal como se describié anteriormente.!’>!7 A
pesar de que los CPPs son capaces de cruzar las membranas celulares, existen evidencias que
demuestran que muchos de ellos no son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica
(BHE).!*® No se pueden olvidar los ya mencionados problemas a la hora de acceder al citosol
debido a la incapacidad de escapar de los endosomas para entregar el cargo que transporta. !4

A pesar de ello, desde su descubrimiento, los CPPs han dejado patente su gran potencial
como transportadores de cargos bioldgicamente relevantes al interior celular. Este rol se ha
visto cada vez mas reforzado con las nuevas investigaciones y avances, convirtiéndose, hoy en
dia, en una de las vias para la introduccion en células de moléculas y macromoléculas de interés
bioldgico. Sus caracteristicas y versatilidad los han convertido, entre otras cosas, en una
novedosa herramienta para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, pues han supuesto el
descubrimiento de estructuras sencillas capaces del transporte de numerosos cargos a través de
membranas celulares. Pero a pesar de su enorme potencial, bien es cierto que los CPPs cuentan
todavia con limitaciones a mejorar para poder explotar todas sus aplicaciones. Son todavia
muchos los aspectos que desconocemos sobre su naturaleza y numerosos son los conceptos que
debemos aprender a controlar y manipular para entenderlos. Es por ello que los CPPs son un
campo de investigacion puntera hoy en dia en quimica, biologia y medicina. Cada vez se sigue
avanzando mas en su estudio, cada vez son mas los casos que llegan a fases clinicas y cada vez
su gran potencial se vuelve mas real y tangible.?°® Los nuevos avances conceptuales junto con
los prometedores resultados de los ensayos clinicos auguran un futuro prometedor para las
aplicaciones médicas de los péptidos penetrantes de células, que devuelvan a la sociedad todo
el esfuerzo y trabajo de los investigadores.
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3. Reconocimiento de carbohidratos: receptores y glicoestructuras

La administracion dirigida de medicamentos supone un gran desafio que pretende mejorar
la eficacia terapéutica contra el céncer al mismo tiempo que minimiza los efectos
secundarios.??”” Las dificultades para la entrega selectiva de farmacos a sus objetivos diana, es
uno de los principales problemas. Se han explorado muchos enfoques para mejorar los sistemas
de transportes de farmacos, con mayor seguridad, estabilidad y eficiencia.?!°

Entre las distintas estrategias empleadas a lo largo de los afios, destacan algunas
importantes como las que utilizan el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD), una secuencia de union
celular que se identifico originalmente en la fibronectina, una proteina de la matriz extracelular
que desempefia un papel fundamental en la adhesion celular.?!! Las integrinas, una familia de
proteinas de membrana, actian como receptores de este dominio RGD, suficiente e
indispensable para la interaccion integrina-RGD.?!? Esta estrategia en donde se incorpora el
dominio RGD a distintos biomateriales se ha utilizado en la terapia dirigida hacia células
cancerosas en las que las integrinas de la membrana celular estan sobreexpresadas en
comparacion con las células sanas.?!® Tgual importancia han tenido los receptores de folato
(FRs), proteinas de alta afinidad por el acido folico (folato o vitamina B9) que lo transportan al
interior celular via endocitosis.?!* De esta forma, el uso de diferentes antagonistas del acido
folico (antifolatos), analogos del folato que impiden que las células utilicen la vitamina B9, se
han empleado para el tratamiento del cancer y enfermedades inflamatorias.?!

Con el mismo objetivo en mente, muchos esfuerzos se han dirigido hacia estrategias de
glicosilacion (Fig. 17).2!%2!7 Las interacciones reversibles entre los carbohidratos y sus
receptores estdn ampliamente involucradas en muchos procesos biologicos y patologicos, que
van desde la comunicacion celular hasta la metéstasis tumoral. Los cambios en la glicosilacion
asociados con las transformaciones oncogénicas se describieron por primera vez hace mas de
siete décadas (Fig. 18).2!® Las células tumorales muestran una amplia gama de alteraciones de
glicosilacion en comparacion con sus equivalentes sanas.?!? La existencia de esta diferenciacion
en los patrones de glicosidacion conduce a una regulacion distinta de la segregacion
intracelular, la localizacion y el recambio de receptores, que tienen un papel importante en el
reconocimiento celular, la comunicacion y la sefializacion.??® Por este motivo, la conjugacion
de carbohidratos a diferentes estructuras portadoras de farmacos dirigidos al cancer ha recibido
una atencion creciente en los ultimos afios para la entrega celular selectiva. Los carbohidratos
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se han incorporado a varias estructuras transportadoras para lograr grandes capacidades de
direccionamiento tumoral debido a la sobreexpresion de receptores especificos en los tumores,
asi como al microambiente asociado al tumor, lo que genera una diferencia respecto a las
caracteristicas y condiciones de una célula sana.??! De esta forma, la glicobiologia proporciona
un conjunto de objetivos para aplicaciones de diagnostico y estrategias terapéuticas contra el
cancer.????23 Ademés, la posibilidad de contar con miltiples grupos glicosido en un mismo

andamio estructural da lugar a una capacidad de unién mejorada con sus respectivos receptores
224

diana, lo que se conoce como interacciones multivalentes o efecto cluster.
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Figura 17. Modelo de mosaico fluido. Vista esquematica de la estructura y componentes fundamentales de la
membrana plasmatica. El glicocalix es una cobertura glicoproteica y glicolipidica que envuelve la membrana
celular. Esta sirve de proteccion mecanica, permite la adhesion, identificacion y la comunicacion celular e
interviene en procesos como la fertilizacion, el desarrollo embrionario, la compatibilidad en los trasplantes y en
la recepcion hormonal. Los cambios en el glicocalix de las células cancerosas sirven como defensa contra el
cancer y permiten al sistema inmunitario reconocerlas y destruirlas. Figura creada con Biorender.com

Las lectinas son una de las principales proteinas de union a carbohidratos que pueden
encontrarse expresadas en las membranas de la mayor parte de los tipos celulares, que sirven
como objetivo para diferentes carbohidratos con una elevada especificidad. Se ha demostrado
que la interaccion lectina-carbohidrato participa en diversos procesos biologicos clave del
cuerpo humano,?? y presenta un papel fundamental en la metastasis y en la comunicacion del
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cancer.?262?7 Ademas, las interacciones de los carbohidratos con lectinas enddgenas

desencadenan procesos endociticos, de gran interés para superar la primera barrera de las
células.??8
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Figura 18. Clases comunes de glicoconjugados en células de mamiferos. La glicosilacion se define como el
proceso enzimatico que produce enlaces glicosidicos de sacaridos a otros sacaridos, proteinas o lipidos. Las
proteinas se pueden glicosilar mediante la union covalente de un sacarido a una cadena principal de polipéptidos,
a) mediante enlaces a través del nitrogeno de los aminoacidos de Asn (N-glicano) y comparten una region central
comun de pentasacaridos (resaltada en la figura como un cuadro de linea punteada) que puede tener mayor
diversificacion o b) enlaces a través del oxigeno a aminoacidos como la Ser o Thr (0O-glicano). c) Los O-glicanos
de tipo mucina se inician mediante N-acetilgalactosamina (GalNAc) unida a Ser o Thr. d) Los O-glicanos pueden
extenderse, produciendo varios "nlicleos” y diferentes estructuras terminales que generalmente estan fucosiladas
y sialiladas. Otros tipos de O-glicanos incluyen la O-manosa, O-fucosa, O-galactosa y la 3-N-acetilglucosamina.
e) Algunas glucoproteinas también se pueden encontrar ancladas a fosfatidilinositol (GPl). Otras clases
principales de glicoconjugados incluyen los f) proteoglicanos y g) los glicoesfingolipidos. Los proteoglicanos son
glicoproteinas que se encuentran formadas por un nicleo proteico unido covalentemente a un tipo especial de
polisacaridos denominados glicosaminoglicanos (GAG). Estos GAG son cadenas largas y no ramificadas de
heteropolisacaridos, compuestas generalmente por una unidad repetitiva de disacarido con la formula general
azlcar acido-amino azlcar. h) Una excepcion es el acido hialuréonico, que es un glicosaminoglicano que se
encuentra libre en la matriz extracelular.??? Figura adaptada con permisos de la Ref. 222 Copyright 2015 Springer
Nature.

Debido a la cantidad de lectinas que integran esta gran familia, su clasificacion resulta
compleja, sin embargo, existen pequefias subfamilias con caracteristicas analogas. Entre
algunos de estos subgrupos mas representativos, caben destacar las lectinas de tipo C, cuya
designacion proviene de su requerimiento de iones de Ca*? para la union a los carbohidratos.
Las proteinas que contienen dominios de lectina tipo C tienen una amplia gama de funciones,
incluida la adhesion celular, la respuesta inmune a los patdégenos y la apoptosis. Los mono- y
oligosacaridos derivados de la manosa exhiben una fuerte unién a la lectina vegetal
Concanavalina A**° y DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

226 §. Hakomori, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 10231-10233.

22T H. Lis, N. Sharon, Chem. Rev., 1998, 98, 637-674.

228 T, B. Geijtenbeek, R. Torensma, S. J. van Vliet, G. C. van Duijnhoven, G. J. Adema, Y. van Kooyk, C. G.
Figdor, Cell, 2000, 100, 575-585.

229 S. Wu, X. Huang, X. Du, Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 52, 5580-5584.
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Grabbing Non-integrin), una lectina de tipo C presente en la superficie de macrofagos®© y
células dendriticas.?3! La galactosa también puede unirse selectivamente a los receptores de
lectina de tipo C en los macrofagos alveolares®° y a los receptores de carbohidratos en las
células de Escherichia coli.?*? Con el objetivo de utilizar los receptores de lectina tipo C para
la estimulacion de la respuesta inmune, se han sintetizado glicodendrimeros (Fig. 19a),23
glicoliposomas (Fig. 19b)*** y compuestos glicomiméticos?** para el suministro dirigido de
antigenos a células dendriticas y macrofagos, mejorando asi las respuestas de las células T.?*¢

a) b)

N

!

Figura 19. Ejemplos de glicoestructuras: a) glicodendrimeros?3? y b) representacion de la formacion de una
bicapa glicolipidica y glicoestructuras autoensambladas: glicoliposomas, glicovesiculas y glicomicelas.?** Figura
adaptada con los permisos de la Ref. 233 Copyright 2014 John Wiley and Sons y la Ref. 234 Copyright 2013 Royal
Society of Chemistry.

Las galectinas son un grupo de proteinas que pertenecen también a la familia de las lectinas
que se unen especificamente a carbohidratos tipo f-galactosa, y juegan un importante papel en
diferentes procesos relacionados con la respuesta inmunitaria, la adhesion y la endocitosis
celular.®” Se encuentran sobreexpresadas en células cancerosas,”*®?3? y son indicadores de

230 J. E. Ramirez, R. Roychoudhury, H. H. Habte, M. W. Cho, N. L. Pohl, B. Narasimhan, J. Biomater. Sci. Polym.
Ed., 2014, 25, 1387-1406.

21 0. Martinez-Avila, K. Hijazi, M. Marradi, C. Clavel, C. Campion, C. Kelly, S. Penadyés, Chem. Eur. J., 2009,
15, 9874-9888.

22 G. Yu, Y. Ma, C. Han, Y. Yao, G. Tang, Z. Mao, C. Gao, F. Huang, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 10310—
10313.

233 S. Zhang, R. O. Moussodia, H. J. Sun, P. Leowanawat, A. Muncan, C. D. Nusbaum, K. M. Chelling, P. A.
Heiney, M. L. Klein, P. Doz, S. André, R. Roy, H. J. Gabius, V. Percec, Angew. Chem. Int. Ed., 2014, 53, 10899—
10903.

234 N. Jayaraman, K. Maiti, K. Naresh, Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 4640-4656

235 Q. Cecioni, A, Imberty, S. Vidal, Chem. Rev., 2014, 115, 525-561

236 B, Lepenies, J. Lee, S. Sonkaria, Adv. Drug Deliv. Rev., 2013, 65, 1271-1281

237 H. Barrow, J. M. Rhodes, L. G. Yu, Int. J. Cancer, 2011, 129, 1-8

238 A. Danguy, 1. Camby, R. Kiss, Biochim. Biophys. Acta Gen. Subj., 2002, 1572, 285-293.

Z9F. T. Liu, G. A. Rabinovich, Nat. Rev. Cancer, 2005, 5, 29—41.
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neoplasias malignas en el estomago,?*® higado,?*! y cancer de colon.?*? Se han desarrollado
estructuras proteicas multivalentes que utilizan albumina de suero bovino (BSA) como moldes
de construccion para la exposicion de diferentes glicdsidos y que funcionan como inhibidores
de galectinas (Fig. 20a).24

Un receptor tipico de la superficie celular es CD22, que pertenece a la familia de lectinas
SIGLEC (sialic acid binding immunoglobulin type lectins) que se une especificamente al acido
sidlico. Se encuentra en la superficie de las células B y previene la hiperactivacion del sistema
inmune y el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Las estructuras de carbohidratos
naturales N-enlazados, se pueden usar como una alternativa a los anticuerpos para el suministro
dirigido a las células que expresan el receptor CD22.24
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Figura 20. Ejemplos de glicoestructuras: a) empleo de la proteina BSA como molde de construccion para la
exposicion de glicosidos**® b) Representacion esquematica de un tridecafullereno con 360 unidades de 1,2-
manobiodsidos,?2 ¢) nuevas glicoestructuras para la inhibicion del virus influencia.?® Figura adaptada con
permisos de la Ref. 243 Copyright 2018 American Chemical Society, Ref. 252 Copyright 2019 American Chemical
Society y de la Ref. 254 Copyright 2011 John Wiley and Sons.

Ciertos glicanos, que se encuentran exclusivamente en bacterias patogenas, también
podrian ser explotados para el diagndstico terapéutico dirigido.?*>?4¢ Los nanomateriales y las
estructuras supramoleculares que portan glicanos también pueden encontrar aplicaciones en

240 p_Salvatore, C. Contursi, G. Benvenuto, C. B. Bruni, L. Chiariotti, FEBS Lett., 1995, 373, 159-163.

21D K. Hsu, C. A. Dowling, K. C. Jeng, J. T. Chen, R. Y. Yang, F. T. Liu, Int. J. Cancer, 1999, 81, 519-526.
242 G. Benvenuto, M. L. Carpentieri, P. Salvatore, L. Cindolo, C. B. Bruni, L. Chiariotti, Mol. Cell. Biol., 1996,
16,2736-2743.

283 H. Zhang, D. Laaf, L. Elling, R. J. Pieters, Bioconjugate Chem., 2018, 29, 1266-1275.

244 W. Peng, J. C. Paulson, J. Am. Chem. Soc., 2017, 139, 12450-12458.

245 V. N. Tra, D. H. Dube, Chem. Commun., 2014, 50, 4659—4673.

246 Y F. Tan, L. L. Lao, G. M. Xiong, S. Venkatraman, J. Controlled Release, 2018, 284, 39-48.
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biomedicina, vacunas, infecciones bacterianas, tratamientos contra el cancer, etc.”*’ Se han
administrado quantums dots recubiertos con carbohidratos en células epiteliales HeLa y virus
como el SV40.2*® Los liposomas decorados con ligandos tipo glicano se han desarrollado para
el reconocimiento de CD169/Sn para la entrega selectiva en macrofagos.?*® Los dendrimeros
de glicopéptidos multivalentes también se han aplicado en inmunoterapia contra el cancer,
autoinmunidad y enfermedades infecciosas.>>® Ademas, los sistemas multivalentes, como los
glicofullerenos globulares (Fig. 20b), mejoran el reconocimiento molecular hacia lectinas
especificas,?>! con unos resultados indiscutibles en la inhibicion del virus de Zika (ZIKV)?>>2,
Dengue?*? o del Ebola,?? resultados similares se obtuvieron con otras glicoarquitecturas en la
inhibicion del virus influencia (Fig. 20¢).2>

Por otra parte, los transportadores de glucosa (GLUT) son un amplio grupo de proteinas de
membrana que facilitan el transporte de glucosa a través de la membrana plasmatica. En la BHE
del cerebro, estos transportadores mantienen las altas demandas continuas de glucosa y energia
del cerebro y, por lo tanto, la glucosa se puede utilizar para mejorar la translocacion de
nanoparticulas a través de la barrera hematoencefalica.?> La N-acetilglucosamina (GIcNAc) es
un componente de las glicoproteinas, proteoglicanos, GAG y las paredes celulares de los
hongos y las bacterias, y se puede aplicar para inducir respuestas de inmunidad.?>

En resumen, la glicosilacion se ha convertido en una herramienta prometedora para lograr
una terapia y un diagnostico efectivos a través de reconocimientos entre los carbohidratos y sus
receptores diana. Con multiples grupos hidroxilo y de facil modificacion, los carbohidratos son
componentes versatiles de gran utilidad, sin embargo, deben tenerse en cuenta varias cuestiones
para el disefio de sistemas de suministro glicosilados.?>” Muchas proteinas pueden reconocer
multiples ligandos lo que podria afectar la eficiencia de la selectividad. Ademas, las estrategias
de bioconjugacion basadas en la glicosilacion pueden variar las propiedades fisicoquimicas de
los vehiculos de entrega, como la carga superficial, la distribucién del tamafio y la
biocompatibilidad.?*® A pesar de algunas limitaciones, cada vez mas pruebas indican que las
estructuras glicosiladas y la combinacion de estrategias de glicosilacion y terapia inmunologica
aportaran oportunidades con gran potencial para la terapia contra el cancer.?>®

247 E. Dosekova, J. Filip, T. Bertok, P. Both, P. Kasak, J. Tkac, Med. Res. Rev., 2017, 37, 514-626.

248 D. Benito-Alifonso, S. Tremel, B. Hou, H. Lockyear, J. Mantell, D. J. Fermin, P. Verkade, M. Berry, M. C.
Galan, Angew. Chem. Int. Ed., 2014, 53, 810-814.

249 N. Kawasaki, J. L. Vela, C. M. Nycholat, C. Rademacher, A. Khurana, N. van Rooijen, P. R. Crocker, M.
Kronenberg, J. C. Paulson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2013, 110, 7826-7831.

250 3. J. Garcia-Vallejo, M. Ambrosini, A. Overbeek, W. E. van Riel, K. Bloem, W. W. JI. Unger, F. Chiodo, J. G.
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J. Am. Chem. Soc., 2019, 141, 38, 15403—-15412.
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47.

256y Shibata, I. Honda, J. P. Justice, M. R. Van Scott, R. M. Nakamura, Q. N. Myrvik, Infect. Immun., 2001,
69, 6123-6130.
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4. Sintesis peptidica en fase solida (SPPS)

La sintesis péptidica en fase solida fue desarrollada por R. B. Merrifield en 1963.26%-261 Esta
estrategia se basa en el uso de una resina, generalmente en forma de pequefias esferas de
poliestireno, que es insoluble en casi todos los disolventes. La utilizaciéon de disolventes
adecuados provoca su solvatacion, consiguiendo una buena exposicion de los grupos quimicos
reactivos anclados en la superficie de la resina para su posterior funcionalizacion. Mientras que
la sintesis orgéanica en disolucion involucra procesos laboriosos de purificacion y aislamiento,
la sintesis en fase s6lida permite la utilizacion de un exceso de los reactivos, debido a su facil
eliminacién por procesos simples de lavado y filtrado, dando lugar a una reduccion del tiempo
y un aumento en la produccion.

.A Neno oy
Rink Amida HBTU
‘ Q/ Noo B Fimoc
®" .

Figura 21. Esquema detallado del proceso de sintesis peptidica empleando la metodologia en fase sélida de R.
B. Merrifield. Tras la exposicion de los grupos funcionales de la resina, se llevan a cabo repetidas etapas de
acoplamiento y desproteccion hasta obtener la longitud deseada del péptido disefado. Figura creada con
BioRender.com.

La metodologia mds cominmente empleada en la sintesis peptidica en fase solida es la
estrategia Fmoc/Bu*®* que emplea condiciones mas suaves a las utilizadas en la estrategia
Boc/BzI, evitando el tratamiento continuado con TFA y el uso de un tratamiento de acido muy

260 R, B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 1963, 85, 2149-2154.

21 R. B. Merrifield, Science, 1965, 150, 178-185.

262 W. C. Chang, P. D. White, Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis, A Practical Approach, Oxford University:
New York, 2000.
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fuerte, generalmente con HF al final del proceso. Esto condujo a la introduccién de un nuevo
protector del grupo amino, el grupo Fmoc, que requiere una accion de desproteccion mas suave,
normalmente piperidina al 20% en DMF, quedando el grupo amino libre y listo para reaccionar
con un nuevo aminodcido activado. La etapa clave de la sintesis peptidica es la formacion de
los enlaces amida entre los aminoacidos. La formacion eficiente de estos enlaces requiere la
activacion del grupo carboxilo, para ello se procede a la formacion in situ de ésteres activos.

Los reactivos encargados de la activacion se denominan agentes de acoplamiento; siendo
el N-HBTU, N-HATU, PyOP, HOBt, HOAt y PyBOP algunos de los mas utilizados.?®* Para
comprobar que cada etapa se ha completado en su totalidad se han desarrollado diferentes
metodologias, por ejemplo el test de Kaiser?®* o el test TNBS.2> Los grupos protectores
ortogonales de las cadenas laterales de los aminoécidos se basan en los grupos terc-butilo o
Pbf. La separacion del péptido de la resina y la eliminacion de estos grupos protectores solo
requiere del tratamiento con un medio acido como el TFA. De este modo, el método Fmoc es
ortogonal en dos direcciones, es decir, la desproteccion del grupo amino y el desanclaje final
de la resina. Finalmente, el producto deseado se desprende del soporte, y su purificacion y
caracterizacion se llevan a cabo en disolucion.

Se han creado diversas resinas que pueden ser tratadas con TFA para la liberacion de los
péptidos anclados. Dependiendo de la funcionalizacion deseada en el extremo C-terminal, se
emplean diferentes resinas. Por ejemplo, la resina Wang es la més usada para péptidos con
acidos carboxilicos C-terminales, mientras que se utiliza la resina Rink-amida si se desea una
amida C-terminal.?%%267 La resina Rink-amida es la seleccionada para la sintesis de los
productos desarrollados en esta memoria. En la Figura 21 se representa un esquema sencillo
del ciclo de sintesis peptidica en fase solida.

263 A. El-Faham, F. Albericio, Chem. Rev. 2011, 111, 6557-6602.

264 B, Kaiser, R. L. Colescott, C. D. Bossinger, P. I. Cook, Anal. Biochem, 1970, 34, 595-598.
265 W. S. Hancock, J. E. Battersby, Anal. Biochem., 1976, 71, 260-264.

266 G, B. Fields, R. L. Noble., Int. J. Pept. Protein Res., 1990, 35, 161-214.

267 J. Alsina, F. Albericio, J. Pept. Science, 2003, 71, 454-477.
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Capitulo I. Péptidos penetrantes de células glicosilados (GCPPs)

1. Objetivos

Los esfuerzos para equipar los CPPs con ligandos carbohidrato han demostrado una
reduccion de la eficiencia de penetracion junto con una mayor viabilidad de las células
objetivo.?®® Sin embargo, estos interesantes estudios con péptidos penetrantes de células
glicosilados (GCPPs) se limitaron a ligandos de galactosa unidas mediante quimica “click” y a
su estudio exclusivo en la linea celular de ovario de hamster chino (CHO). Recientemente, los
polidisulfuros penetrantes también se han preparado con restos de glicano para mejorar la
solubilidad de los conjugados resultantes.?% Sin embargo, hasta la fecha, no se han realizado
estudios sistematicos sobre las propiedades de los GCPPs con diferentes residuos de azucares.
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Figura 22. Estructura peptidica y transporte a través de la membrana plasmatica. a) El péptido congrega los
diferentes dominios a lo largo de una estructura helicoidal. Los grupos reactivos (alcoxiaminas) apuntan en
direcciones opuestas en la interfase de los dominios hidrofilicos e hidrofébicos. La estructura peptidica primaria
esta equipada con alcoxiaminas reactivas para anclar diferentes aldehidos carbohidrato. Los hibridos finales de
glicopéptidos contienen una sonda fluorescente (punto rojo) anclada en la region N-terminal del péptido para
seguir y cuantificar su internalizacion celular. b) Secuencia primaria del péptido lineal y diagrama heptagonal en
roseta que muestra la disposicion helicoidal del péptido. c) La translocacion de la membrana y la internalizacion
celular es modulada por los residuos de carbohidrato.

En este capitulo, nos proponemos el desarrollo y estudio de una estrategia sintética
adecuada para la preparacion y evaluacion sistematica de la eficacia de absorcion y distribucion
intracelular de péptidos glicosilados en diferentes lineas celulares. Para este propodsito, hemos
disefiado un armazoén de péptidos anfifilicos que incorporan dos conectores reactivos de
alcoxiamina'?*!?* para anclar aldehidos de carbohidrato (Fig. 22). Tras la formacion de la

268 L. Dutot, P. Lécorchyé, F. Burlina, R. Marquant, V. Point, S. Sagan, G. Chassaing, J. M. Mallet, S. Lavielle, J.
Chem. Biol., 2010, 3, 51-65.
269 p. Morelli, E. Bartolami, N. Sakai, S. Matile, Helv. Chim. Acta, 2018, 101, €1700266.
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conexion oxima entre la secuencia peptidica y los diferentes glicanos, es decir, una vez
formados los glicopéptidos, y tras su debida caracterizacion, se estudiara el impacto sobre la
estructura secundaria, asi como la eficiencia de internalizacion de los glicopéptidos
correspondientes. Por ultimo, nos propusimos extender este estudio in vitro hacia modelos
simples in vivo, y analizar la biodistribucion y toxicidad de estas nuevas estructuras penetrantes
glicosiladas.

2. Diseiio y sintesis

Estudios recientes establecieron la influencia de la distribucion de los grupos de guanidino
en las propiedades de entrega de los péptidos penetrantes.'!? Por lo tanto, hemos disefiado una
secuencia peptidica lineal que conduciria al plegamiento de un péptido anfifilico para la
obtencion de una estructura helicoidal.!?*?’% En este disefio, hemos incluido las alcoxiaminas
como grupos reactivos en la interfase entre los dominios cationicos e hidrofobos para minimizar
el impacto en la estructura secundaria del péptido resultante (Fig. 22b). El posicionamiento
ortogonal de los extremos de carbohidrato se selecciono para estudiar el impacto en la estructura
secundaria del péptido y para maximizar el enmascaramiento de la anfifilicidad de la estructura
peptidica.

La secuencia peptidica correspondiente se sintetizé utilizando el método en fase solida
mediante el uso de grupos de proteccion ortogonales (Fig. SE1). Como se describid
anteriormente,'?3 empleamos residuos de lisina protegidos con el grupo metiltritilo (Mtt), que
pueden desprotegerse selectivamente en condiciones débilmente acidas; permitiendo asi la
posibilidad de modificar sintéticamente el péptido mientras aiin se encuentra anclado a la
resina.'?* Después de la ruptura del grupo Mtt y la incorporaciéon de la alcoxiamina (1, ver
seccion experimental pag. 126) "sobre resina", los péptidos se marcaron con un fluoréforo
(TAMRA) para permitir la evaluacion de su internalizacion celular mediante microscopia y
citometria (Fig. SE1). Los péptidos se escindieron del soporte sélido y se conjugaron
inmediatamente con diferentes aldehidos de carbohidratos.?’! Es importante destacar que esta
conjugacion bio-ortogonal de formacion de la oxima tuvo lugar en agua a temperatura ambiente
y en cortos tiempos con rendimientos cuantitativos en la mayoria de los casos (Fig. SE2). La
sintesis de los aldehidos de azlicar se realiz6 mediante una nueva ruta desarrollada previamente
en nuestro grupo de investigacion, que implicd una estrategia de glicosilacion de Fischer
modificada con un paso final de ozondlisis. Esta estrategia permitio la preparacion de diferentes
aldehidos de carbohidratos, tales como a-D-manosa, f-D-glucosa, f-D-galactosa, N-acetil-/-D-
glucosamina, y un aldehido trisacarido ramificado de a-D-manosa (Fig. 23a).2”! Finalmente,
después de la conexion péptido/carbohidrato mediante una oxima, la eliminacion del exceso de
azucar aldehido se realizé por HPLC de fase reversa. Los glicopéptidos finales se caracterizaron
mediante MS, HRMS, espectroscopia de 'H-RMN y CD.

Los espectros de CD de los glicopéptidos resultantes se midieron en buffer HKR (pH 7,4)
y trifluoroetanol (TFE) y mostraron bandas tipicas de la hélice-a a A =208 y 222 nm (Fig. 23b
y SE3). Siguiendo la banda A =222 nm y empleando la ec. 1 y 2 (ver seccion experimental pag.
129), estimamos un porcentaje de helicidad en el rango de 20-30% en condiciones tampon para
los diferentes péptidos (Fig. 23b). Los valores de CD de los hibridos de glicopéptidos variaron

270 M. Pazo, M. Juanes, 1. Lostalé-Seijo, J. Montenegro, Chem. Commun., 2018, 54, 6919-6922.
271 J. Reina, A. Rioboo, J. Montenegro, Synthesis (Stuttg)., 2018, 50, 831-845.
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ligeramente dependiendo del carbohidrato unido a la estructura peptidica, y la intensidad de las
bandas indic6 un comportamiento helicoidal modesto en condiciones acuosas. Sin embargo,
esta helicidad se mantuvo, incluso a altas temperaturas (60°C); una observacion interesante,
considerando la corta longitud de estos conjugados de glicopéptidos (Fig. 23b). Ademas, en
presencia del disolvente de TFE, que no compite por los enlaces de hidrégeno y que promueve
la helicidad, aument6 fuertemente hasta 60% en los mejores casos (Fig. 23b y SE3).
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Figura 23. Estructura peptidica y espectros de dicroismo circular (CD): a) Estructura del péptido lineal con las
cadenas laterales de aminoacidos en diferentes colores: cationico (Arg) en azul, hidrofobico (Leu) en naranja y
residuos de lisina modificada (Lys-R?) en rojo. Sustituyentes en la posicion R' N-terminal: fluoréforo TAMRA (Tm)
y acetilo (Ac). Sustituyentes en los residuos de lisina R? modificada: acetona y derivados oximas de a-D-manosa
TmP(Man)2, B-D-glucosa TmP(Glu)z, B-D-galactosa TmP(Gal)z, N-acetil- #-D-glucosamina TmP(NAG)z, y trisacarido
de a-D-manosa TmP(Mans)z. b) Espectros de CD de TmP(Man)2 y TmP(Glu): en diferentes condiciones en buffer
HKR (pH 7,4) y TFE. Abreviaciones peptidicas: TmP(X)2 (Tm = TAMRA y X = Man, Glu, Gal, NAG, Mans, Acetona).
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Sorprendentemente, el péptido control més hidréfobo funcionalizado con acetona sin
ningun residuo carbohidrato, TmP(Acetona), mostr6 la menor helicidad de todos los péptidos
reportados en este estudio tanto en buffer HKR acuoso y TFE, 11,9 y 5,0% respectivamente
(Fig. SE3). Estos resultados sugirieron que, para este disefio peptidico particular, el aumento
de la hidrofobicidad era perjudicial para el caracter helicoidal y que los residuos de carbohidrato
podrian contribuir a la estabilizacion de la helicidad del péptido. Curiosamente, el péptido que
lleva el aldehido trisacarido perdid helicidad; una observacion que podria indicar que, altos
niveles de glicosilacion en estructuras peptidicas pequenas podrian tener un fuerte impacto en
su estructura secundaria (Fig. SE3). La banda a A =208 nm de los espectros de CD estudiados
mostro diferencias en intensidad e incluso desaparecio y/o se fusion6 con la banda a 4 = 222
nm (Fig. 23b). Esta observacion se observo anteriormente para otros péptidos helicoidales y se
relaciono con la longitud de la trayectoria de la cubeta de cuarzo y la orientacion relativa de los
péptidos helicoidales.?’? Para investigar ain mads la tendencia helicoidal y la estructura
secundaria en estos péptidos, empleamos espectroscopia de RMN en un péptido modelo en
condiciones acuosas después de la adicion de alicuotas de disolvente de TFE.

3. Medidas de espectroscopia RMN
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Figura 24. a) Espectro 2D NOESY del péptido (AcP(Man)z) adquirido en buffer fosfato 20 mM que contiene un 10%
D20 y un 30% TFE, a 600 MHz. b) Estructura del péptido AcP(Man); obtenida mediante datos de espectroscopia
de RMN aplicando el software CYANA. Codigo de colores: Arg (azul), Leu (naranja), y Lys (roja).

Estos experimentos se realizaron para estudiar, en detalle, la estructura secundaria de estos
péptidos cortos altamente entrdpicos y respaldar los datos de CD (Fig. 24). El espectro de RMN
del derivado peptidico que contiene dos manosas y acetilado en su extremo N-terminal,
AcP(Man),,'?} se adquiri6 en tampon fosfato en presencia de TFE al 30%. Bajo estas
condiciones, los espectros mostraron buena dispersion de sefial y NOEs caracteristicos, NHi-
NHi-1, de estructuras helicoidales (Fig. 24). Se podrian asignar treinta y cinco NOEs entre
residuos y convertirlos en restricciones de distancia para calcular la estructura peptidica con el
software CYANA (consulte la seccion experimental pag. 129). La Fig. 24b muestra la
estructura helicoidal resultante con los dominios de arginina y leucina orientados en lados

272 B, Biron, N. Voyer, J. C. Meillon, M.-E. Cormier, M. Auger, Biopolymers, 2000, 55, 364-372.
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opuestos del eje longitudinal helicoidal. La estructura del mismo péptido que contiene el
fluordforo, TAMRA, en R!, TmP(Man),, también se obtuvo para su comparacion (Fig. SE4).
En ambos casos, los espectros de RMN aportan similares estructuras helicoidales.

4. Estudios de internalizacion celular

Después de la sintesis y caracterizacion de los GCPPs, realizamos estudios de
cuantificacion de la internalizacion celular a diferentes concentraciones y en diferentes lineas
celulares. Para esta evaluacion, seleccionamos seis lineas celulares diferentes: HelLa
(adenocarcinoma de cuello uterino humano), A549 (carcinoma de pulmén humano), HepG2
(carcinoma hepatocelular humano), RAW 264.7 (macréfago murino), Vero (rindén de mono) y
HCT116 (carcinoma colorrectal humano). Aunque no teniamos la intencién de realizar un
estudio detallado de carbohidrato/receptor de GCPPs, varios receptores especificos de
carbohidratos se sobreexpresan en las lineas celulares seleccionadas, por ejemplo, el receptor
de asialoglicoproteina en células HepG2, que reconoce motivos tipo galactosa.?’*2* Los
macrofagos RAW 264.7 han mostrado uniéon a glicoconjugados que contienen manosa,
GIcNAc, glucosa?’>276 y L-fucosa.?’7278

Inicialmente empleamos la citometria de flujo para cuantificar la captacion celular.?’”® En
estos experimentos, los péptidos se incubaron con las células a diferentes concentraciones
durante 30 minutos, se lavaron a fondo con buffer HKR y una disolucidon de heparina para
eliminar todos los péptidos unidos a la membrana, las células se tripsinizaron y la fluorescencia
total se cuantificé mediante citometria (ver la seccion experimental pag. 130). Los resultados
de estos experimentos de internalizacién se muestran en la Fig. 25. Como se esperaba, debido
a la diferente actividad metabdlica, la rigidez de la membrana y el volumen celular, las
diferentes lineas celulares mostraron niveles muy diferentes de fluorescencia interna total. Por
ejemplo, todos los glicopéptidos se internalizaron de manera muy eficiente en las células Vero
y A549, mientras que en las células HeLa, RAW 264.7 y HCT116 la internalizacién fue
intermedia, y en las células HepG2, dificiles de transfectar, el nivel de absorcion fue el mas
bajo de la serie. En contraste, el patron de internalizacion total en una linea celular particular
siguid una tendencia similar, dependiendo del carbohidrato que contenga (Fig. 25).

En general, los péptidos con manosa y galactosa mostraron los niveles mas altos de
internalizacion en diferentes lineas celulares (Fig. 25). Estos fueron seguidos por glucosa 'y N-
acetilglucosamina, que estaban en niveles comparables en la mayoria de los casos. Finalmente,
el péptido que contiene el trisacarido de manosa mostré el nivel més bajo de transfeccion de
todos ellos. El péptido control més hidrofébico TmP(Acetona), mostr6 la mayor eficiencia de
penetracion, aunque pudimos observar perturbaciones en la membrana celular y niveles mas
altos de toxicidad (Fig. SE5). Las imagenes de confocal de dosis-respuesta de TmP(Acetona),

273 §. Kawakami, M. Hashida, J. Controlled Release, 2014, 190, 542-555.

274 Q. Wang, L. Zhang, W. Hu, Z.H. Hu, Y.Y. Bei, J.Y. Xu, W.J. Wang, X.N. Zhang, Q. Zhang, Nanomed.
Nanotechnol. Biol. Med., 2010, 6, 371-381.

275 p. D. Stahl, J. S. Rodman, M. J. Miller, P. H. Schlesinger, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1978, 75, 1399-1403.
276 B, L. Largent, K. M. Walton, C. A. Hoppe, Y. C. Lee, R. L. Schnaar, J. Biol. Chem., 1984, 259, 1764—1769.
277]. C. Robbins, M. H. Lam, C. S. Tripp, R. L. Bugianesi, M. M. Ponpipom, T. Y. Shen, Proc. Natl.A cad. Sci.
USA4, 1981, 78, 7294-7298.

278 S, A. Linehan, L. Martinez-Pomares, S. Gordon, Microbes Infect., 2000, 2, 279-288.

279 T. Holm, H. Johansson, P. Lundberg, M. Pooga, M. Lindgren, U Langel, Nat. Protoc., 2006, 1, 1001-1005.
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confirman estas primeras observaciones debido a que a 3 pM, TmP(Acetona), ya mostraba
nucleos celulares perfilados, lo que indica una toxicidad severa (Fig. SES).
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Figura 25. Eficiencia de internalizacion medida mediante citometria de flujo en diferentes lineas celulares con
TmP(Man)z (verde), TmP(Gal)z (rojo), TmP(NAG)z (azul), TmP(Glu): (violeta) y TmP(Mans)z (naranja) a diferentes
concentraciones (0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7 uM). Unidades de fluorescencia relativa (RFU) en células HeLa a 3 uM de
TmP(acetona)2: 1731,8 + 432,8.

Para estudiar mas en profundidad la internalizacion y la biodistribucion final de los
glicopéptidos, a continuacion, realizamos una caracterizacion de microscopia de los diferentes
glicopéptidos descritos en este documento. En estos experimentos, los glicopéptidos se
incubaron en las células durante 30 minutos a 37°C, y, antes de la observacion, las células se
lavaron con una disolucion de heparina para reducir la cantidad de glicopéptido unido a la
membrana celular. Las células fueron observadas por medio de epifluorescencia y microscopia
confocal (consulte la seccidon experimental pag. 130). Las micrografias fluorescentes
coincidieron bien con los datos obtenidos en los estudios de internalizacion realizados mediante
citometria (comparense las Fig. 25 y 26).

Los glicopéptidos se internalizaron con una eficiencia distintiva en las diferentes lineas
celulares y se pudieron observar diferentes patrones de internalizacion para cada uno de ellos.
(Fig. 26). Pudimos observar diferentes distribuciones de fluorescencia dentro de la misma linea
celular para diferentes glicopéptidos. Por ejemplo, TmP(NAG): mostré un patron de
internalizacion difuso en el citosol de las células HeLa, mientras que se observd un patréon de
fluorescencia puntiforme en las células A549 a la misma concentracion de glicopéptido (Fig.
26). Ademas, en las células HeLa, una comparacion del patron de fluorescencia de TmP(NAG),
y TmP(Gal),, mostré un comportamiento de internalizacion claramente diferente. Mientras que
TmP(NAG), mostré una distribucion citosolica difusa, el péptido TmP(Gal), presentaba
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pequeiios agregados dentro de las células, lo que sugeria una posible via endocitica (Fig. 26).
Por lo tanto, los glicanos conjugados a la estructura peptidica fueron capaces de modular el
comportamiento de penetracion y la eficiencia de la base de su estructura como CPP.

~ TmP(NAG), | TmP(Gal),  TmP(Many),
$ia "y x."_"f\ "‘\“‘

TmP(Man),

Vero RAW 264.7 HepG2 A549 HelLa

HCT116

Figura 26. Comportamiento de internalizacion de cada glicopéptido. Imagenes de microscopia confocal de la
eficacia de internalizacion. Las columnas verticales corresponden a los glicopéptidos y las lineas horizontales
muestran las diferentes lineas celulares. Los glicopéptidos se incubaron a 3 uM en buffer HKR durante 30 minutos
a 37°C. Barras de escala: 25 pm.

Los ensayos de citotoxicidad del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

(MTT) mostraron una mayor viabilidad celular para los glicopéptidos y un comportamiento
toxico mucho mas fuerte en el caso del péptido control hidrofébico TmP(Acetona), (Fig. 27a).
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Los péptidos TmP(NAG), y TmP(Gal), mostraron la toxicidad més baja de la serie, seguidos
de TmP(Glu),. Curiosamente, las estructuras peptidicas con los residuos de manosa mostraron
una toxicidad ligeramente mayor que la de otros analogos glicosilados siendo el péptido que
contiene el trisacarido de manosa TmP(Mans); el mas citotoxico (Fig. 27a). Esto es interesante
porque revela que, aunque la glicosilacion podria considerarse una estrategia de
biocompatibilizacion, incluso con los modelos de carbohidratos més simples, la toxicidad de
esta estructura glicosilada con baja eficiencia de penetracion puede aumentar
considerablemente. Por lo tanto, podriamos confirmar que la unién de los glicanos a estructuras
tipo de CPP, redujo tanto la toxicidad celular como la eficacia de absorcion de los diferentes
hibridos de glicopéptidos.

Ademads, utilizando citometria de flujo, hemos comparado los experimentos de
internalizacién de todos los glicopéptidos anteriormente mencionados estudiados en buffer
HKR, con experimentos similares en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) y en
DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS). Estos experimentos mostraron que
la presencia de suero redujo la eficacia de absorcion de los hibridos peptidicos (Fig. 27b-c¢). Sin
embargo, la microscopia confocal dosis-respuesta de TmP(Glu), confirmé que un ligero
aumento de la concentracion fue suficiente para recuperar una captacion celular eficiente y una
distribucion intracelular analoga (Fig. 27b-c).
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Figura 27. a) Ensayo MTT de citotoxicidad de cada uno de los GCPPs y el péptido control TmP(Acetona): en
células Hela incubados a diferentes concentraciones (1, 3, 5, 10, 30 y 50 pM) durante 30 minutos a 37°C. b)
Experimentos de dosis-respuesta de la capacidad de internalizacion de TmP(Glu): en células HeLa mediante
microscopia confocal a (3, 5, 7, 10 yM) en DMEM y DMEM/FBS (10%). Barras de escala: 25 pm. c) Citometria de
flujo de los compuestos TmP(X)2 (X = Man, Gal, NAG, Glu, Man3 y Acetona) incubados a 3 pM en células Hela en
diferentes medios: buffer HKR (gris), DMEM (azul) y DMEM suplementado con 10% de FBS (verde).
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5. Estudios in vivo en modelos de peces cebra

Para finalizar, se investigd el comportamiento in vivo y la distribucion de estos
glicopéptidos en modelos de animales de peces cebra (Fig. 28). Seleccionamos dos ejemplos
de péptidos diferentes, en términos de eficiencia de absorcion en las células, el péptido con
galactosa TmP(Gal), (absorcion elevada) y el glicopéptido que contiene al trisacarido de
manosa TmP(Mansz), (absorcion baja). Por lo tanto, realizamos una incubacion de los
glicopéptidos anteriormente mencionados en larvas de pez cebra después de la fertilizacion
durante 96 h a 28,5°C en condiciones estaticas (consulte la seccion experimental pag. 131). Las
disoluciones de péptidos se evaluaron para visualizaciones a 1 uM y se fotografiaron después
de 24 y 96 h; los peces cebra fueron lavados antes de las observaciones. Se observo la
internalizacion de los glicopéptidos a 1 pM sin efectos significativos sobre la supervivencia
larval (Fig. 28). La sefial mas fuerte aparecio a las 24 horas después del tratamiento (hpt),
principalmente en la yema, mientras que se detectd fluorescencia débil a lo largo del cuerpo.
Ademas, en la region de la cola, se pudieron observar puntos fluorescentes, tanto en los
alrededores de la arteria y la vena caudal como en el tejido hematopoyético caudal (Fig. 28). A
las 24 hpt, la fluorescencia se localiz6 principalmente en el tracto digestivo.

24 hpt 96 hpt

TmP(Gal),

TmP(Man;),

Figura 28. a) TmP(Mans3)2 y TmP(Gal)z incubados a 1 UM in vivo en peces cebra. Las lineas horizontales muestran
los dos glicopéptidos y las columnas verticales corresponden a las horas post-tratamiento (hpt). Después de 96h,
no se puede detectar fluorescencia para TmP(Mans)2, mientras que si se pueden detectar puntos rojos para
TmP(Gal)z. Barras de escala: 500 pm. b) Ampliacion de las imagenes de fluorescencia en a) después de 24h, se
observa la localizacion especifica de TmP(Gal)z en la cabeza del pez cebra y en la region olfativa, y una sefal
mas baja para el trisacarido TmP(Mans)z. Barras de escala: 250 pm.

El fluoréforo puro TAMRA, no mostrd ninguna internalizacion en los embriones de pez
cebra (24 hpt; Fig. SE6). El péptido control hidrofébico, TmP(Acetona)2, mostr6 una fuerte
internalizacion en la yema del embrion en tiempos de incubacion cortos de 24 hpt. Sin embargo,
a la concentracion de 1 puM, TmP(acetona), no pudo abandonar la yema, incluso ni a 96 hpt
(Fig. SE6). Las concentraciones mas altas de este péptido (> 3 uM) mostraron una mortalidad
muy fuerte del pez cebra, incluso en tiempos cortos.
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Por otro lado, se distinguieron algunas diferencias en los patrones de fluorescencia entre
TmP(Mans), (baja absorcion en las células) y TmP(Gal), (mayor absorcion en las células). A
las 24 hpt, el péptido con el trisacarido de manosa se detectd en la superficie larval en una
distribucion regular, que coincidi6 con los neuromastos (6rgano mecano-receptivo que
pertenece a la linea lateral del pez; Fig. 28a).%° Sin embargo, el péptido con galactosa
generalmente se transloca hacia el cuerpo larval y, especificamente, hacia la region olfativa del
pez cebra (Fig. 28b). Ademas de la baja translocacion, la sefal de fluorescencia de TmP(Mans),
se elimind rapidamente del animal (Fig. 28a, 96 hpt). Sin embargo, los puntos fluorescentes
correspondientes a TmP(Gal), fueron visibles incluso después de 96 hpt y se distribuyeron en
la cavidad nasal y la musculatura del pez cebra. Por lo tanto, podemos concluir que el péptido
con motivos de galactosa, ademas de presentar una mayor eficiencia de internalizaciéon en
modelos celulares, también se absorbi6 y retuvo de manera mas eficiente en diferentes lugares
del cuerpo del pez cebra (Fig. 28).

Los hibridos de péptidos resultantes mostraron diferencias en sus estructuras secundarias
y eficiencias de translocacion de membrana, dependiendo del residuo de glicano y las diferentes
lineas celulares analizadas. Los resultados descritos en este documento resaltan la importancia
y el potencial de la glicosilaciéon de péptidos para ajustar la eficacia de penetracion y la
citotoxicidad de los CPPs.

280 A B. Chitnis, D. Dalle Nogare, M. Matsuda, Dev. Neurobiol., 2012, 72, 234-255.
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6. Conclusiones

En este capitulo, se ha demostrado el potencial de la conexion oxima para la preparacion
de conjugados de péptidos con diferentes motivos de glicanos y se ofrece una amplia vision de
los efectos de su eficiencia de internalizacion y distribucion en las células. Estos resultados
constituyen el primer analisis sistematico y la comparacion de las propiedades de
internalizacion celular de los hibridos de glicopéptidos con diferentes glicanos bioldgicamente
relevantes unidos a una plantilla CPP comun.

En este primer capitulo:

Fuimos capaces de conjugar diferentes glicanos de interés con una misma estructura
catidnica con propiedades penetrantes mediante enlaces oxima dindmicos. De esta
forma se obtuvieron los siguientes hibridos de CPPs: TmP(Man),, TmP(Gal),,
TmP(NAG),, TmP(Glu)2, TmP(Mans)s.

Una de las conclusiones mas importantes que se observd es como los diferentes
glicanos tienen un fuerte impacto en la internalizacion de estructuras peptidicas
similares en una linea celular particular.

De igual forma, este estudio ha demostrado que la tendencia de internalizacion de
los hibridos de glicopéptidos no cambia con las lineas celulares analizadas. En otras
palabras, no identificamos un hibrido de glicopéptido en particular que se
internalizara selectivamente en una linea celular concreta.

Aunque el objetivo de este trabajo no era investigar en detalle las posibles
interacciones de los glicopéptidos con los receptores de la membrana celular ni
realizar un analisis mecanistico de internalizacioén de estos hibridos peptidicos, se
demuestra que la capacidad de penetracion de la estructura peptidica supera la
internalizacion mediada por interacciones carbohidrato-receptor.

También podemos concluir que los residuos de los glicanos modulan la eficiencia
de captacion y la citotoxicidad de una secuencia peptidica concreta en una linea
celular determinada. Estos resultados demuestran que la glicosilacién de un péptido
concreto puede utilizarse para mejorar el equilibrio entre la eficiencia de captacion
y la toxicidad de los GCPP.
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Capitulo II. Escudos de carbohidratos para péptidos penetrantes de células

1. Objetivos

Teniendo en mente algunos de los problemas mencionados anteriormente asociadas a estas
novedosas estructuras peptidicas penetrantes: una pobre selectividad o la alta toxicidad innata
debido a su extraordinario poder de internalizacion, nos proponemos seguir aportando nuevas
tacticas e ideas para superar estas limitaciones. De esta forma, con la finalidad de dotar a los
CPPs con nuevas propiedades, decidimos ampliar y mejorar nuestra estrategia de glicosidacion
dindmica, manteniendo su versatilidad y sencillez a la hora de construir esta nueva generacion
o familia de glicopéptidos. Hoy en dia, sigue siendo un gran reto, no solo para el campo de los
péptidos penetrantes, sino para cualquier tipo de estructuras orgénicas, la busqueda del
candidato mejorado que presente una elevada viabilidad y una alta eficacia para la entrega
celular de diferentes cargos moleculares.
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Figura 29. Nueva generacion de glicopéptidos y transporte eficiente a través de la membrana plasmatica. El
desarrollo de una di-alcoxiamina bencilica no solo ha permitido duplicar el nimero de ligandos carbohidrato por
lisina, sino que conserva la sencillez sintética a pesar del aumento de la complejidad de las estructuras.

Con estas premisas, el primer objetivo concreto consiste en desarrollar nuevos conectores
alcoxiamina que permitan multiplicar el numero de ligandos azlicar a una misma estructura
peptidica. De esta forma, describimos aqui la sintesis de un nuevo conector bencilico de
alcoxiamina para construir una gran familia de CPPs glicosilados con un numero variable (2, 4
y 6), asi como, distinto tipo de ligando carbohidrato (a-D-manosa, f-D-glucosa, f-D-galactosa),
Fig. 29. El tedérico aumento del nimero de motivos de azucar pretende seguir mejorando
problemas de toxicidad, asi como, la buisqueda de interacciones proteina-carbohidrato de mayor
fortaleza que permitan discriminar entre tipos celulares. Tras la debida caracterizacion de los
glicopéptidos, se estudiard su estructura secundaria, asi como sus propiedades de
internalizacion y citotoxicidad. Por ultimo, extendemos este estudio in vitro hacia modelos in
vivo de ratdn, para analizar la biodistribucion y posible selectividad por algln tipo especifico
de células o tejido.
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2. Diseiio y sintesis

Aunque muchos campos de la quimica empiezan a reconocer y disefar estructuras teniendo
en cuenta cada vez mas la importancia de las interacciones multivalentes,?! la glicobiologia
hace décadas que ha reconocido el papel crucial que desempefian en numerosos procesos
bioldgicos, incluidas las interacciones lectina-carbohidrato.??* Tal y como se ha descrito
anteriormente, diversos estudios hablan de una mayor fortaleza en las uniones proteina-
carbohidrato cuando se disponen numerosos ligando en un tnico andamio como es el caso de
los glicofullerenos globulares®!-2>2 u otras glicoestructuras.

Con este objetivo en mente, y para la construccion de un escudo de carbohidratos de alta
densidad entorno a una estructura peptidica penetrante, se ha disefiado un nuevo conector di-
alcoxiamina (Fig. 30 en gris, ver seccion experimental pag. 145) que nos permite duplicar el
niumero de carbohidratos por aminoacido de lisina sin alterar la estrategia glicopeptidica
disefiada inicialmente y manteniendo la sencillez sintética que nos aporta la quimica de las
oximas para dotar de ligandos la estructura peptidica. Para ello, el reactivo comercial 3,5-
diaminobenzoato se expuso a una reaccion de formacion de amidas con el compuesto 1, dando
lugar a una di-alcoxiamina intermedia (Fig. SE15) la cual fue tratada con hidréxido de litio
para hidrolizar el grupo éster y proporcionar el conector bencilico final tipo di-alcoxiamina
(Compuesto 2, Acido 3,5-di-((Boc-aminooxi)acetamido)benzoico, Fig. SE15). Esta nueva
familia de glicopéptidos esta constituida por la misma secuencia de aminoacidos que sus
predecesores con dos ligandos aztcar descritos en el capitulo anterior, y que junto con este
nuevo conector alcoxiamina 2, seran capaces de generar estructuras con cuatro (TmP(X)4, n =
0, RK'LRRLLRRLKRL, Fig. 30a) y con seis carbohidratos, en este Giltimo caso se adiciono
una lisina mas en el extremo N-terminal (TmP(X)s, n = 1, K'RK*LRRLLRRLK"RL, Fig. 30a).
De esta forma, siguiendo la misma ruta de sintesis, una vez que los péptidos se escinden del
soporte soOlido, se purificaron antes de conjugarlos con los diferentes aldehidos de
carbohidratos: X = Man (a-D-manosa), Glu (fD-glucosa), Gal (fD-galactosa). Es importante
destacar que, una vez mas, la formacion bio-ortogonal de las oximas tuvo lugar en agua, a
temperatura ambiente y en cortos tiempos con rendimientos cuantitativos en la mayoria de los
casos (Fig. SE13-SE14). Finalmente, después de la conexion péptido/carbohidratos, la
eliminacion del exceso de azlucar aldehido se realiz6 por HPLC de fase reversa. Los
glicopéptidos finales se caracterizaron mediante MS, HRMS vy espectroscopia de '"H-RMN.

A continuacion, se estudio el impacto del aumento del nimero de carbohidratos sobre la
estructura peptidica secundaria mediante CD. Para ello se seleccionaron los glicopéptidos que
contienen AD-glucosa: TmP(Glu)s y TmP(Glu)s. Los espectros de CD de los glicopéptidos
resultantes se midieron en buffer HKR (pH 7,4) y trifluoroetanol (TFE) y mostraron bandas
tipicas de la hélice-a a A =208 y 222 nm (Fig. 30f y g). Siguiendo la banda A =222 nm a 20°C,
estimamos un porcentaje de helicidad de 17,9% y 20,7%, en buffer HKR y en presencia del
disolvente de TFE aumenté hasta 41,7% y un 46,9% para TmP(Glu)s y TmP(Glu)s
respectivamente (Fig. 30f y g). En comparacion con su homoélogo con dos glucosas estudiado
en el capitulo anterior, TmP(Glu),, los valores de CD se mantuvieron en el mismo rango en
condiciones tampon, pero descendieron ligeramente en TFE. Se puede concluir que el aumento

281 C. Fasting, C. A. Schalley, M. Weber, O. Seitz, S. Hecht, B. Koksch, J. Dernedde, C. Graf, E.-W. Knapp, R.
Haag, Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 10472-10498.
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de la cantidad de carbohidratos tiene una pequefia influencia en la estructura secundaria de los
glicopéptidos, aunque siguen manteniendo cierto plegamiento helicoidal.
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Figura 30. Estructura peptidica y espectros de dicroismo circular (CD). a) Secuencia peptidica lineal con las
cadenas laterales de los aminoacidos en colores: region cationica de argininas (R) en azul, region hidrofobica de
leucinas (L) en naranja y residuos modificados de lisina (K-R?) en rojo. b) Nomenclatura de los glicopéptidos:
TmP(X)z, donde X representa al tipo de carbohidrato (X = Man, Glu o Gal) y Z corresponde al nimero de ligandos
azlcar (Z = 4 o 6). c) Diagrama en roseta de la disposicion espacial de los aminoacidos en la conformacion
helicoidal. d) Los péptidos se encuentran marcados fluorescentemente en el extremo N-terminal: R corresponde
al TAMRA (Tm). La sustitucion R? unida a las lisinas corresponde al nuevo conector bencilico Di-alcoxiamina el
cual cuenta con dos uniones oxima R3. Estas uniones R? son derivados oxima de a-D-manosa (Man), 8-D-glucosa
(Glu) y B-D-galactosa (Gal). Dependiendo de si la estructura peptidica contiene dos (n = 0) o tres lisinas (n = 1),
la estructura final adquirira en su superficie 4 o 6 ligandos de carbohidrato. Espectros de CD de f) TmP(Glu)s y
g) TmP(Glu)s en diferentes condiciones en buffer HKR (pH 7,4) y TFE a diferentes temperaturas (10°C-60°C).
Resultados del CD en porcentaje de helicidad a 20°C en buffer HKR para TmP(Glu)4: 17,9% y TmP(Glu)e: 20,7%, y
en TFE para TmP(Glu)4: 41,7% y TmP(Glu)e: 46,9%.

3. Estudios de internalizacion celular y citotoxicidad

De nuevo, realizamos estudios de cuantificacion de la internalizacion celular mediante
citometria de flujo a diferentes concentraciones en células HeLa. En esta ocasion, se quieren
comparar los glicopéptidos en funcidén del nimero de carbohidratos para analizar el impacto
del aumento de ligandos en la eficacia de internalizacion y la citotoxicidad. Los péptidos se
incubaron con las células HeLa a diferentes concentraciones durante 30 minutos, se lavaron a
fondo con buffer HKR y una disolucién de heparina para eliminar el péptido unido a la
membrana, por tltimo, las células se observaron al microscopio y se cuantifico su fluorescencia
total (ver la seccion experimental pag. 151-152).
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TmP(Glu), TmP(Gal),

Figura 31. Comportamiento de internalizacion de los glicopéptidos con estructura TmP(X)s. Imagenes de
microscopia confocal de la eficacia de internalizacion. Las columnas verticales corresponden a los glicopéptidos
y las filas horizontales muestran las diferentes concentraciones empleadas. Los glicopéptidos se incubaron en
buffer HKR durante 30 minutos a 37°C. Barras de escala: 25 ym.

TmP(Glu)g

TmP(Man), TmP(Gal)

5 uM

3 uM

1 uM

0,5 uM

Figura 32. Comportamiento de internalizacion de los glicopéptidos con estructura TmP(X)s. Imagenes de
microscopia confocal de la eficacia de internalizacion. Las columnas verticales corresponden a los glicopéptidos
y las filas horizontales muestran las diferentes concentraciones empleadas. Los glicopéptidos se incubaron en
buffer HKR durante 30 minutos a 37°C. Barras de escala: 25 pm.
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Las micrografias fluorescentes (Fig. 31 y 32) muestran diferentes distribuciones de
fluorescencia. Se pueden observar patrones de fluorescencia puntiforme, lo que corresponderia
con un atrapamiento endosomal, asi como un patrén de internalizacion difuso en el citosol que
avalaria el uso de estas glicoestructuras como vehiculos para la entrega citosélica de fArmacos.
Como era de esperar, en los derivados de manosa TmP(Man)s y galactosa TmP(Gal)sg, las
micrografias confocales ya sugieren una ligera disminucion de la sefial de fluorescencia total
con el aumento del nimero de glicanos, desde los péptidos tetra- hasta los hexa-sustituidos (Fig.
31 y 32). Sin embargo, se observé una intensidad de sefial similar, independiente del numero
de glicanos, para el derivado de glucosa, que ademds, mostr6 una sefial citosolica difusa més
fuerte para TmP(Glu)s que la del analogo tetra-sustituido TmP(Glu)s (comparar Fig. 31 con
32). Estos resultados para el derivado de la hexa-glucosa no se esperaban, ya que un aumento
de dos residuos de glicanos hidrofilicos deberia, en principio, reducir la interaccién con la
membrana y la internalizacion celular. Aunque se podria decir que la internalizacion es
concentracion-dependiente, la tendencia observada por microscopia confocal fue confirmada
por citometria de flujo (Fig. 33a). La citometria dosis-respuesta valido la esperada disminucion
de la internalizacion de los péptidos equipados con hexa-manosa y hexa-galactosa, y confirmé
el contraintuitivo aumento de la internalizacion del péptido modificado con seis glucosa
TmP(Glu)s (comparar la internalizacion a 10 uM de la Fig. 33a). Ademas, tal y como se observa
en las graficas de la Fig. 33a, donde se han incluido los homdlogos con dos azucares descritos
en el capitulo I, las estructuras con dos ligandos TmP(X), presentan un poder de penetracion
significativamente mayor que las estructuras TmP(X)s y TmP(X)s.
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Figura 33. a) Eficiencia de internalizacion en células Hela a diferentes concentraciones (1, 2, 3, 5, 7y 10 pM)
medida mediante citometria de flujo de cada una de las glicoestructuras agrupadas en funcion del nimero de
carbohidratos, donde Z = 2 (gris), 4 (verde) o 6 (azul). b) Ensayo MTT: Citotoxicidad de cada uno de los GCPPs
en células Hela a diferentes concentraciones (1, 3, 5, 10, 30 y 50 yM). Tanto la capacidad de internalizacion
como la viabilidad celular de las diferentes glicoestructuras fueron comparadas con un CPP de referencia tipico
como la octa-arginina marcada fluorescentemente (TmRs, granate).
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A continuacidn, se realizaron estudios de citotoxicidad celular empleando el ensayo MTT
(ver seccion experimental pag. 151). En esta ocasion, el aumento del nimero de carbohidratos
fue directamente proporcional a la viabilidad celular, es decir, a mayor nimero de carbohidratos
mayor porcentaje de viabilidad. Se puede confirmar que el nimero de glicanos si tiene un fuerte
impacto en el perfil de toxicidad de los péptidos penetrantes (Fig. 33b). De esta forma, las
estructuras con dos ligandos TmP(X), presentaron la toxicidad més elevada y se observd una
mejora creciente y significativa cuando se iban incorporando nuevos ligandos a la estructura
peptidica (Fig. 33b). Los péptidos modificados con seis glicanos TmP(X)s mostraron una clara
reduccion de la toxicidad en comparacion con los péptidos tetra-sustituidos, especialmente a
altas concentraciones (Fig. 33b). Ademds del minimo impacto en la eficiencia de
internalizaciéon y la intrigante localizacion intracelular difusa del péptido hexa-glucosa
TmP(Glu)s, este derivado también mostrd un excelente perfil de viabilidad con una minima
toxicidad aparente en todo el rango de concentracion empleado (1-50 uM, Fig. 33b). Estos
resultados sugieren que la optimizacion del niimero y la naturaleza quimica de los residuos de
los glicanos podria afectar significativamente y mejorar el perfil de toxicidad de los péptidos
penetrantes sin comprometer la eficiencia de captacion. Se empled un CPP de referencia como
es la octa-arginina marcada fluorescentemente con TAMRA (TmRg) como control para calibrar
la internalizacion de estos péptidos penetrantes protegidos con escudos de carbohidratos. En
contraste con el péptido control TmRs, las estructuras glicopeptidicas mostraron una eficiencia
de internalizacion ligeramente menor, pero un perfil toxico fuertemente mejorado, en un rango
de concentracion similar (Fig. 33).

Se seleccionaron los homoélogos de [(-D-glucosa para estudiar su comportamiento de
internalizacién a altas concentraciones (50 uM), estos experimentos mostraron una fuerte
internalizacién para TmP(Glu), y TmP(Glu)s unido con una importante toxicidad celular (Fig.
SE16). Sin embargo, TmP(Glu)s no mostr6 un comportamiento tan agresivo a estas
concentraciones, observandose pequenas cantidades de péptido en el interior de algunas células
acompafiado de una buena viabilidad (Fig. SE16).

4. Experimentos de biodistribucion in vivo en modelos de raton

Impulsados por los excelentes resultados de viabilidad de la glicosilacion de alta densidad,
se investigd el comportamiento in vivo y biodistribucion de los péptidos hexa-funcionalizados
en modelos de raton (Fig. 34). Estos estudios de biodistribucion se llevaron a cabo mediante
inyeccion intravenosa en la cola de 50 pg de cada uno de los glicopéptidos con estructura
TmP(X)s en un volumen total de 50 uL de PBS (~220 uM) a un total de 3 ratones, un cuarto
raton se empled como control y se le inyectd el mismo volumen de PBS (Fig. 34). La expresion
de los glicopéptidos se cuantifica a través de un mapa de intensidad utilizando una escala basada
en colores que va desde el rojo (baja intensidad) al amarillo (alta intensidad).

Las imagenes de fluorescencia in vivo se adquirieron 1 y 3 horas después de la inyeccion
(Fig. 34a, ver seccidon experimental pag. 152). En consonancia con los resultados in vitro, el
mapa de intensidad de la fluorescencia indic6 una mejor biodistribucion del péptido con
glucosas TmP(Glu)s. Transcurridas 3h post-inyeccion los animales se sacrificaron para
practicarles una necropsia y realizar un estudio ex vivo de los siguientes tejidos: pulmones,
corazon, higado, rifiones y bazo (Fig. 34b). La cuantificacion de la fluorescencia ex vivo
confirmd, no solo una sefial de fluorescencia mejorada, sino la capacidad de alcanzar mas
eficientemente el tejido pulmonar para el derivado de la hexa-glucosa (Fig. 34b). A pesar de
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las pequefias desviaciones en los valores medios del derivado de galactosa TmP(Gal)s, no se
pudieron detectar rastros de toxicidad en los andlisis hematologicos y bioquimicos de los
ratones correspondientes en los que se administré TmP(Man)s y TmP(Glu)s (Tabla SE1- SE2).

PBS TmP(Glu)g PBS TmP(Gal)g PBS TmP(Man)s

(=)

Bazo Rifiones Corazén Pulmones ngado ~

Figura 34. Biodistribucion con el tiempo de las estructuras con formula TmP(X)e: a) Imagenes in vivo a 1h 'y 3h
desde la administracion de 50 pg de cada uno de los glicopéptidos, b) ex vivo después de 3h post-inyeccion y
observacion de la cantidad de cada compuesto en los diferentes drganos estudiados (higado, pulmones, corazon,
rinones y bazo).
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5. Conclusiones

En este capitulo, se ha descrito el potencial de una nueva estrategia para multiplicar el
numero de ligandos aziicar mediante el uso de un conector bencilico doble tipo alcoxiamina
para la insercion directa de derivados aldehido de carbohidratos. Esta sencilla metodologia
permite la obtencion de glicopéptidos derivados de CPPs en donde los carbohidratos actuan
como barreras o escudos protectores que relajan/rebajan las elevadas propiedades penetrantes
y citotoxicidad asociada a estas estructuras peptidicas.

En este segundo capitulo:

Se empled un nuevo conector bencilico de alcoxiamina para el acoplamiento de dos
unidades de sacaridos en la cadena lateral de los aminoacidos de lisina de una
secuencia peptidica. La formacion del enlace oxima con los correspondientes
aldehidos de los carbohidratos permitié la preparacion de péptidos penetrantes
altamente glicosilados con un minimo esfuerzo sintético.

Se obtuvieron diferentes glicopéptidos con formula general TmP(X)z: donde X
corresponde al tipo de carbohidrato, Man (a-D-manosa), Glu (f-D-glucosa) o Gal
(#-D-galactosa) y Z al ntimero de carbohidratos que contiene cada estructura

peptidica (4 o 6). Todos ellos se encuentran marcados fluorescentemente con
TAMRA (Tm).

La transicién desde dos a cuatro y seis sacaridos redujo significativamente la
capacidad de internalizacion de las estructuras peptidicas estudiadas.

Sorprendentemente, se descubrid que una sustitucion de cuatro a seis sacaridos no
produjo una fuerte reduccidon de la eficiencia de internalizacion, mientras que
mejoraba significativamente el perfil de toxicidad de los andamios peptidicos.

En particular, la sustituciéon por glucosa se confirmé como un escudo de
carbohidratos Optimo con una excelente captacion in vitro y localizacion
intracelular, asi como una excelente biodistribucion in vivo. Estos resultados
apoyan el potencial de la funcionalizacion de péptidos con glicanos, y en particular
la insercion de glucosa, para la mejora del perfil de captacion/toxicidad de péptidos
penetrantes celulares cortos.

Los resultados descritos en este documento resaltan la importancia y el potencial de la

glicosilacion, en particular de la funcionalizacion de alta densidad con glucosas, para ajustar la
internalizacion y la citotoxicidad de los CPPs.
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Introduccion 11

1. El cancer y el proceso de metastasis

“Céncer” es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo y en el que se observa la multiplicacion répida y
descontrolada de las células del cuerpo. Una caracteristica del cancer es la capacidad de
extension de las células tumorales mas alla de sus limites habituales, pudiendo invadir partes
adyacentes del cuerpo o, en muchos casos, propagarse a otros 6rganos en un proceso conocido
como metastasis.”®? La metastasis, es el proceso de propagacion, reproduccion, y extension de
un foco cancerigeno a otro tejido u érgano distinto de aquel en el que fue iniciado. En este
proceso, las células cancerosas presentan la capacidad de penetrar en los vasos sanguineos y
linfaticos, viajar a través de la circulacion sanguinea, y posteriormente, proliferar en tejidos
sanos de otra parte del cuerpo. Esta compleja cascada metastdsica puede organizarse
conceptualmente en dos fases principales: la translocacion fisica de una célula cancerosa
desde el tumor primario al microambiente de un tejido distante y posteriormente la
colonizacion (Fig. 35).28

i@ Celula tumoral Macréfago %) Exosoma *Plaquetas(acnva) Epitelio

&, Neutrsfilo Célula T *Js Factores secreta g piaquetas (inactiva) Matriz
** dos por el tumor extracelular

@'"Vas"’“ Translocacion fisica de una

. célula cancerosa desde un tumor | cgjonizacién
.@‘ )

primario a un érgano distante @ Colonizacién
@ . O —
Extravasacion - . e

¢ \ g ‘ @Intravasaclén
Moléculas de adhesion celular \
y - : ‘ ‘
® A o . ® - \’ @Circulacién $ ® © ® @ ®
Q ° N

Figura 35. La cascada metastasica. La metastasis puede concebirse como un proceso que se desarrolla en dos
fases principales: la translocacion fisica de las células cancerosas del tumor primario a un érgano distante y (ii)
la colonizacion de las células translocadas. a) Las células cancerosas del tumor primario invaden la matriz
circundante y b) se dirigen hacia los vasos sanguineos, donde se produce la intravasacion para entrar en la
circulacion, que sirve como su principal medio de paso hacia los organos distantes. c) Las células cancerosas
viajan por el torrente sanguineo hasta que d) salen de la circulacion e invaden el microambiente del nuevo tejido
y una vez en adaptada al microambiente, e) inicia la proliferacion y colonizacion celular. La metastasis de los
tumores se ve favorecida por las interacciones con las plaquetas y los leucocitos, esta agregacion puede defender
a las células tumorales de la eliminacion inmunitaria y favorecer su posterior propagacion.?? Figura creada con
BioRender.com.

En esta primera etapa de diseminacion, una célula cancerosa ejecuta la siguiente secuencia
de pasos: invade localmente el tejido circundante (Fig. 35a), esta invasion, que inicia el proceso
metastasico, consiste en cambios en la adherencia de las células tumorales a las células y a la
matriz extracelular (MEC), acompafiado de la degradacion proteolitica del tejido circundante y
la motilidad para impulsar fisicamente una célula tumoral a través del tejido. En esta adhesion
intervienen proteinas transmembrana como las integrinas o las cadherinas. El compromiso de
estas proteinas y otras moléculas de fijacion va acompafiado del reclutamiento de proteasas para

282 C. L. Chaffer, R. A. Weinberg, Science, 2011, 331,559-564.
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degradar la MEC, proporcionando una via para la invasion.?®> A continuacion, entra en la
microvasculatura de los sistemas linfatico y sanguineo (intravasacion, Fig. 35b), sobrevive y
se desplaza a través del torrente sanguineo hasta los microvasos de los tejidos distantes (Fig.
35¢), y una vez sale del torrente sanguineo (extravasacion, Fig. 35d), comienza la segunda
etapa, la colonizacion, donde sobrevive y se adapta al microambiente de los tejidos distantes de
forma que facilita la proliferacion celular y la formacion de un tumor secundario macroscopico
(Fig. 35€).2%* El término "colonizacion" refleja las influencias combinadas de la proliferacion
de células tumorales, la apoptosis, la latencia y la angiogénesis en la formacion de una lesion
de crecimiento progresivo en un lugar distante.

Los eventos de reconocimiento proteinas-ligandos estdn detrds de procesos biologicos
criticos como la infeccion viral, la comunicacion celular y el desarrollo metastasico.?%*
Desgraciadamente, los mecanismos moleculares y celulares que tienen lugar durante el proceso
de metéstasis aun no se han elucidado por completo. Sin embargo, cada vez hay mas pruebas
que demuestran la contribucion de las moléculas de adhesion celular en las diferentes etapas de
la propagacion metastasica. De esta forma, una de las etapas principales del proceso de
metastasis es ¢l reconocimiento molecular a través de interacciones multivalentes, altamente
selectivas y con gran afinidad, entre células tumorales del flujo sanguineo y células endoteliales
de tejidos alejados del foco principal del tumor.?®> En concreto, a principios de los afios 90 se
descubri6 la importancia de la interaccion entre los oligosacaridos sialilados Sialil Lewis X
(sLeX)*¢ y Sialil Lewis A (sLe*),”®” los cuales se sobreexpresan en células tumorales
circulantes, y las proteinas de membrana de la familia de las selectinas, sobreexpresadas en
células endoteliales, leucocitos y plaquetas. Por este motivo, estas interacciones son
consideradas una diana clave para el diagndstico de focos de metastasis en sus primeros estadios
de colonizacion.??

1.1 Moléculas de adhesion celular: la familia de las selectinas

Las moléculas de adhesion celular (MAC) son proteinas transmembrana presentes en
leucocitos y células endoteliales y que participan en la unidn celular con otras células o con la
matriz extracelular; esta union por medio de las MACs es conocida como adhesion celular.
Estas proteinas son tipicamente receptores transmembrana y estan formados por tres dominios:
un dominio intracelular, que interacciona con el citoesqueleto, un dominio transmembrana, y
un dominio extracelular que interacciona con los diferentes ligandos y células del medio
exterior. La mayoria de las moléculas de adhesion celular pertenecen a cuatro grandes familias
de proteinas: Las MACs independientes de Ca™ como son la superfamilia de las
inmunoglobulinas y las integrinas; y las MACs dependientes de Ca'?, como son las
cadherinas y las selectinas.

Las selectinas son una familia de MACs dependientes de Ca*?, que se caracterizan por
poseer una estructura muy conservada, la cual incluye a un dominio lectina de tipo C, es decir,

83 p.S. Steeg, Nat. Med., 2006, 12, 895-904.

284 B, A. H. Smith, C. R. Bertozzi, Nat. Rev. Drug Discov., 2021, 20, 217-243.

5D, Ding, Y. Yao, S. Zhang, C. Su, Y. Zhang, Oncol. Lett., 2017, 13, 13-21.

286 M. L. Phillips, E. Nudelman, F. C. A. Gaeta, M. Perez, A. K. Singhal, S. Hakomori, J. C. Paulson, Science,
1990; 250: 1130-1132.

287 A, Takada, K. Ohmori, N. Takahashi, K. Tsuyuoka, K. Yago, K. Zenita, A. Hasegawa, R. Kannagi, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1991; 179: 713-719.
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un dominio de unién proteina-carbohidrato (Dominio de Reconocimiento de Carbohidratos,
CRD). Los tres miembros mas representativos de esta familia son la E-selectina (endotelial),
la L-selectina (leucocitaria) y la P-selectina (plaquetaria).?®® Estos receptores de membrana
reconocen oligosacaridos sialilados como sLeX o su isémero sLe?, estos tetrasacaridos
contienen el motivo de reconocimiento minimo de los ligandos de selectinas. Primeramente,
las selectinas fueron identificadas como proteinas de adhesion clave en procesos de hemostasia
y trafico de leucocitos y plaquetas en el torrente sanguineo,?®-2%Y posteriormente, se descubrio
que esta familia de lectinas estd implicada en otras enfermedades, entre las que se encuentra el
proceso de metéstasis del cancer.?”-*? Su implicacion en estos procesos fisiopatologicos tiene
que ver con la unién de las células cancerosas circulantes a las células endoteliales, a los
leucocitos y a las plaquetas, lo que las defiende de la eliminacidon inmunitaria y facilita la

fijacion y propagacion metastasica (Fig. 36).29%2%3
a)  Proceso fisiologico b) Metastasis del cancer
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Figura 36. Interacciones entre las selectinas en los procesos fisiologicos y durante la metastasis del cancer. a)
Funciones fisiologicas en la sangre: Los diferentes tipos de selectinas intervienen de forma cooperativa en la
adhesion de los leucocitos y las plaquetas al endotelio. b) Posible correlacion entre las selectinas y células
cancerosas durante el proceso de metastasis: Las L- y P-selectinas median en el reclutamiento de leucocitos y
plaquetas hacia las células cancerosas que las protege de la eliminacion inmunitaria. Las E-selectinas son criticas
en la adhesion de las células cancerosas al endotelio activado y en el apoyo a la propagacion metastasica.2®

La sobreexpresion de la E-selectina en células endoteliales es activada directamente por
citoquinas como IL-1, TNFa y INFy, secretadas por las células tumorales y que inducen
mecanismos de respuesta de tipo Ras/raf/MAPK 29224 Estas vias de comunicacion consisten
en cadenas de proteinas que transportan una sefial desde un receptor en la superficie de la célula

288 5. S. Kansas, Blood, 1996, 88, 3259-3287.

289 R. P. McEver, Curr. Opin. Cell Biol., 2002, 14, 581-586

20K, Ley, Trends Mol. Med., 2003, 9, 263-268.

21 Y. Laubli, L. Borsig, Semin. Cancer Biol., 2010, 20 169-177.

292 1. P. Witz, Cancer Metastasis Rev., 2008, 27, 19-30.

23 L. J. Gay, B. Felding-Habermann, Nat. Rev. Cancer., 2011, 11, 123-134.

294 J. Tomlinson, J. L. Wang, S. H. Barsky, M. C. Lee, J. Bischoff, M. Nguyen, Int. J. Oncol., 2000, 16, 347-353.
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hasta el nucleo de la misma, provocando la expresion de determinadas proteinas que generan
diversos cambios en la célula, en este caso, la sintesis y aumento de la exposicion de selectinas.
Es decir, las células tumorales en metéstasis pueden inducir un efecto de cascada de citoquinas,
que da lugar a la activacion y sobreexpresion de la E-selectina de las células endoteliales,? a
continuacion, los ligandos de carbohidrato de las células tumorales interactuan con estos
receptores desencadenando la adhesion, fijacion y propagacion del tumor.2°® Existen numerosas
pruebas sustanciales que demuestran como la E-selectina favorece la adhesion de las células
tumorales al endotelio,?®”> por ejemplo, cabe destacar su papel relevante en la metastasis del
cancer de colon al pulmén,?®® el aumento endotelial de este receptor facilita la metéstasis de las
células de cancer de pancreas al higado, resaltar su papel clave en la migracion de células de
cancer de mama,?” y en la interaccion entre las células del cancer de prostata metastasico y el
endotelio de la médula 6sea.>*’ Por lo tanto, parece que la E-selectina es un mediador de la
metastasis en numerosos tipos de cancer. Por esta razon, es facil comprender que estos
receptores tipo selectina sean importantes dianas metastasicas. Entre algunas estrategias cabe
destacar el uso de la cimetidina la cual ha demostrado clinicamente un efecto beneficioso en
pacientes con cancer colorrectal. Este farmaco interfiere en la interaccion entre los antigenos
Sialil Lewis y la E-selectina bloqueando la adhesion de las células tumorales colorrectales a la
monocapa de células endoteliales y generando efectos antimetastasicos.’*! Con el mismo
objetivo se han utilizado oligonucledtidos antisentido para inhibir la expresion de E-selectina o
anticuerpos monoclonales para bloquear la progresion metastasica.?”>-3%2

Por otro lado, tal y como se mencion6 anteriormente, la P-selectina, expresada en células
endoteliales y plaquetas, favorece la metastasis tumoral al mediar en la agregacion y adhesion
de las plaquetas a las células tumorales, y en la formacion de agrupados de plaquetas y células
cancerosas.?®” La L-selectina suele favorecer la rodadura de los leucocitos por el endotelio y su
reclutamiento en lugares donde se produce una sefial inflamatoria. En consecuencia, la
expresion de L-selectina en neutrofilos, monocitos y células NK (Natural Killer o células
asesinas) facilita la progresion tumoral y la metéstasis con el apoyo de las interacciones célula
cancerosa-leucocito-endotelio.?**3%* De nuevo, ambos receptores resultan dianas clave en la
lucha contra la metéstasis del cancer, por ejemplo, el potencial metastasico del cancer gastrico
in vivo se atenta significativamente con el anticuerpo monoclonal de la P-selectina.>*® Estudios
experimentales con heparina, un reactivo antimetastatico, ha suprimido las interacciones de las
plaquetas con las células de cancer de colon y de pulmén mediadas por la P-selectina.?%6-307

295 A. M Khatib, M. Kontogiannea, L. Fallavollita, B. Jamison, S. Meterissian, P. Brodt, Cancer Res., 1999, 59
1356-1361.

29 P Brodt, L. Fallavollita, R. S. Bresalier, S. Meterissian, C. R. Norton, B. A Wolitzky, Int. J. Cancer.,1997, 71,
612-619.

27 8. Gout, P. L. Tremblay, J. Huot, Clin. Exp. Metastasis, 2008, 25, 335-344.

298 S Kohler S, S. Ullrich, U. Richter, U. Schumacher, Br. J. Cancer., 2010, 102: 602-609.

29V, S. Shirure, K. A. Henson, R. L. Schnaar, L. Nimrichter, M. M. Burdick, Biochem. Biophys. Res. Commun.,
2011, 406, 423-429.

300 C, J. Dimitroff, M. Lechpammer, D. Long-Woodward, J. L. Kutok, Cancer Res., 2004, 64, 5261-5269

301 K. Kobayashi, S. Matsumoto, T. Morishima, T. Kawabe, T. Okamoto, Cancer Res., 2000, 60, 3978-3984.

302 A, M. Khatib, L. Fallavollita, E. V. Wancewicz, B. P. Monia, P. Brodt, Cancer Res., 2002, 62, 5393-5398.

303 Y. Ldubli, J. L. Stevenson, A. Varki, N. M. Varki, L. Borsig, Cancer Res., 2006, 66, 1536-1542.

3041, Borsig, R. Wong, R. O. Hynes, N. M. Varki, A. Varki, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 2193-2198.
3057, L. Chen, W. X. Chen, J. S. Zhu, N. W. Chen, T. Zhou, M. Yao, D. Q. Zhang, Y. L. Wu: World J.
Gastroenterol., 2003, 9, 1607-1610

306 M. Wei, G. Tai, Y. Gao, N. Li, B. Huang, Y. Zhou, S. Hao, X. Zeng, J. Biol. Chem., 2004, 279, 29202-29210.
307Y. Gao, M. Wei, S. Zheng, X. Ba, S. Hao, X. Zeng, J. Cancer Res. Clin. Oncol., 2006, 132, 257-264.
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Dado que las enfermedades neoplésicas siguen siendo uno de los retos més formidables de
la medicina moderna, el esclarecimiento de la importancia de este tipo de lectinas, asi como
otros receptores clave en el proceso de metastasis del céncer, puede aportar nuevos
conocimientos sobre la terapia antimetastdsica que permitan desarrollar diferentes sistemas
diagnostico y tratamientos mas adecuados y efectivos para controlar y detener la propagacion
anormal y descontrolada de las células cancerigenas.

1.2 Acidos sialicos: Sialil Lewis X (sLeX) y Sialil Lewis A (sLe?*)

Una de las alteraciones mas relevantes que sufren las células tumorales, es la modificacion
del patron de glicosidacion de la superficie celular, por este motivo la glicosilacion anormal es
una sefial de advertencia de transformacién maligna.>®® Los carbohidratos presentes en la
membrana plasmatica tienen una importante influencia en la habilidad de las células de
interaccionar con el microambiente que les rodea. Patrones alterados de glicosidacion permiten
a las células cancerigenas adquirir capacidades especificas para interaccionar con todos los
componentes de su microambiente, por ello, los procesos de adhesion, movilizacion y
migracion estdn alteradas en las células cancerigenas.>*® Este patron de glicosidacion de las
células cancerigenas incluso cambia durante el progreso de la enfermedad, por ello, las células
metastdsicas presentan profundas diferencias en los patrones de glicosidacion de la superficie
celular, no solo con células normales, sino también con las células del tumor primario.?!%-3!!

Entre algunos de los cambios mas importantes en el patroén de glicosidacion de las células
tumorales destacamos un incremento de los procesos de fucosilacion,?!'? asi como un aumento
de la presencia de oligosacaridos con residuos de acido sialico.’!* El 4cido siélico o acido N-
acetilneuraminico es un monosacarido derivado del dcido neuraminico mediante acetilacion
(Neu5Ac) que se encuentra fundamentalmente en los extremos exteriores no reductores de N-
y O-glicanos conjugados a proteinas o lipidos. Este proceso de sialilacion de los glicanos tiene
lugar en el aparato de Golgi a través de una clase de glicosiltransferasas denominadas
sialiltransferasas, sobreexpresadas por células tumorales.?'#315 La hipersialilacion de células
tumorales se ha asociado con los fenotipos metastasicos en pacientes con cancer.>!® Debido a
ello, muchas células tumorales sobreexpresan oligosacaridos sialilados en la superficie celular,
entre los que se encuentran los ligandos de las selectinas, sLeX and sLe* (Fig. 37). La
interaccion de glicoproteinas o glicolipidos que contienen sLeX y sLe” con las selectinas es la
responsable del proceso de expansion y colonizacion de o6rganos distantes durante la cascada
metastasica.??’3% Ademas, el aumento de los niveles de los oligosacaridos sLeX y sLe” se ha
relacionado con la evolucion y progresion de varios tipos de cancer.?!”

308 . R. Stowell, T. Ju, R. D. Cummings, Annu. Rev. Pathol., 2015, 10, 473-510.

309 N. Reymond, B. B. d’Agua, A. J. Ridley, Nat. Rev. Cancer, 2013, 13, 858-870.

3101, Hauselmann, L. Borsig, Front. Oncol., 2014, 4, 28.

311 S, V. Glavey, D. Huynh, M. R. Reagan, S. Manier, M. Moschetta, Y. Kawano, A. M. Roccaro, 1. M. Ghobrial,
L. Joshi, M. E. O’Dwyer, Blood Rev., 2015, 29, 269-279.

312 p L. Smith, J. T. Myers, C. E. Rogers, L. Zhou, B. Petryniak, D. J. Becker, J. W. Homeister, J.B. Lowe, J. Cell.
Biol., 2002, 158, 801-815.
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3150. M. Pearce, H. Laubli, Glycobiology, 2016, 26, 111-128.

316 M. J. Schultz, A. F. Swindall, S. L. Bellis, Cancer Metastasis Rev., 2012, 31, 501-518.
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Cambios en la glicosidacion de proteinas
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Figura 37. Cambios tipicos en la glicosilacion de las proteinas al principio y/o al final de la progresion del cancer.
Encuadrados en rosa destacan algunos cambios en los O-glicanos conjugados como los antigenos T, Tn, o STn,
marcadores tumorales que en las células normales se encuentran enmascarados por la elongacion de las cadenas
de carbohidratos. También cabe resaltar la expresion alterada de N- y O-glicanos ramificados, sialilados y
fucosilados, donde se encuentran las estructuras de los tetrasacaridos sLeX y sLe*.3% Estructura del tetrasacarido
Sialil Lewis X (sLe*): Neu5Aca2—3GalB1—4[Fucal—3]GIlcNAcB y su isomero Sialil Lewis A (sLe?):
Neu5Aca2—3GalB1—3[Fucal—4]GlcNAcB. En circulos rosa esta representada la estructura del acido sialico o
acido N-acetilneuraminico. Figura adaptada con permiso de la Ref. 308 Copyright 2015 ANNUAL REVIEWS.

Hace mas de cuatro décadas que se atribuyeron caracteristicas tumorales especificas al
aumento de la expresion de azucares de acido sidlico en la superficie de las células cancerosas,
lo que llevd a definir los acidos sialicos como posibles dianas terapéuticas. Los recientes
avances en glicobiologia e investigacion sobre el cancer han definido con mayor precision los
procesos clave que subyacen a la expresion aberrante de los 4cidos sidlicos en el cancer, asi
como sus consecuencias. Estas consecuencias incluyen efectos sobre el crecimiento del tumor,
la formacién de metéstasis y la resistencia a la terapia. Aunque la cirugia y la radioterapia
controlan eficazmente muchos canceres en estados primarios, el desarrollo de la enfermedad
metastasica indica un mal pronostico que no se trata con cirugia. En este contexto metastasico,
la quimioterapia, la hormonoterapia y la radioterapia tienen fines paliativos y ofrecen una
modesta pero estadisticamente significativa ampliacion de la supervivencia.?®>2% A pesar de
todo ello, la mayoria de los estudios de investigacion realizados en cancer no afrontan la
metastasis como diana terapéutica in vivo,*'® fundamentalmente debido a que los tumores
metastasicos son resistentes a las terapias convencionales y a su heterogeneidad biologica.®!”
Estos datos ponen en evidencia la necesidad del desarrollo de nuevas tecnologias que permitan
una mejor diagnosis y, posteriormente, una terapia mas efectiva que mejoren los resultados de
los pacientes.

318'Y. Lazebnik, Nat. Rev Cancer, 2010, 10, 232-233.
3191, J. Fidler, Semin. Cancer Biol., 2002, 12, 89-96.
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2. Estructuras miméticas de los ligandos naturales sLe* y sLe*

En vista de que la interaccion entre las selectinas y sus ligandos resulta un factor clave que
impulsa la progresion tumoral, no es de extrafiar que se hayan sefialado como posibles objetivos
para la terapia contra el cancer, concretamente para detener y atenuar la cascada metastasica. A
pesar de que los tetrasacaridos sLeX y sLe” son los ligandos naturales de las selectinas, la
afinidad de estos oligosacaridos por sus receptores endoteliales es muy débil (en el rango bajo
de mM).*?° Una alta afinidad en la interaccion por las selectinas requiere de una presentacion
multivalente de sLeX y sLe*. La naturaleza resuelve este problema utilizando un soporte
proteico o lipidico que permite la presentacion simultanea de multiples copias de los ligandos
para dar lugar a interacciones multivalentes.?®® Estos tetrasacaridos se han probado como los
primeros inhibidores de selectina, aunque la baja afinidad, los altos costes de produccion debido
a la complicada sintesis quimica de carbohidratos y las desfavorables propiedades
farmacocinéticas hicieron imposible continuar con su desarrollo.?*® Otras estrategias utilizadas
para inhibir selectinas han sido los anticuerpos,®?!-3?? tio-aptdmeros®?® y glicomiméticos.??*

Los recientes avances en el cribado y la optimizacion in vitro de potenciales ligandos
selectivos basados en acidos nucleicos, péptidos, anticuerpos o miméticos de anticuerpos
constituyen un nuevo escenario muy prometedor.3?> A través de la técnica “phage-display”, que
realiza un secreening para reconocer secuencias que interaccionan con la E-selectina, se logrd
identificar un péptido simple con una secuencia lineal de siete aminodcidos (Ile-Glu-Leu-Leu-
Gln-Ala-Arg) denominado IELLQAR que interacciona especificamente con la E-selectina,
demostrando que por si solo, inhibe la metastasis dependiente de sLe*.326327 IELLQAR es una
secuencia peptidica simple, que se puede sintetizar utilizando SPPS en gran escala y con
excelentes rendimientos. Ademas, este ligando puede conjugarse facilmente a nanosistemas
para su presentacion multivalente, como son los dendrones, dendrimeros, polimeros, nanogeles,
nanoparticulas, liposomas y fullerenos, entre otros.

A diferencia de las células tumorales, las células endoteliales constituyen un objetivo con
receptores de membranas estables y no sometidos a modificaciones genéticas.>*® Estos
receptores expresados en el revestimiento interior de los vasos sanguineos son facilmente
accesibles a nuevos agentes de diagndsticos.>?%-33% Ademas, la eliminacion de una simple célula
endotelial implica la muerte de cientos de células tumorales. Esta aproximacion que utiliza

320 R, P. McEver, Glycoconj. J., 1997, 14, 585-591

321y, Bhaskar, D. A. Law, E. Ibsen, D. Breinberg, K. M. Cass, R. B. DuBridge, F. Evangelista, S. M. Henshall,
P. Hevezi, J. C. Miller, M. Pong, R. Powers, P. Senter, D. Stockett, R. L. Sutherland, U. von Freeden-Jeffry, D.
Willhite, R. Murray, D. E. Afar, V. Ramakrishnan, Cancer Res., 2003, 63, 6387-6394.

322 8, Kessner, A. Krause, U. Rothe, G. Bendas, Biochim. Biophys. Acta., 2001, 1514, 177-190.

323 A. P. Mann, R. C. Bhavane, A. Somasunderam, B. LizMontalvo-Ortiz, K. B. Ghaghada, D. Volk, R. Nieves-
Alicea, K. S. Suh, M. Ferrari, A. Annapragada, D. G. Gorenstein, T. Tanaka, Oncotarget, 2011, 2, 298-304.
324Y. Shamay, D. Paulin, G. Ashkenasy, A. David, J. Med. Chem., 2009, 52, 5906-5915.

325 R. Simeon, Z. Chen, Protein Cell, 2018, 9, 3—14.

326 M. N. Fukuda, C. Ohyama, K. Lowitz, O. Matsuo, R. Pasqualini, E. Ruoslahti, M. Fukuda, Cancer Res., 2000,
60, 450-456.

327 J. Zhang, J. Nakayama, C. Ohyama, M. Suzuki, A. Suzuki, M. Fukuda, M. N. Fukuda, Cancer Res., 2002, 62,
4194-4198.

328 J. Folkman, Important Adv. Oncol., 1985, 42-62.

329 L. Borsi, E. Balza, M. Bestagno, P. Castellani, B. Carnemolla, A. Biro, A. Leprini, J. Sepulveda, O. Burrone,
D. Neri, L. Zardi, Int. J. Cancer, 2002, 102, 75-85.

30 T, Lammers, F. Kiessling, W. E. Hennink, G. Storm, J. Control Release, 2012, 161, 175-187.
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como diana receptores de las células endoteliales ofrece un alto potencial, ademas, la diagnosis
y el tratamiento es independiente del tipo de tumor o de la diferenciacion de este, presentando
ademas una alta aplicabilidad. Por ello, resulta de especial interés desarrollar ligandos que
interaccionan con las selectinas para el diagndstico y tratamiento de la metéstasis. El disefio de
nuevos sistemas de nanodiagnostico basados en el péptido IELLQAR dara lugar a estructuras
multivalentes con una alta afinidad y especificidad por las células endoteliales circundantes a
los focos de metastasis, evitando la biodistribucion poco especifica por el organismo,
aumentando la eficacia de la diagnosis y minimizando los efectos secundarios debido al uso de
concentraciones elevadas de estos agentes.

3. Estructuras de carbono como moldes de construccion: La ciencia de
los fullerenos

3.1 Antecedentes historicos

Hasta hace unas décadas, el grafito y el diamante eran consideradas las unicas formas
alotropicas conocidas del carbono. Sin embargo, a este singular grupo de estructuras tienen que
incluirse grandes hallazgos como los fullerenos, los nanotubos de carbono o uno de los
materiales del momento, el grafeno3*!, con fascinantes propiedades como una gran elasticidad,
una resistencia extrema y una estructura electrénica interna que le permite una conductividad
eléctrica como ningun otro material. El revolucionario hallazgo del grafeno, entre una mezcla
de serendipia y cinta adhesiva, permitid ser galardonados a sus descubridores, A. Geim y K.
Novoselov con el Premio Noble de Fisica en 2010.%3! Sin ir més lejos, a principios de la década
de los 2000, las propiedades quimicas y fisicas de los fullerenos y los nanotubos de carbono
eran un tema de gran interés en el campo de la investigacion y el desarrollo. Un fullereno, se
encuentra compuesto por atomos de carbono conectados por enlaces simples y dobles para
formar una malla cerrada o parcialmente cerrada con anillos fusionados de cinco a siete &tomos
y que puede adoptar diferentes formas geométricas: una esfera hueca, un elipsoide o un
nanotubo entre otras muchas formas y tamanos.

Estas estructuras de carbono fueron descubiertas por primera vez en 1985 por H. Kroto, R.
Curl y R. Smalley,**? lo que les condujo a la concesion del Premio Nobel de Quimica en 1996.
En sus investigaciones, se pudieron observar espectros de masas de picos discretos que
correspondian a moléculas con un nimero exacto de a&tomos de carbono (C,), en concreto las
moléculas Ceo y C70.3*? La familia de fullerenos cerrados se les conoce de manera informal
como buckybolas. La estructurura Cg, uno de los miembros mas conocidos, también
denominado futboleno o buckminsterfullereno, presenta una estructura similar a un balon de
futbol o a una cupula geodésica y esta constituido por 20 hexagonos y 12 pentdgonos unidos
mediante dos tipos de enlace: enlaces dobles entre dos hexdgonos (uniones 6:6) y enlaces
simples entre un hexagono y un pentagono (uniones 6:5).33 Dentro de esta agrupacion, por su
renombre destacan también el fullereno Cao, el mas pequeio de todos, no tiene hexagonos, s6lo
12 pentagonos formando un dodecaedro, y el C7, con 12 pentagonos y 25 hexagonos el cual
presenta una forma que se asemeja a un balon de rugby. Los nanotubos de carbono o buckytubos

31 A, Geim, K. S. Novoselov, Nature Materials, 2007, 6, 183-191.
32 H. W. Kroto, J. R. Heath, S. C. O’Brien, R. F. Curl, R. E. Smalley, Nature, 1985, 318, 162-163.
333 P, R. Buseck, S. J. Tsipursky, R. Hettich, Science, 1992, 257, 215-217.
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se descubrieron por primera vez en 1991 gracias a las investigaciones de profesor S. Iijima.>**
Todas estas fechas fueron el punto de partida para que en los proximos afios se descubrieran
nuevas moléculas de fullerenos, lo que ha permitido expandir una ya conocida amplia lista de
este tipo de estructuras de carbono.

3.2 La quimica de los fullerenos en la actualidad

La quimica de los fullerenos covalentes es un campo en constante crecimiento en la
quimica orgéanica sintética. En la década de los 90, se han conseguido muchos logros
importantes y gracias a ello muchos principios de la reactividad del fullereno estan ahora bien
establecidos. Se han sintetizado numerosos aductos externamente funcionalizados y definidos
estereoquimicamente que contienen entre una y seis adiciones. De estos productos de adicion
multiple, los hexa-aductos simétricos con un patrén de adicion octaédrico (Th) son de especial
interés. En particular, los hexa-aductos del fullereno Ceo los cuales representan una clase unica
de estructuras macromoleculares tridimensionalmente simétricas (Th) con dimensiones de
nanoescala y composiciones quimicas definidas estequiométricamente.’*> Estos compuestos
permiten una disposicion globular de los sustituyentes alrededor del nucleo Ceo y han atraido
mucha atencion en los ultimos afios, tanto en las areas de la ciencia de los materiales como en
la biomedicina.**® Algunos de ellos han sido empleados para el estudio de procesos electronicos
y de transferencia de energia,**’ como centros de conectividad para la sintesis de MOFs,** o
como catalizadores.** Por otro lado, en el area de las aplicaciones bioldgicas, su actividad ha
sido probada en diferentes campos mostrando interesantes propiedades y buena
biocompatibilidad. Se han empleado como vectores de transfeccion de genes,** inhibidores de
glicosidasas y glicosiltransferasas,**! sistemas antibacterianos®*? o antivirales eficientes.’*

En 1991, P. J. Fagan presento la primera sintesis de un hexa-aducto simétrico-Th haciendo
reacciones un nucleo Cgo con un exceso de (Et2P)sM donde M = Pt, Pd, Ni obteniendo
complejos metalicos de formula general [(Et2P)sM]6Coo simétricos y con altos rendimientos 344
En 1993, C. Bingel desarrolla una reaccién de ciclopropanacion entre el fullereno Ceo y
Bromomalonato de dietilo en presencia de NaH. Sin embargo, estas condiciones de reaccion
originales resultaron ser generalmente ineficaces en la hexa-adiccion.** Por este motivo, A.
Hirsch en 1995 propuso una modificacion para dar lugar a una reaccion de adiccion one-pot de
malonatos pre-activos con la ayuda de 9,10-dimetilantraceno (DMA), DBU y CBr4 en o-

334 Q. lijima, Nature, 1991, 354, 56-58.

35 T. Suzuki, Q. Li, K. C. Khemani, F. Wudl, O. Almarsson, Science, 1991, 254, 1186-1188.

336 A, Hirsch, O. Vostrowsky, Eur. J. Org. Chem., 2001, 2001, 829-848.

337 F. Spinig, C. Kovacs, F. Hauke, K. Ohkubo, S. Fukuzumi, D. M. Guldi, A. Hirsch, J. Am. Chem. Soc., 2009,
131, 8180-8195.

338 A. Kraft, P. Roth, D. Schmidt, J. Stangl, K. Miiller-Buschbaum, F. Beuerle, Chem. Eur. J., 2016, 22, 5982-
5987.

39 H. A. Beejapur, V. Campisciano, F. Giacalone, M. Gruttadauria, Adv. Synth. Catal., 2015, 357, 51-58.

30 D, Sigwalt, M. Holler, J. Iehl, J.-F. Nierengarten, M. Nothisen, E. Morin, J.-S. Remy, Chem. Commun., 2011,
47,4640-4642.

341 M. Durka, K. Buffet, J. Iehl, M. Holler, J.-F. Nierengarten, S.P. Vincent, Chem. Eur. J., 2012, 18, 641-651.
342G, Cecioni, V. Oerthel, J. Iehl, M. Holler, D. Goyard, J.-P. Praly, A. Imberty, J.-F. Nierengarten, S. Vidal,
Chem. Eur. J., 2011, 17, 3252-3261.

343 A, Mufioz, D. Sigwalt, B. M. Illescas, J. Luczkowiak, L. Rodriguez-Pérez, 1. Nierengarten, M. Holler, J.-S.
Remy, K. Buffet, S. P. Vincent, J. Rojo, R. Delgado, J.-F. Nierengarten, N. Martin, Nat Chem, 2016, 8, 50-57.
344 P_J. Fagan, J. C. Calabrese, B. Malone, J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 9408-9409.

345 C. Bingel, Chem. Ber., 1993, 126, 1957-1959.
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diclorobenceno (ODCB).3*¢ En conjunto, este método se conoce hoy en dia como la Reaccion
de Bingel-Hirsch y ha sido generalmente eficaz para la obtencion de hexa-aductos
relativamente simples, como los de la adicion de malonatos de dialquilo, con rendimientos de
hasta el 50-60%. En el caso de los hexa-aductos estructuralmente mas complicados, las
condiciones de reaccion de Bingel-Hirsch adolecen de rendimientos del producto generalmente
bajos o incluso insignificantes en algunos casos. Afios mas tarde, Y.-P. Sun observa como una
sencilla desviacion de los parametros clasicos de la reaccion de Bingel-Hirsch mejoran
sustancialmente los rendimientos. Esta modificacion evita el uso de DMA y la reaccion se lleva
a cabo empleando un gran exceso de CBr4 (Co0:CBr4 1:100 equiv).>*7-*48 Esta alternativa mejoro
sustancialmente los rendimientos y ademas permiti6 el acceso a otros hexa-aductos de Ceo que
no podian obtenerse mediante las condiciones clasicas de la reaccion de Bingel-Hirsch (Fig.
38).

R R
RoO_0 o0xY0R
O O 0
R"OMO‘R . 0 o
(10 equiv) 0 0
> 0 S OR

CBr, (100equiv) 7 o
DBU (10 equiv)
o-diclorobenceno 0
R-0o”~0 0= 0-R
R R

Figura 38. Condiciones de reaccion de la estrategia Bingel-Hirsch-Sun para la funcionalizacion de nicleos de
fullereno Ceo y la obtencion de hexa-aductos simétricos.

A pesar de todas las mejoras conseguidas a lo largo de los afios, este procedimiento suele
estar limitado por el tamafio de los reactivos de malonato ya que los aspectos estéricos limitan
el rendimiento de la reaccion. Para superar este inconveniente, en 2008, J.-F. Nierengarten
propuso el empleo de un malonato con grupos azida en sus extremos para obtener un hexa-
aducto de Ceo que permitia su posterior funcionalizacion covalente haciendo uso de la quimica
“click” mediante la reaccion de cicloadicion alquino-azida catalizada por Cu(l) o CuAAC (Fig.
39).3% Un afios después, el propio J.-F. Nierengarten®° y el profesor N. Martin®*! describieron
el hexa-aducto de Ceo funcionalizado con 12 grupos alquino donde poder aplicar de nuevo la
quimica “click” (Fig. 39). Sin embargo, estas reacciones requieren el uso de Cu(I), lo que
implica un paso posterior de purificacion para la eliminaciéon del cobre, especialmente con
aquellos materiales para aplicaciones biomédicas, debido a su alta citotoxicidad, lo que limita
sus aplicaciones biologicas.?>?

346 1, Lamparth, C. Maichle-Mdossmer, A. Hirsch, Angew. Chem. Int. Ed., 1995, 34, 1607-1609.

37T H. Li, A. Kitaygorodskiy, R. A. Carino, Y.-P. Sun, Org. Lett., 2005, 7, 859-861.

38 H. Li, S. A. Haque, A. Kitaygorodskiy, M. J. Meziani, M. Torres-Castillo, Y.-P. Sun, Org. Lett., 2006, 8, 5641-
5643.

349 J. Iehl, R. Pereira de Freitas, B. Delavaux-Nicot, J.-F. Nierengarten, Chem. Commun., 2008, 2450-2452.

350 J. Iehl, J.-F. Nierengarten, Chem. Eur. J., 2009, 15, 7306-73009.

351 J -F. Nierengarten, J. Iehl, V. Oerthel, M. Holler, B. M. Illescas, A. Munoz, N. Martin, J. Rojo, M. Sanchez-
Navarro, S. Cecioni, S. Vidal, K. Buffet, M. Durka, S. P. Vincent, Chem. Commun., 2010, 46, 3860-3862.
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Figura 39. Nlcleos de fullereno Ceo funcionalizados a) con grupos azida** y b) con grupos alquino3%3' que
emplean la quimica “click” mediante la reaccion de cicloadicion alquino-azida catalizada por Cu(l) o CUAAC para
reaccionar con ligandos R-alquino y R-N3 respectivamente dando lugar a la fusion Ceo-R unido mediante un enlace
1,2,3-triazol sustituido. Figura adaptada con los permisos de la Ref. 349 Copyright 2008 Royal Society of
Chemistry y la Ref. 351 Copyright 2010 Royal Society of Chemistry.

En el afio 2006, C. R. Bertozzi y sus colaboradores desarrollaron una nueva estrategia que
evitaba el uso del catalizador de Cu(I) conocida como cicloadicion alquino-azida promovida
por la tension o SPAAC (Strain-promoted azide-alkyne cycloaddition).>>® Esta reaccion tiene
lugar entre un ciclooctino tensionado y un grupo azida y se caracteriza por su sencillez, rapidez
y evita la catalisis metalica, de especial relevancia para aplicaciones bioldgicas o médicas. Estos
nuevos conocimientos fueron adaptados a la quimica de los fullerenos por el grupo de N. Martin
desarrollando hexa-aductos de Ceo con 12 grupos ciclooctino donde llevar a cabo la reaccion
de SPAAC (Fig. 40), libre de Cu(I) y en condiciones suaves mediante el uso de irradiacion con
microondas y a 50°C para dar lugar a una funcionalizacion muy eficiente de los fullerenos en
cortos tiempo de reaccion. Esta nueva estrategia ha permitido obtener una amplia gama de

353 N.J. Agard, J. M. Baskin, J. A. Prescher, A. Lo, C. R. Bertozzi, ACS Chem. Biol., 2006, 1, 644-648.
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funcionalizaciones dependiendo de los ligandos azida utilizados, por ejemplo: cadenas polares
y no polares, productos naturales como la biotina, PNAs, o un aminoacido como la
fenilalanina.*>* Desarrollos posteriores de las adiciones “click” ortogonales ha permitido la
sustitucion asimétrica de los fullerenos[60] para combinar ligandos multivalentes junto con
sondas o agentes terapéuticos.?>?
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Figura 40. Nlcleo de fullereno Ceo funcionalizados con grupos ciclooctinos tensionados que emplean la quimica
“click” mediante la reaccion de cicloadicion alquino-azida promovida por la tension o SPAAC para reaccionar con
ligandos R-N3 y dar lugar a la fusion Ceo-R unido mediante un enlace 1,2,3-triazol sustituido.?*? Figura adaptada
con permisos de la Ref. 252 Copyright 2019 American Chemical Society
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Por lo tanto, esta moderna quimica de fullerenos genera moldes de construccion sobre los
que llevar a cabo reacciones “click” sencillas que permiten la fusién con numerosos ligandos y
que evitan el uso de Cu(l), de especial interés para diversas aplicaciones biologicas. Esta
bioconjugacion da lugar a una multi-presentacion globular de estructuras como carbohidratos,
u otros ligandos orgénicos de interés los cuales pueden presentar motivos de reconocimiento
especificos en las células y que por lo tanto pueden ser dirigidos selectivamente hacia sus dianas
bioldgicas.

354 J. R. Soriano, J. J. Reina, A. P. Sanchez, B. M. Illescas, J. Rojo, N. Martin, Chem. Commun., 2016, 52, 10544-
10546
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Capitulo III. Hibrido 3D péptido/fullereno para el reconocimiento proteico multivalente

1. Objetivos

La elevada complejidad en la sintesis quimica de ligandos sacaridos dificulta su uso para
aplicaciones diagndsticas o terapéuticas. La busqueda, cribado y optimizacion in vitro de
potenciales ligandos selectivos miméticos de ligandos naturales biorelevantes constituye un
nuevo escenario muy prometedor que acorta y simplifica, en gran medida, el proceso de
obtencion de nuevos agentes diagnosticos. Esta tecnologia unida a los beneficios que aportan
las plataformas monodispersas de tamafio nanométrico®>>3%¢ para la presentacion multivalente
de estos ligandos mediante ingenieria artificial, ofrece una excelente alternativa para mejorar
tanto las afinidades de union como la distribucidn y estabilidad de los ligandos e inhibidores de
proteinas.?37-338

Fullereno altamente funcionalizado

Cor (ELLQARK),,
/ 2 - Identlﬂcaclén @_\ + Presentacion
HNo N H,

de miméticos o multivalente
\/w in vmo g Ji del fullereno
o H o] H
AcHN ;Nz\ff H O R g R e ONIV\’NT(‘O"/Q‘)"N; o
,( Y OP"NH,
HO™O

Ligando natural ﬁ\QOH \Sustituto sintético

Sialyl Lewis X OH IELLQARK-(PEG) N,

[ Células
endoteliales

Figura 41. Diferentes pasos en la construccion de una plataforma molecular (parte superior): identificacion in
vitro de un sustituto peptidico sintético (IELLQAR) de un ligando natural (sLe¥) y finalmente, el desarrollo de un
hibrido péptido/[60]fullereno altamente funcionalizado para el reconocimiento proteico multivalente de la E-
selectina. Representacion esquematica del proceso de metastasis (parte inferior): a) Las células cancerigenas
penetran y viajan a través de los vasos sanguineos hasta los drganos o tejidos distantes. Durante esta etapa, la
interaccion de la E-selectina, sobreexpresada en las células endoteliales, y los carbohidratos sialilados como
sLeX, expresados en células malignas, juega un papel fundamental en la fijacion y propagacion metastasica. b)
La interaccion entre la E-selectina y un nuevo sistema multivalente hexa-aducto péptido/[60]fullereno bloqueara
la adhesion de las células tumorales generando efectos antimetastasicos. Figura creada con BioRender.com

355 J. R.-Soriano, J. Rojo, Chem. Commun., 2021, 57, 5111-5126.

356 J. L. J. Blanco, J. M. Benito, C. O. Mellet, J. M. G. Fernandez, J. Drug Deliv. Sci. Technol., 2017, 42, 18-37.
357Y. Xiang, S. Nambulli, Z. Xiao, H. Liu, Z. Sang, W. P. Duprex, D. S.-Duhovny, C. Zhang, Y. Shi, Science,
2020, 370, 1479-1484.

358 D. Budhadev, E. Poole, 1. Nehlmeier, Y. Liu, J. Hooper, E. Kalverda, U. S. Akshath, N. Hondow, W. B.
Turnbull, S. P6hlmann, Y. Guo, D. Zhou, J. Am. Chem. Soc., 2020, 142, 18022-18034.

105



Ivan Gallego Gémez

Este proyecto de investigacion pretende desarrollar plataformas multivalentes hibridas con
sustitutos peptidicos mas sencillos y viables (IELLQAR) que mimetizan la funcién de los
ligandos naturales (sLe* o sLe?) y que presentan la misma capacidad de interaccionar con gran
afinidad y selectividad con sus receptores proteicos correspondientes (Fig. 41). Entre las
diferentes plataformas disponibles, el hexa-aducto del fullereno Cso con geometria Th
octaédrica ha mostrado un gran potencial como andamio nanocarbonico globular para la
presentacion tridimensional multivalente de diferentes ligandos. Su funcionalizacién puede
lograrse eficazmente mediante la ciclopropanacion directa de la adicion Bingel-Hirsch-Sun de
malonatos adecuadamente sustituidos.

Con estas premisas, en este tercer capitulo nos propusimos como objetivo describir la
primera sintesis de un hexa-aducto 3D péptido/[60]fullereno altamente funcionalizado
mediante la combinacion de la sintesis de péptidos en fase solida y la quimica de “click” tipo
SPAAC (Fig. 42). Para ello se empled un ligando peptidico especifico, previamente
identificado por “phage display” para dirigirse al dominio de union de la E-selectina,’?632" y
demostrar como prueba de concepto experimental, la sinergia de la presentacion multivalente
de péptidos mediada por fullerenos y el reconocimiento de proteinas. El aducto de fullereno
que presentamos en este capitulo III estd dotado de 12 subunidades peptidicas que fueron
reconocidas especificamente por el receptor proteico. También se sintetizaron los hexa-aductos
de fullerenos[60] asimétricos A1oB marcados fluorescentemente con una sonda de Rodamina B
y se emplearon para estudiar el reconocimiento especifico de los receptores de superficie de E-
selectina en la membrana de células vivas (Fig. 42).
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Figura 42. Analisis sintético de las plataformas péptido/[60]fullereno: Reaccion de SPAAC entre los péptidos
modificados con un grupo azida IELLQARK-(PEG)4-N3 (P1) y N3-(PEG)4-ISELRSE (Pc), y los grupos ciclooctino de los
hexa-aductos de fullereno Ceo, para dar lugar a los hibridos simétricos Ceo- (IELLQARK)12 (F1) y Ceo- (ISELRSE)12 (Fc)
y los aductos asimétricos funcionalizados con Rodamina B, RB-Ceo-(IELLQARK)10 (F1RB) y RB-Ceo- (ISELRSE)10 (FcRB).

Hasta donde sabemos, éste es el primer ejemplo del uso de hexa-aductos de fullerenos Ceo
para la presentacion multivalente en las tres dimensiones del espacio de oligdbmeros peptidicos
biologicamente relevantes, que pueden ser explotados para la orientacidn activa de proteinas en
células vivas. Los resultados presentados aqui confirman el potencial de los fullerenos para la
presentacion multivalente de ligandos peptidicos robustos y facilmente accesibles como
alternativa viable a los sacaridos complejos. Este estudio establece una piedra angular para el
acoplamiento directo de oligdbmeros funcionales biocompatibles con plantillas globulares de
fullereno definidas con precision.
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2. Diseio, sintesis y estudio por SPR de los ligandos peptidicos

Para sintetizar los aductos IELLQAR péptido/[60]fullereno, el péptido IELLQAR debe
conjugarse con la plataforma multivalente mediante un linker flexible. Para determinar la
influencia de la ubicacion de este enlazador en la afinidad de union del péptido IELLQAR a la
E-selectina, consideramos una conexion en la cabeza o en la cola del péptido por anclaje al: i)
grupo amino libre del residuo de isoleucina situado en el extremo N-terminal del péptido, o ii)
un grupo amino situado en un nuevo residuo de lisina adicional introducido en el extremo C-
terminal del péptido. Este enlazador se basa en un corto motivo hidrofilico de tetraetilenglicol
equipado con dos sitios de funcionalizacion ortogonales, un acido carboxilico y un grupo azida
terminal (3). Este compuesto permitié tanto la conjugaciéon con el péptido mediante la
formacion de enlaces amida como la posterior union a los grupos ciclooctino del fullereno[60]
mediante la reaccion “click” de SPAAC.

Para estudiar el punto de anclaje dptimo, se sintetizaron mediante fase sélida a través de la
estrategia Fmoc, dos secuencias de péptidos diferentes (Fig. 43), denominados: IELLQARK-
(PEG)4-N3 (P1) y N3-(PEG)4+-IELLQAR (P»). Para la sintesis del péptido funcionalizado en el
extremo N-terminal P2, se conjugo con el linker de polietilenglicol (3) en el ultimo paso de la
sintesis en fase solida (Fig. 43 y SE36). Para preparar el péptido funcionalizado en su extremo
C-terminal P;, fue necesario utilizar un nuevo aminodcido de lisina, previamente modificado
con el correspondiente espaciador de oligoetilenglicol (4). Esta lisina modificada (4) se ancl6 a
la resina como primer aminoacido durante la sintesis en fase sélida de Py (Fig. 43 y SE35). Tras
la purificacion por HPLC, los péptidos finales modificados con el espaciador de
oligoetilenglicol (P1 y P2) mostraron una excelente pureza y solubilidad en agua.
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Figura 43. El péptido IELLQARK-(PEG)4-N3 (P1) se preparo afadiendo un nuevo aminoacido de lisina previamente
modificado con el correspondiente enlazador de oligoetilenglicol (4) en el extremo C-terminal al principio de la
sintesis. El péptido N3-(PEG)s-IELLQAR (P2) se preparé incorporando el enlazador de polietilenglicol (3) en el
extremo N-terminal al final de la sintesis en fase solida (ver seccion experimental pag. 164).

Para determinar cuél de los dos sitios de anclaje diferentes del péptido IELLQAR (enlazado
por el extremo N- o C-terminal) ofreceria la geometria de presentacion Optima, tratamos de
estudiar inicialmente la interaccion de estos péptidos monovalentes (P1 y P2) con la proteina E-
selectina mediante experimentos de SPR (Surface Plasmon Resonance) de union directa (ver
seccion experimental pag. 191). Los datos de union se recogieron a velocidades de flujo de 30
uL/min a concentraciones crecientes de los péptidos Py y P2y del ligando natural pentasacarido
sLeX (Fig. SE68). Antes del analisis, se realizaron pruebas de union con E-selectina a diferentes
velocidades de flujo para descartar efectos de transporte de masa que pudieran influir en la
forma de los sensogramas. Los sensogramas de SPR obtenidos se ajustaron a un modo de uniéon
1:1 de Langmuir, y se calcularon las constantes cinéticas y de union (kon, ko) mediante
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experimentos de dosis-respuesta en la superficie de E-selectina (Fig. SE68). Se realiz6 una
evaluacion cinética de las curvas resultantes y se obtuvo un valor de constante de disociacion
(Kp) para los dos péptidos P1, P2 y sLeX (Tabla 3). El péptido P1 modificado en su extremo C-
terminal mostré la mejor afinidad de unidn al receptor de la E-selectina, con una Kp igual a
5,16:10° M, que es casi un orden de magnitud inferior a la del ligando natural (sLeX, Kp =
1,75-10* M). Por el contrario, el péptido P2 modificado en su extremo N-terminal mostré un
descenso significativo de la afinidad por el receptor de la E-selectina (Kp = 2,95-10 M), lo que
confirmé que la orientacion de union del péptido al andamio de fullereno puede interferir
significativamente en la union del péptido a la E-selectina. Estos resultados indicaron que la
optimizacién del sitio de anclaje del péptido fue un requisito previo crucial en esta estrategia,
y también confirmaron que el péptido funcionalizado en el extremo C-terminal Py es el mejor
candidato para el desarrollo posterior de los sistemas hibridos péptido/[60]fullereno.

3. Sintesis de los conjugados hibridos péptido/[60]fullereno

La ruta sintética para obtener el hexa-aducto simétrico F{ decorado con doce péptidos Py
se representa en la Fig. 44. También se sintetiz6 un péptido de control negativo, Pc, con una
secuencia hidrofilica aleatoria N3-(PEG)4-ISELRSE, y se acopld al fullereno en las mismas
condiciones, para preparar un fullereno Fc de control negativo (Fig. 44 y SE43). Como material
de partida utilizamos el derivado de ciclooctino [60]fullereno 5%* sobre el cual aplicamos la
reaccion de “click” SPAAC. Asi, una soluciéon de DMSO del bloque de construccion 5 y el
correspondiente péptido funcionalizado con una azida (1 equiv por unidad de ciclooctino) se
calentd bajo irradiaciéon de MW a 50°C durante 30 min, tal y como se ha publicado previamente
para la sintesis de nanobolas.?>? La purificacion de los sistemas multivalentes se realizo a través
de procesos de precipitacion/centrifugacion con una mezcla de CHCls/hexano como disolvente.
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Figura 44. Sintesis de los hibridos péptido/[60]fullereno F1y Fc a través de la reaccion SPAAC entre el hexa-
aducto 5 y los péptidos modificados P1 y Pc, respectivamente. Reactivos y condiciones: 5 (1 equiv), P10 Pc (12
equiv), DMSO, MW, 50°C, 30 min (para F1 a partir de P1 y para Fc a partir de Pc, cuant.)
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Con el fin de obtener los correspondientes hibridos péptido/[60]fullereno marcados
fluorescentemente para posteriores estudios celulares, manteniendo la estrategia que evita el
uso de cobre y siguiendo el procedimiento representado en la Fig. 45, se prepar6 un derivado
asimétrico A1oB [60]fullereno con 10 ciclooctinos y que contiene rodamina B como fluoréforo.
A partir del hexa-aducto asimétrico 72°2 se llevo a cabo la sustitucion del 4&tomo de cloro por un
grupo azida, seguida de la reacciéon SPAAC con el derivado de rodamina B 10 bajo irradiacion
de MW, lo que permiti6 obtener el compuesto asimétrico 11 con un excelente rendimiento. El
compuesto 10 se obtuvo eficazmente por esterificacion de la rodamina B y el alcohol 9°%4. La
esterificacion del derivado 11 con el acido carboxilico 12%3* dio lugar al compuesto 13, que se
empled como bloque de construccion para reaccionar con los péptidos P1 y Pc, dando lugar a
los hibridos péptido/[60]fullereno marcados fluorescentemente FiRBy FcRB, respectivamente,
con un rendimiento cuantitativo. La purificacion de los derivados obtenidos Fi®B y FcRB
llevé a cabo siguiendo la metodologia anterior descrita para los hibridos péptido/[60]fullereno
Fi1y Fc.
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Figura 45. Sintesis de los hibridos péptido/[60]fullereno marcados fluorescentemente F1R8 y FcRB, Reactivos y
condiciones: i) NaN3, DMF, 60°C, 3 dias (cuant.); ii) EDAC, DMAP, DCM/DMF, t.a., toda la noche (cuant.); iii) 8
(1 equiv), 10 (2 equiv), DMSO, MW, 50°C, 30 min (99%); iv) 11 (1 equiv), 12 (15 equiv), DCC, DPTS, DCM/DMF,
t.a., toda la noche (99%); v) 13 (1 equiv), P1 o Pc (10 equiv), DMSO, MW, 50°C, 30 min (para F1R8 de P1, 99%, y
para la Fc®® de Pc, cuant.)
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La caracterizacion de los cuatro compuestos finales se realizd6 mediante RMN y XPS.
Debido a la falta de regioselectividad en la cicloadicion térmica a ciclooctinos asimétricos, se
obtiene una mezcla de ambos regioisémeros en todos los casos, dando lugar a la duplicacion de
algunas sefiales en los espectros de RMN. En particular, la caracterizacion por *C-RMN de los
derivados de fullereno es util para demostrar la completa funcionalizacién de los residuos de
ciclooctino, asi como la simetria octaédrica de la estructura. La ausencia de las sefiales tipicas
correspondientes al Csp del ciclooctino (a 100,1 ppm y 92,8 ppm) (por ejemplo, comparar la
Fig. SE59 con SE63 y SE66) junto con la falta de la sefial del CH> unido al grupo azida a ~50
ppm indicaron que la cicloadicion y los pasos de purificacion posteriores se han realizado
adecuadamente. Asimismo, se observan cuatro sefiales diferentes para los dos carbonos
cuaternarios del anillo de triazol fusionado a los restos de ciclooctino correspondientes a los
dos regioisdmeros formados a 6 ~134 y 144 ppm para el isomero mayoritario y 6 ~134 y 143
ppm para el isomero minoritario. Ademas, sélo aparecen dos sefiales para los carbonos sp? de
la capsula de Ceo a & 141 y 145, junto con una sefial para el carbono sp? (a ~69 ppm) del nticleo
de Ceo, lo que proporciona evidencia de la alta simetria Ty de los compuestos (Fig. SE45, SE48,
SE63 y SE66). Mientras que los espectros de MS de todos los hexa-aductos intermedios
mostraron los picos de iones moleculares esperados, los de los compuestos finales Fy, Fc, FiRB
y FcR®B fueron dificiles de obtener, y el pico del ion molecular no pudo ser observado debido a
la elevada masa molecular de los compuestos y al alto nivel de fragmentacion.

Tabla 2. Abundancias relativas de C, N y O determinadas por XPS para los hibridos péptido/[60]fullereno F1, Fc,
F1R8 y FcRB,

Porcentaje atomico (%)*
C N (0]
F 65,8 (66,0) 13,7 (14,1) 20,5 (19,9) Cos4His36N2040288

Formula molecular

Fc 64,3 (63,8) 12,1 (12,7) 23,5 (23,5) C846H1308N1680312
F.® 67,2 (66,8) 13,1 (13,5) 19,8 (19,7) Cs6oHi365N1750256S
F® 64,2 (64,9) 11,8 (12,1) 23,9 (23,0) C779Hu75Nus 02765

3Valores teoricos aportados entre paréntesis.

Ademas, se utilizd adicionalmente el analisis XPS para confirmar la composicion
elemental de los conjugados péptido/[60]fullereno finales. Los espectros completos registrados
nos dan informacion sobre los 4tomos presentes en su estructura molecular. Como era de
esperar, las contribuciones procedentes de los niveles centrales de C 1s (284,6 eV), N 15 (398,6
eV)y O 1s (531,6 eV), fueron los tinicos elementos presentes en el andlisis. Sus abundancias
relativas se recogen en la Tabla 2 y estan de acuerdo con los valores tedricos calculados para
cada compuesto. El doblete S 2p (S 2p'?y S 2p*?) para los fullerenos peptidicos marcados FiRB
y FcRB no aparece en los espectros del estudio debido a la baja resolucion de XPS para este
atomo y a su escasa presencia atomica en la molécula. Ademas, se ha analizado el estado
quimico de C 1s y N 1s en un espectro de alta resolucion. La deconvolucion del C 1s en sus tres
componentes principales simétricos (curvas Gaussianas-Lorentzianas) correspondientes a
C=C/C-C a 283,9 eV, C-O/C-N a 2852 eV y N-C=0/C=0/0-C=0/C=N a 287,0 eV,
presentando un comportamiento similar en todos los compuestos (Fig. SE46b, SE49b, SE64b,
y SE67b). Analizando la descomposicion del pico N 1s, observamos tres componentes
principales, como se representa en las Fig. SE46¢, SE49¢, SE64c, y SE67¢. Un pico principal
en torno a 399,0 eV, asignado a los grupos amida (N-C=O) caracteristicos de la cadena
peptidica. A energias de union mas bajas (398,3 eV) se encontrd el pico C-N asignado, entre
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otros, a los dos 4tomos de N unidos al C del anillo de triazol. Finalmente, el tercer y menor
componente (7%) con energia de enlace cercana a los 400 eV pertenece al tercer nitrogeno del
anillo de triazol N-N-N. Notese que, en todas las muestras analizadas, no se observa ningiin
pico de grupo azida (405,0 eV), lo que confirma la ausencia de molécula organica no enlazada
y la formacion cuantitativa del anillo triazol.

4. Ensayo de afinidad mediante SPR

Se realizaron ensayos de union directa por SPR para comparar la unién de los diferentes
conjugados péptido/[60]fullereno a la E-selectina. En este caso, se funcionaliz6 un sensor-chip
de alta capacidad con E-selectina siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, y
los datos de unién se recogieron a una velocidad de flujo de 30 pL/min a concentraciones
crecientes de fullereno (ver seccion experimental pag. 191). Como se esperaba, los perfiles de
union mas complejos de los sensogramas sugieren una naturaleza multivalente para la union de
los hibridos péptido/[60]fullereno a la proteina (Fig. 46). Tal y como se ha descrito previamente
en la literatura,®>*%° se llevo a cabo un analisis cinético por separado de la union del huésped
multivalente a concentraciones diluidas para los eventos de unidon de asociacion inicial y
disociacion tardia. Los sensogramas de los conjugados péptido/[60]fullereno (F1 y FiRB)
mostraron un proceso de disociacion en dos fases (t > 240 s), que consistia en una primera fase
de disociacion rapida seguida de una fase de disociacion extremadamente lenta. También se
encontrd un alto grado de heterogeneidad en los primeros tiempos de disociacion (t = 240-360s,
Fig. 46), pero los tiempos de disociacion tardios (t > 600s) mostraron un buen ajuste a un
modelo de unién 1:1 de Langmuir. La evaluacion cinética de la region de union temprana (t <
50 s) mostr6 una dependencia lineal durante la fase de asociacion, que también pudo ajustarse
a un modelo de union de Langmuir 1:1. El perfil cinético de los sensogramas a tiempos cortos
mostraba una asociacion rapida a bajas concentraciones (< 12,5 uM) que se reducia a mayores
concentraciones de ligando, lo que era coherente con una uniéon multivalente del sistema hibrido
péptido/[60]fullereno. Las fases de asociacion y disociacion se ajustaron mediante las
siguientes ecuaciones:

R=R, (1—eko»st)  [3]
R =R, - e kalt=to) [4]

En la fase de asociacion (t < 50 s), la constante cinética de asociacion de pseudo-primer
orden del analito a la superficie se calculd utilizando la ec. 3, donde R, es la respuesta en el
equilibrio y k,,s es la constante cinética aparente (k,ps =k, - C + kg, siendo C la
concentracion del analito). En la fase de disociacion (t > 600s), se emple6 la ec. 4, donde R, y
to se tomaron como la respuesta y el tiempo global al inicio de la fase de disociacion. El analisis
de las curvas de SPR mostr6 que el conjugado F1, con doce unidades peptidicas en la superficie
del fullereno, se une a la E-selectina con una constante de disociacion en el rango nanomolar
(Kp = 6,04-108 M), lo que indica un efecto multivalente que da lugar a una mejora () de 71
(ver seccion experimental pag. 193).3¢! La afinidad de este conjugado péptido/[60]fullereno Fi

359 E. M. Mufioz, J. Correa, R. Riguera, E. Fernandez-Megia, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 5966—5969.

360 M. Salvadd, J. J. Reina, J. Rojo, S. Castillon, O. Boutureira, Chem. -A Eur. J., 2017, 23, 15790-15794.

361y, M. Krishnamurthy, L. A. Estroff, G. M. Whitesides, Fragment-based Approaches in Drug Discovery, 2006,
34, 11-53.
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aumenta hasta 3 6rdenes de magnitud en relacion con su homdlogo monomérico, lo que valida
la capacidad funcional del hexa-aducto Ceo-fullereno para presentar multiples copias de un
ligando peptidico y establecer interacciones multivalentes con el correspondiente receptor
proteico adecuado, como la E-selectina (Fig. 46a). A pesar de que también se observaron
interacciones multivalentes para el fullereno asimétrico fluorescente Fi®B, se obtuvo una
disminucion de la constante de union (Kp = 2,54-107 M, Fig. 46b), en este conjugado dos copias
del péptido se han sustituido por una sonda fluorescente de rodamina B (Fig. 46). Como se
esperaba, los experimentos de control con los fullerenos modificados con péptidos hidrofilicos

no especificos Fc y Fc®8 no mostraron ninguna union aparente al receptor de E-selectina (Fig.
SE70).
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Figura 46. Graficas de interaccion de SPR de los hibridos péptido/[60]fullereno a) F1y b) F1®® (12,5-0,78 pM) a
la superficie funcionalizada con E-selectina (graficos representativos para la funcionalizacion de baja densidad
(LD), ver seccion experimental pag. 191-193). Se muestran los tiempos de asociacion inferiores a 50 s (lineas
amarillas) y los tiempos de disociacion superiores a 600 s (lineas rojas) utilizados para la determinacion de las
constantes (Tabla 3, y seccion experimental pag. 191-193).

Tabla 3. Constantes cinéticas determinadas por SPR

ka (1/Ms)? ka (1/s)* Kb = ka/ka (M)?
sLe® 5,34:10° 9,33:10° 1,7510°*
P, 44,8 £ 2,14 2,3110° * 4,91-10 * 516107 +1,22:10°
P, 26,4 + 2,45 7,79:10" + 3,81-10° 2,0510° +1,97-10*
F, 10110 +1,87-10° 5,8510 * +1,8410* 6,040 + 2,65-10°
F.® 1,3710* + 6,2810° 3,3410° *+1,8910° 2,540 +1,0610

3Las constantes cinéticas obtenidas corresponden a la media de las constantes cinéticas de cada una de las
concentraciones para sLeX, Py, P2, F1y F{R8,

5. Estudio de interaccion en células

Tras la sintesis y los estudios de afinidad de SPR al receptor de la E-selectina, se realizaron
estudios celulares in vitro para confirmar el potencial de los nuevos conjugados
péptido/[60]fullereno Fi®By FcRB para reconocer receptores de superficie en células vivas. Se
selecciono la linea celular HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell) como modelo de
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células endoteliales humanas que expresan la E-selectina.’®? Esta linea celular puede ser
activada por el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que induce la sobreexpresion de
moléculas de adhesion de membrana como el receptor de E-selectina (Fig. 47a). Tal y como se
confirmé mediante SPR, la union especifica a la E-selectina del aducto fluorescente FiRB esta
en un rango de concentracion adecuado (0,78-12,5 uM) para posibles ensayos de union celular
in vitro. De esta forma, se probd el potencial de adhesion celular selectiva del aducto
fluorescente Fi®B frente al fullereno control FcR® en células HUVEC activadas y no activadas
(Fig. 47b y ¢). Dos conjuntos de células HUVEC se cultivaron en paralelo, en presencia o en
ausencia de TNFo, para inducir selectivamente la sobreexpresion de E-selectina en uno de los
grupos. A continuacidon, ambos grupos de HUVEC se incubaron con los conjugados de
péptido/[60]fullereno marcados fluorescentemente F1R® y el control Fc®® durante 30 minutos
(ver seccion experimental pag. 194). Las células se lavaron con heparina y tampon HKR para
eliminar cualquier posible exceso de aductos de fullereno y se observaron mediante
microscopia confocal (Fig. 47b). Las micrografias resultantes confirmaron una excelente
selectividad de la interaccion del conjugado FiRB hacia las células HUVEC tratadas con TNFaq,
(Fig. 47b). Se observé una fluorescencia residual en las células HUVEC no tratadas que no
expresaban el receptor de E-selectina. Los correspondientes experimentos de control con el
hibrido control Fc®® mostraron fluorescencia residual tanto en las células HUVEC no tratadas
como en las tratadas con TNFa, lo que confirmd la selectividad del proceso de unidn celular.
La cuantificacion por citometria de flujo valido estadisticamente la selectividad de la adhesion
del los hibridos péptido/[60]fullereno (Fig. 47¢).

—TNFa +TNFa

-TNF,

& +TNF,
800+

600+

2004

#

Figura 47. Ensayo celular. a) Esquema representativo de la sobreexpresion de E-selectina en presencia de TNFa
y posterior unién del correspondiente hibrido péptido/[60]fullereno. b) Imagenes de microscopia confocal de
células HUVEC (columna izquierda) o de células HUVEC tratadas con TNFa (columna derecha) incubadas con 10
pM de F1R8 (fila superior) o FcR® (fila inferior). Barra de escala: 25 pm. c) Ensayo de citometria de flujo de células
HUVEC incubadas con 10 pM de F1®B o FcRB, pre-tratadas (barras grises a cuadros) o no (barras grises lisas) con 10
ng/mL de TNFa.

362 M. H. Thornhill, J. Li, D. O. Haskard, Scand. J. Immunol., 1993, 38, 279-286.
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6. Conclusiones

En este capitulo, se ha sintetizado y demostrado experimentalmente el potencial de un

hexa-aducto péptido/[60]fullereno para la presentacion multivalente en 3D de oligdmeros
peptidicos para el reconocimiento de proteinas. Esta prueba de concepto esta asegurada por una
detallada coleccion de caracterizacion espectroscopica de los conjugados y los correspondientes
experimentos de union a la E-selectina en superficies modelo y células vivas.

En este tercer capitulo:

Se sintetizaron con éxito los péptidos derivados de la secuencia IELLQAR
modificados con grupos azida: IELLQARK-(PEG)4-N3 (P1) y N3-(PEG)4-
IELLQAR (P2). El péptido Py mostr6 la mejor afinidad de union al receptor de la
E-selectina (Kp = 5,16-10° M).

Fuimos capaces de combinar la sintesis de péptidos en fase sélida y una estrategia
de quimica “click” tipo SPAAC sin cobre para la preparacion eficiente de
conjugados péptido/[60]fullereno altamente sustituidos. Se sintetizaron los aductos
péptido/[60]fullereno simétricos Fi1 (con 12 copias de Py) y asimétrico FiR® (con
10 copias de P; y marcado con Rodamina B).

La estructura globular de los aductos de [60]fullereno resultante permitid el
maximo espaciado entre las copias de IELLQARK en una nanoplataforma
multivalente para el reconocimiento de proteinas.

También se sintetiz0 un péptido de control negativo, Pc, con una secuencia
hidrofilica aleatoria N3-(PEG)4-ISELRSE, y se acopl¢ al fullereno en las mismas
condiciones, para preparar un aducto péptido/[60]fullereno simétrico Fc y un
hibrido asimétrico FcRE.

Los experimentos de SPR confirmaron la uniéon multivalente especifica de Fi y
FiRB a la E-selectina, que también fue validada en modelos de células vivas. Esta
estrategia valida el potencial de los conjugados de [60]fullereno para la
presentacion multivalente de ligandos peptidicos con informacion especifica para
el reconocimiento de proteinas. Estos sustitutos péptido/[60]fullereno de
oligosacaridos complejos aqui descritos constituyen una estrategia Uinica y muy
ventajosa en términos de simplicidad sintética, estabilidad y versatilidad hacia
andamios biocompatibles multivalentes.

Esperamos que este trabajo allane el camino para la sintesis de una nueva gama de materiales
hibridos prometedores con un futuro brillante en la orientacion de proteinas y las aplicaciones

biomédicas.
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Conclusiones generales

A lo largo de las lineas de esta Tesis doctoral se ha demostrado la importancia que cobran
las interacciones proteina-carbohidrato en nimeros procesos biologicos hasta tal punto que el
desarrollo de arquitecturas que nos permitan dominar y controlar estas conexiones, aportara
importantes avances en el campo del reconocimiento molecular, la quimica bioldgica o la
medicina.

En el primer capitulo conectamos con éxito diferentes glicanos de interés a una misma
estructura con propiedades penetrantes mediante enlaces oxima dindmicos. De esta forma se
obtuvieron los siguientes hibridos de CPPs: TmP(Man),, TmP(Gal),, TmP(NAG).,
TmP(Glu);, TmP(Mans),. Estos carbohidratos mostraron un fuerte impacto en la
internalizacion de estructuras peptidicas similares en una linea celular particular, observando,
ademas, una tendencia de internalizacion que no cambia con las lineas celulares analizadas. Si
embargd, la capacidad de penetracion de la estructura peptidica supera la internalizacion
mediada por interacciones carbohidrato-receptor. Por otro lado, es evidente como los residuos
de los glicanos modulan la eficiencia de captacion y la citotoxicidad de una secuencia peptidica
concreta en una linea celular determinada. Estos resultados demuestran que la glicosilacion de
un péptido concreto puede utilizarse para mejorar el equilibrio entre la eficiencia de
internalizacion y la toxicidad de los GCPP.
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HOJJ\,O.”.Boc e; ‘ N ﬂ carbohidrato
—_— EEE—
W9  Aldehido

R @
30
“a ?Zr ol U o~y y
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Figura 48. Capitulo I. Estructura comin de los glicopéptidos sintetizados donde se muestran los diferentes
dominios que contiene a lo largo de una estructura helicoidal. Ademas de una region cationica, una parte
hidrofobica y una sonda fluorescente, cada andamio peptidico esta equipado con dos alcoxiaminas reactivas para
anclar diferentes ligandos carbohidrato.

Una vez demostrado el potencial de las conexiones oxima para la preparacion de
conjugados de péptidos con diferentes carbohidratos y unido a la conviccion del potencial del
proceso de glicosidacion para mejorar la internalizacion y la citotoxicidad de los CPPs, en el
segundo capitulo de este manuscrito se ha descrito una nueva estrategia para multiplicar el
numero de ligandos aztcar unidos al mismo andamio peptidico. Esta aproximacion emplea el
uso de un conector bencilico doble tipo alcoxiamina para la insercion directa de derivados
aldehido de carbohidratos lo que permitio la preparacion de péptidos penetrantes altamente
glicosilados con un minimo esfuerzo sintético. Se obtuvieron glicopéptidos con 4 y con 6
carbohidrato y que contenian a-D-manosa, f-D-glucosa o f~D-galactosa. Aunque estas nuevas
estructuras, con el doble o el triple de ligandos azlcar que los glicopéptidos descritos en el
capitulo I, perdieron capacidad de penetracion celular, mejoraron significativamente el perfil
de toxicidad de los andamios peptidicos. Ademads, el CPP con seis colgantes de f-D-glucosa,
TmP(Glu)s, se postulé como un escudo de carbohidratos dptimo con una excelente captacion
in vitro y localizacion intracelular, asi como una excelente biodistribucion in vivo. Estos
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resultados apoyan el potencial de la funcionalizacidon de péptidos con glicanos, y en particular
la insercion de glucosa, para la mejora del perfil de captacion/toxicidad de péptidos penetrantes
celulares cortos.

Internalizacion

Excelente eficiente

biodistribucion

Toxicidad
mejora

Figura 49. Capitulo Il. Una nueva estrategia sintética que emplea el uso de un enlazador tipo alcoxiamina ha
permitido duplicar y triplicar el nUmero de ligandos carbohidrato sobre la misma estructura peptidica.

El ultimo y ambicioso objetivo completado con éxito en este proyecto de doctorado y
descrito en el capitulo III de este manuscrito, ha sido desarrollar el primer hexa-aducto
péptido/[60]fullereno completamente funcionalizado de manera precisa para la presentacion
multivalente en 3D de oligdmeros peptidicos para el reconocimiento de proteinas. Para ello se
ha combinado la sintesis de péptidos en fase solida y una estrategia de quimica “click” tipo
SPAAC sin cobre dando lugar a los aductos péptido/[60]fullereno simétricos F1 (con 12 copias
de Py) y asimétrico F1®® (con 10 copias de Py y marcado con Rodamina B). Como control
negativo se empleo el péptido Pc, con una secuencia hidrofilica aleatoria N3-(PEG)s-ISELRSE,
y se acoplé al fullereno en las mismas condiciones, para preparar un aducto
péptido/[60]fullereno simétrico Fc y un hibrido asimétrico FcRB. Los experimentos de SPR
confirmaron la unién multivalente de F1 y Fi®® a la E-selectina, que también fue validada en
modelos de células vivas. Estos sustitutos péptido/[60]fullereno de oligosacaridos complejos
aqui descritos constituyen una estrategia Uinica y muy ventajosa en términos de simplicidad
sintética, estabilidad y versatilidad hacia andamios biocompatibles multivalentes.

Fullereno altamente funcionalizado

Ceo-(IELLQARK),, g 2
Pmsentacldn _a / SN

" multivalente

H . (: J\jﬂ“ . (:\ del fullereno
E)*; b V\J NIV\,NT(\O'(VOV)*M ——

© O07NH,
HO™O
Secuencia peptidica /
. IELLQARK~(PEG)-N;
Derivado de
fullereno Cg,
Figura 50. Capitulo Ill. La combinacion de la sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) y una estrategia de

quimica “click” tipo SPAAC que evita el uso cobre con derivados de fullerenos Cso ha permitido obtener el primer
hexa-aducto péptido/[60]fullereno altamente sustituido descrito hasta la fecha.
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Seccion Experimental, Capitulo 1

1. Figuras de apoyo
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Figura SE1. Esquema sintético general para la sintesis de péptidos en fase sélida con dos lisinas, secuencia
peptidica: RK*LRRLLRRLK*RL (K* = lisina post-modificada)., estas estructuras seran las precursoras de los
glicopéptidos con formula TmP(X).
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Figura SE2. Esquema sintético general para el acoplamiento de los ligandos carbohidrato: «-D-manosa (Man), S
D-glucosa (Glu), f-D-galactosa (Gal), N-acetil-3-D-glucosamina (NAG), un trisacarido de a-D-manosa (Mans) y el
control hidrofébico sin ligandos azlcar (Acetona) dando lugar a los glicopéptidos: TmP(Man)z2, TmP(Glu)z,
TmP(Gal)2, TmP(NAG)z, TmP(Mans)2 y el control TmP(Acetona)a.
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Figura SE3. Graficas de dicroismo circular de TmP(Gal)2, TmP(NAG)2, TmP(Mans): y TmP(Acetona): en diferentes
condiciones de temperatura y en dos disolventes: TFE y buffer HKR (pH=7,4).
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Figura SE4. Espectro NOESY 2D de TmP(Man)z, adquirido en tampdn fosfato de 20 mM que contiene 10% de D,0
y 30% de TFE, a 600 MHz. B) Estructura del péptido por RMN aplicando el software CYANA.
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Figura SE5. Estudio de la capacidad de internalizacion del péptido control TmP(Acetona).: imagenes de
microscopia confocal en células HeLa obtenidas tras la incubacion del péptido a diferentes concentraciones en
buffer HKR durante 30 min a 37°C. Barras de escala: 25 pm.

24 hpt 24 hpt 96 hpt

TmP(Acetona),

Figura SE6. Imagenes de los individuos de peces cebra que no muestran fluorescencia en el caso del control de
TAMRA y una fuerte internalizacion en la yema de TmP(Acetona): 24 horas después del tratamiento. 96 horas
después del tratamiento, TmP(Acetona)z no se distribuye fuera de la yema y concentraciones mas altas de este
péptido (> 3 UM) mostraron una fuerte toxicidad y una completa morbilidad para el pez cebra. Se realizaron
experimentos in vivo a 1 yM con Tm (TAMRA) y el péptido de control TmP(Acetona):. Barras de escala de 500 pm
(24 hpt) y 250 pm (96 hpt).

2. Materiales, instrumentacion y métodos

Abreviaciones peptidicas: TmP(X), (Tm = TAMRA y X = Man, Glu, Gal, NAG, Man; y
Acetona). Fmoc-Rink Amide resin, N-HBTU y Fmoc-L-Lys(Mtt)-OH fueron obtenidos
comercialmente a través Iris Biotech GmbH. N-HATU se adquirié a Glentham life sciences.
(Boc-aminooxy)acetic acid se comprd a TCI Chemicals. Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-6Ahx-OH, Acetic anhydride, 2,6-Lutidine, DMEM, FBS, Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide (MTT) and Heparin sodium salt fueron adquiridos a Sigma-Aldrich®.
5(6)-Carboxytetramethlyrhodamine succinimidyl ester fue comprado a Carbosynth. Hoechst
33342 Trihydrochloride Trihydrate se obtuvo en ThermoFisher. Gibco™ Penicillin-
Streptomycin-Glutamine se adquiri6 a Fisher scientific. 96-well Glass Bottom Black Plate
(P96-1.5H-N) fueron adquiridas a Cellvis. Los disolventes deuterados (D,O, TFE-dy) se
adquirieron a EMD Millipore Corporation. N,N-Dimethylformamide, para la sintesis de
péptidos fue comprada a Scharlau. Todos los demas disolventes son de grado HPLC, comprados
a Sigma-Aldrich® o Fisher Scientific® y usados sin ninguna purificacion adicional.

Se empled la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la
purificacion de los compuestos, utilizando un JASCO LC-4000 con una columna de fase
reversa Agilent Eclipse XDB-C18, 9,4x250 mm para la purificacion semipreparativa mediante
un gradiente de 95:5—5:95 (0—35 min) H,0 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA).
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El andlisis mediante cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometro
de masas (HPLC-MS) se llevo a cabo en un Agilent Technologies 1260 Infinity II asociado a
un 6120 Quadrupole LC-MS utilizando una columna Agilent SB-C18 con un gradiente de
95:5—5:95 (0—12 min) H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA). Las determinaciones de masas
exactas (HRMS), empleando un ESI-MS, se realizaron en un espectrémetro de masas Bruker
MicroTof o en un Sciex QSTAR Pulsar y se notifican como relacion masa por carga (m/z).

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Varian Mercury (300 MHz para
'"H y 75 MHz para '*C) y 0 en un Bruker AMX (500 MHz para 'H y 125 MHz para *C). Los
desplazamientos quimicos se expresaron en ppm (0) referidos a las siguientes sefales de
disolventes: 'H-RMN: D>O 4,79. Las multiplicidades de espin se reportaron como singlete (s),
doblete (d), triplete (t), con constantes de acoplamiento (J) dadas en Hz, o multiplete (m).

El célculo de las concentraciones de los péptidos marcados fluorescentemente se realizd
midiendo la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS Biochrom Libra S60.

Las medidas de dicroismo circular (CD) se realizaron con un espectrometro CD Jasco J-
1100 equipado con un Jasco MCB-100 Mini Circulation Bath para el control de temperatura.

Las células se mantuvieron en un incubador INCO 108 (Memmert). Las imagenes de
microscopia celular se adquirieron con un microscopio Dragonfly confocal spinning-disk en un
Nikon Eclipse Ti-E equipado con una camara digital Andor Sona sCMOS. Las iméagenes fueron
analizadas con Image J o Fiji.’®3

Los resultados de viabilidad celular o ensayo MTT se midieron en un lector de microplacas
Infinite F200pro, Tecan.

Para la citometria de fujo se empled un citometro Guava EasyCyte™ (EMD Millipore) los
datos fueron analizados con el software InCyte incluido en GuavaSoft 3.2 (Millipore).

Las fotografias in vivo de los peces cebra fueron tomadas con un microscopio de
fluorescencia Nikon AZ100 Zoom y analizadas con el software NIS Elements (Nikon).

3. Sintesis peptidica
3.1 Protocolos generales

Protocolo general para el acoplamiento de los aminoacidos: Todos los péptidos fueron
sintetizados manualmente a través de la sintesis de péptidos en fase s6lida mediante el método
Fmoc!233%4 utilizando la resina Fmoc-Rink Amida (con una carga de 0,71 mmol/g). Antes de
comenzar la sintesis, 0,1 mmol de resina se hincharon con DMF (2 mL) durante 20 min. El
ciclo de acoplamientos consisti6 en la eliminacion del grupo protector Fmoc con una disolucion
de piperidina en DMF (20%, 2 mL, 20 min), seguidamente, la mezcla se filtré y la resina se
lavé con DMF (3x2 mL, 1 min). A continuacién, los acoplamientos de los respectivos
aminoacidos se realizaron mediante el tratamiento con una disolucion de a-aminoacidos (4

363 J. Schindelin, 1. Arganda-Carreras, E. Frise, V. Kaynig, M. Longair, T. Pietzsch, S. Preibisch, C. Rueden, S.
Saalfeld, B. Schmid, J.-Y. Tinevez, D. J. White, V. Hartenstein, K. Eliceiri, P. Tomancak and A. Cardona, Nat.
Methods, 2012, 9, 676—682.

364 R. Behrendt, P. White, J. Offer, J. Pept. Sci., 2016, 22, 4-27.
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equiv), N-HBTU (4 equiv) en DMF (2 mL), que se mezcl6é con DIEA (0,195 M en DMF, 1,2
equiv) 1 min antes de la adicion. La mezcla resultante se agité mediante burbujeo de Ar durante
15 min. Finalmente, la resina se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min). La eficiencia de cada
acoplamiento se comprob6 empleando el test TNBS.

Protocolos de terminacion del péptido: Una vez finalizada la secuencia lineal, los
péptidos se completaron siguiendo alguno de los dos siguientes protocolos de terminacion:

1. Acoplamiento del “espaciador": Tras la eliminacion del grupo Fmoc del ultimo
aminodcido acoplado con piperidina/DMF (20%, 2 mL, 20 min), el péptido lineal fue
tratado con una disolucioén de acido N-Fmoc-6-aminohexanoico (4 equiv), N-HBTU
(4 equiv) y DIEA (0,195 M en DMF, 1,2 equiv) en DMF. La mezcla resultante se
agitdo mediante burbujeo de Ar durante 15 min. Finalmente, la mezcla se filtr6 y la
resina se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min).

2. Acetilacion: Este protocolo de terminacion permite la acetilacion del grupo amino del
ultimo aminoéacido acoplado, para ello, una vez eliminado el grupo Fmoc con
piperidina/DMF (20%, 2 mL, 20 min), se empled una mezcla de anhidrido acético y
2,6-Lutidina (1:1, 2 mL) durante 30 min bajo agitaciéon mediante el burbujeo de Ar.
Transcurrido este tiempo, la suspension se filtro y la resina se lavdé con DMF (3x2
mL, 1 min).

Protocolo de eliminacion selectiva del grupo Mtt: La resina se solvatdo con DCM (3x2
mL, 1 min), y el grupo protector Mtt se elimino selectivamente mediante la agitacion mecénica
con una mezcla de DCM/HFIP/TFE/TIS (65/20/10/5%, 3x2 mL, 2h cada ciclo). Entre cada
ciclo la mezcla se lavo con DCM (3x2 mL, 1 min). Después del ultimo ciclo, la mezcla se filtr6
y la resina se lavé con DCM (3x2 mL, 1 min) y DMF (3x2 mL, 5 min). A continuacion, se
afiadid sobre la resina una disolucion de la alcoxiamina comercial Boc-aminooxy)acetic acid
(compuesto 1, 2,5 equiv por lisina) y N-HATU (2,5 equiv por lisina) en DMF (1 mL), seguida
de la adicion gota a gota de una disolucién de DIEA (4 equiv). La suspension resultante se agito
mediante el burbujeo de Ar durante 30 min, transcurrido este tiempo, la mezcla se filtro y la
resina resultante se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min) y DCM (3x2 mL, 1 min).

Protocolo general para el marcaje fluorescente: Para aquellos péptidos que se
terminaron con el “acoplamiento del espaciador”, después de solvatar la resina con DMF, el
grupo protector Fmoc del espaciador previamente adherido se eliminé utilizando una disolucion
de piperidina en DMF (20%, 2 mL, 20 min), seguidamente, la resina se lavé con DMF (3x2
mL, 1 min). El acoplamiento se llevd a cabo mediante la adicion de una disolucion de TAMRA
(1 equiv), N-HATU (1 equiv) y DIEA (1 equiv) en DMF (2 mL) y la mezcla se agité mediante
el burbujeo de Ar durante 2h. La suspension se filtré y la resina se lavé con DMF (3x3 mL, 5
min) y DCM (3x3 mL, 5 min). Finalmente, la resina se seco a vacio para realizar el posterior
protocolo de rotura.

Protocolo general para el desanclaje final del péptido: Los péptidos se desprotegieron
y se separaron de la resina a través de un protocolo estandar en TFA a temperatura ambiente
utilizando TFA/DCM/H>O/TIS (90/5/2,5/2,5%, 1 mL por 70 mg de resina) durante 2h. La
mezcla se filtro, la resina se lavo con TFA (1 mL) y el péptido se precipité mediante el vertido
de la mezcla sobre Et;O (25 mL) enfriado a 0°C. El precipitado resultante se centrifugd y se
disolvié en H2O (3-5 mL).
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Protocolo general para el acoplamiento de los ligandos carbohidrato: Los péptidos
obtenidos en el paso anterior se trataron con los diferentes derivados carbonilicos de los
carbohidratos sin previa purificacion. Para ello, se hizo reaccionar una disolucion de péptido en
H>O (5 mM) con una disolucién de los correspondientes aldehidos (2 equiv por alcoxiamina)
en H>O (120 mM) durante 5 min. A continuacion, los péptidos se purificaron mediante HPLC
de fase reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)] las fracciones
recogidas se liofilizaron y se almacenaron a -20°C. La pureza e identidad de las estructuras
glicopeptidicas se determind mediante HPLC-MS(ESI), 'H-RMN y HRMS.

3.2 Péptido TmP(Man);

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA que contiene dos a-D-manosas, TmP(Man), se obtuvo tras su purificaciéon mediante
HPLC de fase reversa [H20O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)] como
un solido rosa esponjoso, 17 mg (6% y 98% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS
[H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,62 min. "H-RMN (500
MHz, D0, 9): 8,21 (s, 1H), 7,92 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,58 (m, 1H), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,11 (t,J=9,9 Hz, 2H), 6,97 (m, 1H), 6,83 (d, J=9,6 Hz, 2H), 6,75 (s, 2H), 4,80-4,73 (m, 2H),
4,68 (s, 4H), 4,40 (d, 4H), 4,28-3,96 (m, 13H), 3,87-3,24 (m, 12H), 3,13 (s, 12H), 3,10-2,95
(m, 16H), 2,91-2,80 (m, 2H), 2,25 (t,J= 7,1 Hz, 2H), 1,79-1,11 (m, 57H), 0,87-0,67 (m, 30H).
MS (ESI): 1656,7 (7, [M+2H+4TFA]™), 1598,6 (17, [M+2H+3TFA]™?), 1541,9 (15,
[M+2H+2TFA]*?), 1027,2 (100, [M+3H+2TFA]*), 989.4 (99, [M+3H+TFA]"), 952,8 (28,
[M+3H+]"), 743,3 (62, [M+4H+TFA]™), 715,6 (53, [M+4H]**). HRMS (ESI): Calculada para
C120H217N39034 ([M+2H]*?): 1428,3220; encontrada: 1428,3209. Fig. SE7

3.3 Péptido TmP(Gal);

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA que contiene dos S-D-galactosas, TmP(Gal). se obtuvo tras su purificacion mediante
HPLC de fase reversa [H20O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)] como
un solido rosa esponjoso, 26 mg (9% y 97% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS
[H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,81 min. 'H-RMN (500
MHz, D;0, 9): 8,47 (s, 1H), 8,08-7,96 (m, 1H), 7,63-7,53 (m, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,06-6,91 (m,
2H), 6,89-6,83 (m, 1H), 6,79-6,62 (m, 2H), 6,57 (s, 2H), 4,81-4,68 (m, 4H), 4,66-4,58 (m, 4H),
4,38 (s, 2H), 4,28-3,90 (m, 13H), 3,89-3,31 (m, 12H), 3,19-3,05 (m,16H), 3,04 (s, 12H), 2,91-
2,71 (m, 2H), 2,37-2,11 (m, 2H), 1,98-1,04 (m, 57H), 0,90-0,53 (m, 30H). MS (ESI): 1599,4
(7, [M+2H+3TFA]*?), 1543,1 (8, [M+2H+2TFA]"?), 1028,8 (75, [M+3H+2TFA]"), 990,9
(100, [M+3H+TFA]"?), 953,3 (20, [M+3H]"), 743,8 (35, [M+4H+TFA]™), HRMS (ESI):
Calculada para Ci20H213N30034 ([M+3H]*): 952,5504; encontrada: 952,5499. Fig. SES.

3.4 Péptido TmP(NAG):

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA que contiene dos N-acetil-f-D-glucosaminas, TmP(NAG), se obtuvo tras su
purificacion mediante HPLC de fase reversa [H.O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA),
95:5—5:95 (0—35 min)] como un s6lido rosa esponjoso, 26 mg (9% y 98% de pureza). Fue
caracterizado mediante HPLC-MS [H>O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12
min)], tr 7,63 min. 'H-RMN (500 MHz, D,0, 3): 8,37 (s, 1H), 8,08 (s, 1H), 7,97-7,86 (m, 1H),
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7,77 (s, 1H), 7,49 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 6,97-6,91 (m, 1H), 6,91-6,81 (m, 2H), 6,67-6,52 (m, 2H),
4,54-4.46 (m, 2H), 4,47-4,32 (m, 4H), 4,29-3,89 (m, 13H), 3,77-3,29 (m, 12H), 3,09 (s, 12H),
3,08-2,95 (m, 16H), 2,85-2,71 (m, 2H), 2,34-2,22 (m, 2H), 1,94-1,85 (m, 6H), 1,81-1,29 (m,
57H), 0,86-0,57 (m, 30H). MS (ESI): 1637,6 (10, [M+2H+3TFA]?), 15814 (5,
[M+2H+2TFA]*2), 1055,3 (100, [M+3H+2TFA]*), 1016,4 (80, [M+3H+TFA]"), 979,1 (15,
[M+3H]"),762,2 (30, [M+4H+TFA]™), 733,7 (25, [M+4H]"*), HRMS (ESI): Calculada para
C133H224N41034 ((M+3H]™): 979,9014; encontrada: 979,9011. Fig. SE9.

3.5 Péptido TmP(Glu):

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA que contiene dos f-D-glucosas, TmP(Glu), se obtuvo tras su purificaciéon mediante
HPLC de fase reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)] como
un solido rosa esponjoso, 42 mg (15% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-
MS [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,59 min. "H-RMN
(300 MHz, D20, 9): 8,21 (s, 1H), 7,96-7,91 (m, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,69-7,57 (m, 1H), 7,19-7,12
(m, 2H), 7,09-7,00 (m, 1H), 6,75 (s, 2H), 6,65-6,57 (m, 2H), 4,46 (s, 2H), 4,41-4,33 (m, 4H),
4,27-4,00 (m, 13H), 3,86-3,27 (m, 12H), 3,13 (s, 12H), 3,10-3,02 (m, 16H), 2,76 (d, J= 7,4 Hz,
2H), 2,31-2,18 (m, 2H), 1,96-1,09 (m, 57H), 0,95-0,60 (m, 30H). MS (ESI): 1598,1 (10,
[M+2H+3TFA]*?), 1544,3 (8, [M+2H+2TFA]*?), 1029,1 (50, [M+3H+2TFA]™), 990,9 (100,
[M+3H+TFA]"), 952,8 (23, [M+3H]"™), 743,5 (47, [M+4H+TFA]*), 715,0 (43, [M+4H]"™),
HRMS (ESI): Calculada para Ci20H218N30034 ((M+3H]*): 952,5504; encontrada: 952,5505.
Fig. SE10.

3.6 Péptido TmP(Mans):

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA que contiene dos trisacaridos de o-D-manosa, TmP(Mans), se obtuvo tras su
purificacion mediante HPLC de fase reversa [H.O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA),
95:5—5:95 (0—35 min)] como un so6lido rosa esponjoso, 38 mg (11% y 99% de pureza). Fue
caracterizado mediante HPLC-MS [H>O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12
min)], tr 7,73 min. 'H-RMN (500 MHz, D;0, 8): 8,21 (s, 1H), 8,03-7,87 (m, 1H), 7,72-7,58
(m, 1H), 7,44-7,35 (m, 1H), 7,23-7,12 (m, 2H), 7,04-6,95 (m, 2H), 6,95-6,86 (m, 2H), 6,83 (s,
2H), 5,07-4,93 (m, 2H), 4,86-4,70 (m, 4H), 4,51-4,40 (m, 4H), 4,33-4,09 (m, 13H), 4,07-3,34
(m, 36H), 3,18 (s, 12H), 3,14-3,03 (m, 16H), 2,94-2,78 (m, 2H), 2,36-2,11 (m, 2H), 1,95-1,03
(m, 57H), 0,95-0,58 (m, 30H). MS (ESI): 1244,4 (100, [M+3H+2TFA]"), 1206,6 (78,
[M+3H+TFA]™), 1168,6 (10, [M+3H]™), 904,8 (55, [M+4H+TFAJ™), 604,4 (47,
[M+6H+TFA]"), HRMS (ESI): Calculada para Cis3H2ssN39O0ss ([M+3H]™): 1168,6208;
encontrada: 1168,6204. Fig. SE11.

3.7 Péptido TmP(Acetona);

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
TAMRA bloqueada con dos moléculas de acetona, TmP(Acetona), se obtuvo tras su
purificacion mediante HPLC de fase reversa [H.O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA),
95:5—5:95 (0—35 min)] como un s6lido rosa esponjoso, 30 mg (12% y 98% de pureza). Fue
caracterizado mediante HPLC-MS [H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—12
min)], tr 8,21 min. 'H-RMN (500 MHz, D0, 8): 8,07-7,89 (m, 2H), 7,55 (s, 1H), 7,03 (d, J =
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9,2 Hz, 2H), 6,89-6,69 (m, 4H), 4,34 (d, J = 7,9 Hz, 4H), 4,27-3,93 (m, 13H), 3,40-3,22 (m,
2H), 3,10 (s, 12H), 3,07-2,98 (m, 16H), 2,31-2,11 (m, 2H), 1,89-1,63 (m, 12H), 1,60-1,10 (m,
57H), 0,88-0,64 (m, 30H). MS (ESI): 1491,8 (8, [M+2H+4TFA]?), 1434,1 (10,
[M+2H+3TFA]™), 1376,3 (8, [M+2H+2TFA]"), 918,2 (100, [M+3H+2TFA]*), 881,4 (100,
[M+3H+TFA]?), 690,0 (18, [M+4H+2TFA]™), 661,5 (40, [M+4H+TFA]™), 632,2 (18,
[M+4H] ™). HRMS (ESI): Calculada para C119H201N39022 ((M+2H]"?): 1264,2899; encontrada:
1264,2902. Fig. SE12

4. Procedimiento general para el dicroismo circular

Las mediciones del dicroismo circular se llevaron a cabo utilizando los siguientes ajustes:
rango de adquisicion: 300-190 nm; ancho de banda: 1,0 nm; acumulacién: 3 escaneos, escala
de CD: 200 mdeg/1,0 dOD; D.L.T. (Data Integration Time): 1s; modo de escaneo: continuo;
velocidad de escaneo: 200 nm/min. Las mediciones se hicieron de 10°C a 60°C (intervalo de
datos: 10°C; gradiente de temperatura: 5°C/min) en una celda de cuarzo de 0,2 cm de longitud
a un volumen final de 0,5 mL (buffer HKR o TFE) con una concentracion final de los péptidos
de 200 uM. Los resultados se expresan como elipticidad molar ([0]mr:) con unidades de
deg-cm?-dmol! y se calculan utilizando la ecuacion ec. 1:

100- 60
C:l'N°de residuos

[0]mre = [1]

Donde 0 es la elipticidad (deg), C es la concentracion del péptido (M) y 1 es la longitud de
la cubeta (cm).363-366

El porcentaje de helicidad (%[0]) se calcula usando la ec. 2 donde se emplea la elipticidad
a 222 nm y se computa como valor absoluto.*¢’

91] = ((Chumeezl 2340 1 )

30300
5. Medidas de RMN

Los experimentos de RMN se adquirieron con muestras de péptidos de 1,5 mM preparadas
en tampon fosfato de 20 mM que contiene un 30% de TFE deuterado (TFE-d2) y un 10% de
D>O. Los espectros 2D-TOCSY y 2D-NOESY se adquirieron en un espectrometro Bruker de
500 MHz a 298 K, con tiempos de mezcla de 75 ms y 500 ms, respectivamente. Ambos
experimentos se registraron con 4096 puntos en F2 y 256 puntos en F1. La asignacion de
péptidos se llevo a cabo utilizando el software CARA%® y los calculos de estructura se
realizaron utilizando CYANA 3.0 con restricciones de distancia derivadas de los experimentos
NOEs.*%

365G, Y. M. Lau, A. K. Taneja, R. S. Hodges, J. Biol. Chem. 1984, 259, 13253-13261.
366 N. E. Zhou, C. M. Kay, R. S. Hodges, J. Biol. Chem. 1992, 267, 2664-2670.

367Y -H. Chen, J. T. Yang, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1971, 44, 1285-1291.
38 R. L. J. Keller, The Computer Aided Resonance Assignment Tutorial.

369 P. Giintert, in Meth. Mol. Biol., Humana Press, New Jersey, 353-378.
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6. Lineas celulares y cultivo

Las lineas celulares se mantuvieron en un incubador de CO2 a 37°C, 5% de CO2y 95% de
humedad con DMEM (4500 mg/L de glucosa, L-glutamina, piruvato sodico y bicarbonato
sodico), complementado con 10% de FBS y 1% de mezcla de Penicilina-Estreptomicina-
Glutamina. Cada linea celular (100.000 células/mL) fue cultivada en platos de fondo de vidrio
de cuatro pocillos y lavada con tampon HKR (5 mM HEPES, 137 mM NaCl, 2,68 mM KClI,
2,05 mM MgCl,, 1,8 mM CaCly, pH = 7,4). Los nucleos fueron tefiidos por incubacion con 1
uM Hoechst 33342 en HKR durante 30 min. El péptido se diluyé en HKR, DMEM o
DMEM/FBS (10%) para obtener las diferentes concentraciones calculadas mediante UV-Vis
(A= 555, ¢ = 91.000 M-lcm™). Las células se incubaron con el péptido durante 30 min y
posteriormente se lavaron utilizando una solucion de heparina en HKR (1x500 pL, 0,1 mg/ml)
para eliminar el exceso de péptido y tampon HKR (2x500 uL) antes de ser observadas en el
microscopio.

7. Viabilidad celular: Ensayo MTT

La viabilidad celular fue estudiada mediante un ensayo estandar de MTT. El dia anterior
al ensayo, se colocd una suspension de células HeLa en placas de cultivo de 96 pocillos
afiadiendo 100 pL (100.000 células/mL) por pocillo. Al dia siguiente, se aspird el medio y se
incubaron las células con diferentes concentraciones de péptido en HKR (50 pL/pocillo).
Después de 1 hora de incubacion a 37°C, se aspir6 el medio y las células se lavaron con una
disolucion de heparina en HKR (1x100 pL, 0,1 mg/ml) y tampén HKR (2x100 pL/pocillo). A
continuacion, se anadio DMEM fresco que contiene un 10% de FBS (100 pL) durante 3h. Las
células para el control al 100% de viabilidad fueron impregnadas con so6lo medio de cultivo
celular (100 pL medio final) y para el control al 0% con una solucién de 1% de TRITON X-
100. La viabilidad se midid cuantificando la capacidad de la actividad metabdlica mitocondrial
de las células para reducir el colorante soluble en agua MTT a su sal de formazan insoluble. Se
afiadi6 MTT (5 mg/mL en PBS, 10 pL/pocillo) a los pocillos y las células se siguieron
incubando durante 4 h. Se retir6 cuidadosamente el sobrenadante y la sal de formazan insoluble
en agua se disolvio en DMSO (100 pL/pocillo). La absorbancia se midi6é a 570 nm utilizando
un lector de microplacas. Los datos se recogieron por triplicado y se expresaron como valores
normalizados para las células de control no tratadas (100% y 0%) de tres réplicas + la desviacion
estandar.

8. Protocolo general para la citometria de flujo

El dia antes al ensayo, se colocaron diferentes lineas celulares en placas de cultivo de 96
pocillos afiadiendo 100 pL (100.000 células/mL) por pocillo. Al dia siguiente, se aspird el
medio y las células se incubaron con diferentes concentraciones de péptido (50 uL/pocillo) en
buffer HKR. Después de 30 minutos de incubacion a 37°C, se aspir6 el buffer y las células se
lavaron con disolucidon de heparina (1x100 pL, 0,1 mg/mL) y tampén HKR (2x100 pL). A
continuacion, se afiadié tripsina-EDTA 100 pL en cada pocillo y las células se incubaron
durante 15 minutos a 37°C. Finalmente, se afiadieron a las células 100 pL de una solucién de
FBS al 2% y 5 mM de EDTA en PBS para neutralizar la tripsina. Por ultimo, 2500 células de
cada pocillo se analizaron mediante clitdmetro de flujo. Se determin6 la mediana del canal
Yellow-G (Aex = 532 nm, Aem = 575/25 nm) para esta poblacion. Los datos se representan como
la media de la mediana de la intensidad de fluorescencia de tres réplicas + la desviacion
estandar.
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9. Experimentos in vivo en peces cebra

Los peces cebra adultos de un afio (Danio rerio) fueron mantenidos en acuarios de 30 L
con una tasa de 1 pez por litro de agua en un sistema de recirculacion, en un ambiente controlado
de 14h de luz/10h de ciclo oscuro a 28°C. Los embriones de pez cebra se obtuvieron mediante
la depositacion masiva de las poblaciones reproductoras de peces cebra adultos. 48 horas
después de la fecundacion (hpf) los embriones de pez cebra fueron expuestos a una
concentracion de 1 pM de los glicopéptidos TmP(Gal), y TmP(Mans3); para evaluar su
capacidad de absorcion por el embridén y su biodistribucion. Esto fue posible gracias a las
caracteristicas de fluorescencia de los glicopéptidos analizados y a la transparencia de los
embriones de peces. La exposicion tuvo lugar durante 96 h, siendo los peces controlados cada
24 h. Los protocolos utilizados en este estudio se realizaron de acuerdo con la normativa de
experimentacioén animal de la UE (UE, 2010) y fueron aprobados por el Comité de Bioética
para la Experimentacion Animal CEEA-LU (Universidade de Santiago de Compostela).
Cuando fue necesario, los embriones fueron eutanasiados por sobredosis de tricaina (MS-222)
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10. Caracterizacion peptidica
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Figura SE7. Péptido TmP(Man)z2: Espectro de '"H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA)
95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,62 min.
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Figura SE10. Péptido TmP(Glu)2: Espectro de "H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,59 min.
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Figura SE11. Péptido TmP(Mans)z2: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en Hz20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,73 min.
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Figura SE12. Péptido TmP(Acetona):: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 8,21 min.
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1. Figuras de apoyo
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Figura SE13. Esquema sintético general para la sintesis de péptidos en fase solida: con dos lisinas (n = 0),
secuencia peptidica: RK*LRRLLRRLK*RL, estos péptidos seran los precursores de los glicopéptidos con formula
TmP(X)4, 0 con tres lisinas (n = 1), secuencia peptidica: K*RK*LRRLLRRLK*RL, estos péptidos seran los precursores
de los glicopéptidos con formula TmP(X)e, (K* = lisina post-modificada).

141



Ivan Gallego Gémez

HaN. oNH:

HN NH
HZN%_NH2 HzNﬁ':,_NH2 HzN??F,NH2 HN/I\O
‘NH NH NH
0 o H 9 HoQ H O H O
H H H
NM(N\_%N»dNJN N\_)LN/QCN\:)LNE;N\:)LN N N Ay e
N WY/N T Tw O O iH PH
ig N, T\

n o \L Y o (e} [¢]
j\l N JN\H ﬁl\H
0? NH HN. O H2NJ+\..NH2 HoN 7 NH, HoN™, NH,
HN NH HN” E “NH
o o (go oaﬁ
.0 A
HoN NH, HZN'O O'NH2

H,0, ta. | R, 2 equivpor
5 min alcoxiamina

?wwéwt A TS

Z:: 0
z:: 0

NH .NH

pe J\
HN O HQN):NHZ HoN% . NH, HaN™,"NH,
HN” E “NH

0 04\ -ggo o%\

R R
a-D-Manosa p-D-Glucosa p-D-Galactosa
OH OH Ho OH
HO_o o o
Fo Po S o\/‘\ HO S o\/‘\
o, S
Sin=0 TmP(Man), TmP(Glu), TmP(Gal),
Sin=1 TmP(Man)g TmP(Glu)g TmP(Gal)g

Figura SE14. Esquema sintético general para el acoplamiento de los ligandos carbohidrato a-D-manosa (Man), 5
D-glucosa (Glu) y p-D-galactosa para obtener los glicopéptidos: Si n = 0, TmP(Man)4, TmP(Glu)s y TmP(Gal)4; Si n
=1, TmP(Man)s, TmP(Glu)s y TmP(Gal)s.
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Figura SE15. Esquema sintético y condiciones de reaccion para la sintesis de conector bencilico di-alcoxiamina
(Compuesto 2).
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TmP(Glu), TmP(Glu), TmP(Glu),

Figura SE16. Comportamiento de internalizacion a altas concentraciones (50 pM). Los glicopéptidos que
contienen 2, 4 0 6 -D-Glucosas se incubaron con células Hela durante 30 minutos a 37°C. Barras escala: 25 pm.

Tabla SE1. Analisis hematologico de la sangre de los ratones 3 h después de la administracion i.v. de 50 pg de
los glicopéptidos TmP(X)s (X = Glu, Gal o Man) a un total de tres ratones y un raton control con PBS. Para cada
raton, cada valor se midi6 por duplicado y se representa como la media + desviacion estandar.

PBS TmP(Glu)g PBS TmP(Gal), PBS TmP(Man)
b,af,[:,"s‘ﬂ‘:;,l_) 347 | 589 | 508 | 442 | 366 | 364 | 822 | 1215 | 498 | 6,21 522 | 585
108-10.6] 002 | 020 | 019 | 2022 | 062 | 1004 | 2023 | 2015 | 02 | :016 0,13 0,87
Neutréfilos (10°L) 0,34 1,69 1,02 1,28 0,69 1,59 3,05 3,62 0,82 1,85 1,00 1,23
[0,23-3,6] 0,04 0,16 10,07 | 20,07 0,06 | 0,01 0,24 0 0,13 0 40,05 40,20
Linfocitos (109L) 2,92 2,95 3,01 2,35 2,64 1,54 4,02 5,88 3,95 3,92 3,80 4,13
[0,6-8,9] 0,06 0,1 1029 | 20,21 1044 | 2010 | 20,05 10,13 | 20,14 0,07 0,04 0,57
Monocitos (10°L) 0,18 1,20 0,93 0,74 0,28 0,47 1,09 2,62 0,15 0,39 0,39 0,41
[0,04-1,4] 1007 | %006 | 016 | 008 | +008 | 1006 | 004 | 2001 +0 0,05 0,02 0,08
Eosinéfilos (1091L) 0,03 0,04 0,11 0,04 0,06 0,05 0,07 0,03 0,07 0,06 0,04 0,08
[0-0,51] 20 10 0,01 0 004 | 2001 | 20,01 +0 1002 | 10,03 0,01 +0
Baséfilos (1091) 0,00 0,01 0,005 0,005 0,00 0,00 0,00 0,005 0,00 0,00 0,01 0,01
[0-0,12] +0 10 001 | 2001 +0 +0 0 0,01 +0 +0 0 +0
G""(’;'t')‘,’:n_’)‘"“ 10,10 | 948 | 1056 | 942 | 898 | 798 | 894 | 994 | 1001 | 1018 | 11,00 | 11,51
[6,5-11.5] +016 | 2008 | 2023 | 2020 | 121 | 1016 | 008 | 2023 | 2016 | 2021 0,11 0,63
Hemoglobina (g/dL) | 14,8 | 15,2 168 | 147 | 140 | 121 | 136 140 | 154 14,6 16,1 15,3
[11,0-16,5] +0 0,07 0,21 0,14 +1,98 0,07 +0 +0 0,71 +0.71 +0 +7,07
Plaquetas (10°L) 483,0 | 1067,5 | 1071,5 | 10055 | 887,0 | 9155 | 1301,0 | 1607,5 | 489,0 | 1551,5 1425,0 | 1556,5
[400-1600] 43394 | #1344 | 2071 | 2495 | £14425 | 12899 | x424 | 22051 | 2989 | 11384 | +1556 | 236,06

Tabla SE2. Analisis bioquimico de la sangre de los ratones 3 h después de la administracion i.v. de 50 ug de los
glicopéptidos TmP(X)e (X = Glu, Gal o Man) a un total de tres ratones y un ratén control con PBS. Para cada raton,
cada valor se midi6 por duplicado y se representa como la media + desviacion estandar.

PBS TmP(Glu)g PBS TmP(Gal)g PBS TmP(Man),
. 5:2 50 5,1 51 4,2 4,0 4,4 44 45 5,1 4,6 51
Albamina (g/dL) | 0" 20,1 103 | 203 | 201 | 201 | 201 | 201 | =05 | 206 | 201 10,4
Fosfatasa 110 77 126 | 110 | 109 | 110 | 190 | 101 | 112 | 140 | 152 | 163
alcanila (UL) +4 5 +3 6 8 11 5 6 +4 6 +2 +7
Alanina
56 52 85 64 48 42 69 47 65 75 59 62
aminotransferasa | ¢ 19 13 13 6 19 +13 13 13 2 12 16
(UL)
924 1060 1043 1097 1071 1190 1045 1611 1113 | 1170 1248 1189
Amilasa (UL) 16 125 +33 241 12 13 | 221 19 18 | 15 127 23
Total Bilirrubina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
(mg/dL) £0,1 20 £0,1 +0 0,1 +0 +0 +0 +0 +0 +0 +0
N, ureico en 21 19 21 22 25 23 19 23 18 18 19 18
sangre (mg/dL) +2 +4 +1 3 +0 +1 +6 +3 +3 +1 +6 2
Total proteina 6,1 6,3 6,5 6,4 53 5,1 54 5,6 56 6,6 59 6,4
(g/dL) 106 | 207 103 | 202 | =05 10 10 20 | =07 | =03 | 2086 | 202
0,9 1,3 1,4 1,2 1,1 1,1 1,0 12 | 11 | 14 1,3 1,3
Globulina (g/dL) | 05 | o3 0,1 10 101 | 01 | 201 10 | 201 0 0 0
128 | 135 | 146 | 138 | 115 | 110 | 1,3 | 11,8 | 128 | 135 | 126 | 13,1
Calcio (mg/dL) | ;%7 ) 0 10 202 | 205 | 01 | 203 | 05 | 09 | 204 1,1
" 149 154 153 156 153 156 154 160 153 156 155 158
Na* (mmol/dL) 2 13 0 +1 2 5 4 5 +1 +1 0 2
. 8,1 8,0 8,2 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,6 8,1
K* (mmol/dL) 0,1 0,4 +0 02 | 202 +0 +0 20 | 05 | 203 +0 20,4
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2. Materiales, instrumentacion y métodos

Abreviaciones peptidicas: TmP(X)z (Tm = TAMRA, X = Glu, Gal o Many Z=2,4 0 6).
Fmoc-Rink Amide resin, N-HBTU y Fmoc-L-Lys(Mtt)-OH fueron obtenidos comercialmente
a través Iris Biotech GmbH. N-HATU se adquiri6 a Glentham life sciences. (Boc-
aminooxy)acetic acid se compré a TCI Chemicals. Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-6Ahx-OH, DMEM, FBS, Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT), Lithium
hydroxide y Heparin sodium salt fueron adquiridos a Sigma-Aldrich®. 5-Carboxytetramethyl
rhodamine fue comprado a Carbosynth. Hoechst 33342 Trihydrochloride Trihydrate se obtuvo
en ThermoFisher. El Methyl 3,5-diaminobenzoate se adquirio a Alfa Aesar. Gibco™ Penicillin-
Streptomycin-Glutamine se adquiri6 a Fisher scientific. 96-well Glass Bottom Black Plate
(P96-1.5H-N) fueron adquiridas a Cellvis. Los disolventes deuterados (D,O, CD;0OD, CDCl;)
se adquirieron a EMD Millipore Corporation. N, N-Dimethylformamide y TFA para la sintesis
de péptidos fue comprada a Scharlau. Todos los demas disolventes son de grado HPLC,
comprados a Sigma-Aldrich® o Fisher Scientific® y fueron utilizados sin ninguna purificacion
adicional.

Se empled la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la
purificacion de los compuestos, utilizando un JASCO LC-4000 con una columna de fase
reversa Agilent Eclipse XDB-C18, 9.4x250 mm para la purificacion semipreparativa utilizando
un gradiente de 95:5—5:95 (0—35 min) H,O (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA).

El anélisis mediante cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometro
de masas (HPLC-MS) se llevo a cabo en un Agilent Technologies 1260 Infinity II asociado a
un 6120 Quadrupole LC-MS utilizando una columna Agilent SB-C18 con un gradiente de
95:5—5:95 (0—12 min) H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA). Las determinaciones de masas
exactas (HRMS) empleando un ESI-MS se realizaron en un espectrometro de masas Bruker
MicroTof o en un Sciex QSTAR Pulsar y se notifican como relacion masa por carga (m/z).

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Varian Mercury (300 MHz para
'"H y 75 MHz para '*C) y 0 en un Bruker AMX (500 MHz para 'H y 125 MHz para *C). Los
desplazamientos quimicos se expresaron en ppm (0) referidos a las siguientes sefales de
disolventes: 6H D»0O 4,79, CDs;0D, 3,31 o0 CDCl3 7,26. Las multiplicidades de espin se reportan
como un singlete (s), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd) con constantes de
acoplamiento (J) dadas en Hz, o multiplete (m).

El céalculo de las concentraciones de péptidos etiquetados se realizd midiendo la
absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS Biochrom Libra S60.

Las mediciones del dicroismo circular (CD) se realizaron con un espectrometro CD Jasco
J-1100 equipado con un Jasco MCB-100 Mini Circulation Bath para el control de temperatura.

Las células se mantuvieron en un incubador INCO 108 (Memmert). Las imagenes de
microscopia celular se adquirieron con un microscopio Dragonfly confocal spinning-disk en un
Nikon Eclipse Ti-E equipado con una cdmara digital Andor Sona sCMOS. Las iméagenes fueron

analizadas con Fiji.*%

Los resultados del ensayo de viabilidad celular MTT se midieron en un lector de
microplacas Infinite F200pro, Tecan.
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Se empleo para los experimentos de citometria de flujo un citometro Guava EasyCyte™
(EMD Millipore), los datos fueron analizados con el software InCyte incluido en GuavaSoft
3.2 (Millipore).

En los ensayos con modelos de raton se empled un sistema de imagen “in vivo” IVIS
Spectrum (Caliper Life Sciences, Alameda, USA) y se cuantificaron con el software Image
(Caliper Life Sciences).

3. Sintesis y caracterizacion del conector di-alcoxiamina

3.1 Compuesto 14

Siguiendo el esquema sintético de la Fig. SE15, el reactivo de partida comercial methyl
3,5-diaminobenzoate (100 mg, 0,6 mmol, 1 equiv) en DMF se hizo reaccionar con una mezcla
preactivada de la alcoxiamina 1 (287 mg, 1,5 mmol, 2,5 equiv), N-HATU (570 mg, 1,5 mmol,
2,5 equiv) y DIEA (257 pL, 1,5 mmol, 2,5 equiv) en DFM (10 mL) durante 1h. A continuacion,
se elimino el exceso de DMF por evaporacion en el rotavapor y el aceite obtenido se seco bajo
alto vacio. El crudo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (40:60
AcOEt/Hexano) proporcionando el compuesto 14. Rendimiento: 181 mg (59%). Ry = 0,68
(80:20 AcOEt:Hex). "TH-RMN (300 MHz, CDCls, 8) 10,29 (s, 2H), 8,37 (t, J = 2,0 Hz, 1H),
8,12 (m, 2H), 8,07 (d, J= 1,9 Hz, 2H), 4,46 (s, 4H), 3,89 (s, 3H), 1,50 (s, 18H). ¥C-RMN (75
MHz, CDCl;, 8) 167,5 (HNCO), 166,5 (COO), 158,3 (HNCOO), 138,4 (Cq35), 131,3 (Cg-1),
117,1 (Csp%s), 116,1 (Csp?2s), 83,6 (C(CH3)3), 77,6 (CHz), 52,22 (COOCH3), 28,1 (C(CH3)3).
135-DEPT (75 MHz, CDCls, 8) 117,1 (Csp%s), 116,1 (Csp*25), 76,5 (CHz), 52.2 (COOCH3),
28.1 (C(CHs)3). HRMS (ESI): Calculada para CH3N4O1oNa ([M+Na]*): 535,2011;
encontrada: 535,2010. Fig. SE17-SE19.
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Figura SE17. Compuesto 14: Espectro de 'H-RMN en CDCls, sefales de los disolventes: pico residual de CDClz a
7,26 ppm y senal de DCM a 5,30 ppm.
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Figura SE18. Compuesto 14: Espectro de "3C-RMN en CDCls, sefial del disolvente: pico de CDClza 77.1 ppm.
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ppm

Figura SE19. Compuesto 14: Espectro 135-DEPT en CDCls, -CH3 y -CH (1), -CH2 ({).

3.2 Compuesto 2

El compuesto 2 se obtuvo tras la desproteccion del éster metilico de 180 mg del compuesto
14 por tratamiento con LiOH (20 mg) en H>O/THF (1:1, 10 mL). La reaccion se agitd
magnéticamente durante 2h a temperatura ambiente y transcurrido este tiempo el THF se
evapord en el rotavapor. La disolucion acuosa restante se acidifico con HCI (5%) hasta un
pH=3-4 observando la aparicién de un precipitado blanco correspondiente al compuesto 2. El
producto final se extrajo a la fase orgénica con DCM (3x15 mL), se secé con MgSO4 anhidro,
se filtr6 y se concentr6 al rotavapor. Rendimiento: 110 mg (63%). Ry = 0,25 (80:20
AcOEt:Hex). 'H-RMN (300 MHz, CD;0D, §) 8 10,60 (s, 1H), 8,40 (t, /= 1,8 Hz, 1H), 8,12
(d, J = 1,9 Hz, 2H), 4,43 (s, 4H), 1,52 (s, 18H). 3C-RMN (75 MHz, CDs;OD, &) & 172,5
(HNCO), 171,5 (COOH), 162,9 (HNCOO), 142,4 (Cq3,), 135,8 (Cq-1), 120,7 (Csp?s), 119,3
(Csp?2s), 86,0 (C(CH3)3), 79,5 (CHz), 31,1 (C(CHs)3). 135-DEPT (75 MHz, CD3OD, §) 117,8
(Csp%), 1159 (Csprys), 76,4 (CH»), 28,3 (C(CHs)3;). HRMS (ESI): Calculada para
C21H30N4010Na ([M+Na]"): 521,1854; encontrada: 521,1854. Fig. SE20-SE22.
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Figura SE20. Compuesto 2: Espectro de 'H-RMN en CD3:0D, sefales de los disolventes: pico residual de CD:0OD a
3,31 ppm y sefal de H20 a 4,87 ppm.
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Figura SE21. Compuesto 2: Espectro de '*C-RMN en CD30D, sefial del disolvente: pico de CD30OD a 49.0 ppm.

146



Seccion Experimental, Capitulo 11

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm
Figura SE22. Compuesto 2: Espectro 135-DEPT en CDs;0D, -CHs y -CH (1), -CH2 ().

4. Sintesis peptidica
4.1 Protocolos generales

Protocolo general para el acoplamiento de los aminoacidos: Todos los péptidos fueron
sintetizados manualmente a través de la sintesis de péptidos en fase s6lida mediante el método
Fmoc, utilizando la resina Fmoc-Rink Amida (con una carga de 0,19 mmol/g). 0,05 mmol de
resina se hincharon en DMF (2 mL, 20 min) en un reactor de fase solida antes de comenzar la
sintesis. El ciclo de acoplamiento consistio en la eliminacion del grupo protector Fmoc con una
disolucion de piperidina en DMF (20%, 2 mL, 20 min), seguidamente, la mezcla se filtro y la
resina se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min). Los acoplamientos de los respectivos aminoacidos
se realizaron mediante el tratamiento con una disolucion de a-aminodacidos (4 equiv), N-HBTU
(4 equiv) en DMF (2 mL), que se mezclo con DIEA (0,195 M en DMF, 1,2 equiv) 1 min antes
de la adicién. La mezcla resultante se agitd mediante el burbujeo de Ar durante 20 min.
Finalmente, la resina se lavé con DMF (3x2 mL, 1 min). La eficiencia de cada acoplamiento se
siguié empleando el test TNBS.

Protocolo de terminacion del péptido: Una vez finalizada la secuencia peptidica lineal,
el protocolo de terminacién empleado es el acoplamiento del “espaciador”. Tras la eliminacion
del grupo Fmoc del tltimo aminoécido acoplado mediante piperidina/DMF (20%, 2 mL, 20
min), el péptido lineal fue tratado con una solucién de acido N-Fmoc-6-aminohexanoico (4
equiv), N-HBTU (4 equiv) y DIEA (0,195 M en DMF, 1,2 equiv) en DMF. La mezcla resultante
se agité mediante burbujeo de Ar durante 15 min. Finalmente, la mezcla se filtr6 y la resina se
lavé con DMF (3x2 mL, 1 min).

Protocolo general para la incorporacion del conector di-alcoxiamina: La resina se
solvatd con DCM (3x2 mL, 5 min), y el grupo protector de Mtt se elimind selectivamente
mediante la agitacion mecéanica con una mezcla de DCM/HFIP/TFE/TIS (65/20/10/5%, 3x2
mL, 2h cada ciclo). Entre cada ciclo la mezcla se lavé con DCM (3x2 mL, 1 min). Después del
ultimo ciclo, la mezcla se filtr6 y la resina se lavé con DCM (3x2 mL, 1 min) y DMF (3x2 mL,
5 min). A continuacién, se anadi6 a la resina una disolucion pre-activada del enlazador di-
alcoxiamina (Compuesto 2, 2,5 equiv por amina libre), N-HATU (2,5 equiv) y DIEA (10 equiv)
en DMF (2 mL). La resina se agit6 mediante burbujeo de Ar durante 45 min y finalmente se
lavé con DMF (3x2 mL, 1 min) y DCM (3x2 mL, 1 min).
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Protocolo general para el marcaje fluorescente: Después de solvatar la resina con DMF,
el grupo protector Fmoc del espaciador previamente adherido se elimin6 utilizando una
solucion de piperidina en DMF (20%, 2 mL, 20 min) y la resina se lavé con DMF (3x2 mL, 1
min). El acoplamiento se llevé a cabo mediante la adicion de una disolucion de 5S-TAMRA (1
equiv), N-HATU (1 equiv) y DIEA (1 equiv) en DMF (2 mL) y la mezcla se agité mediante
burbujeo de Ar durante 2h. La suspension se filtré y la resina se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min)
y DCM (3x2 mL, 1 min). Finalmente, la resina se seco a vacio.

Protocolo general para el desanclaje final del péptido: Los péptidos se desprotegieron
y se separaron de la resina por un protocolo estdndar en TFA a temperatura ambiente utilizando
TFA/DCM/H>O/TIS (90/5/2,5/2,5%, 3 mL, 2h). Posteriormente, la mezcla se filtrd, se lavo con
TFA (1 mL) y el péptido se precipitd mediante el vertido de la mezcla sobre Et2O (25 mL)
enfriado a 0°C. El precipitado resultante se centrifugd y se disolviéo en H.O (3-5 mL). A
continuacion, la estructura peptidica se purificoé mediante HPLC de fase reversa [H20 (0,1%
TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)], las fracciones recogidas se concentraron
y se trataron con diferentes ligandos carbohidrato.

Protocolo general para el acoplamiento de los ligandos carbohidratoe: Una disolucién
del péptido en H,O (5 mM) se hizo reaccionar con una disolucion de los correspondientes
ligandos de aldehido (2 equiv por alcoxiamina) en H2O (120 mM) durante 5 min. A
continuacion, los péptidos fueron purificados por HPLC de fase reversa para eliminar el exceso
de ligando [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA), 95:5—5:95 (0—35 min)], las fracciones
recogidas fueron concentradas, liofilizadas y almacenadas a -20°C. La pureza y la identidad
fueron confirmadas por HPLC-MS(ESI), 'H-RMN y HRMS.

4.2 Péptido TmP(Glu)4

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene cuatro S-D-glucosas, TmP(Glu)s se obtuvo tras su purificacion
mediante HPLC de fase reversa [H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35
min)] como un sélido rosa esponjoso, 14 mg (8% y 99% de pureza). Fue caracterizado en un
HPLC-MS [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,44 min. 'H-
RMN (500 MHz, D>0, 9): 8,28-8,19 (m, 1H), 7,99-7,96 (m, 1H), 7,84-7,75 (m, 1H), 7,76-7,66
(m, 4H), 7,57-7,49 (m, 2H), 7,46-7,41 (m, 1H), 7,43-7,35 (m, 1H), 7,17-7,09 (m, 1H), 7,13-
7,06 (m, 1H), 7,08-7,00 (m, 2H), 6,79-6,67 (m, 1H), 6,59-6,52 (m, 4H), 4,39-4,01 (m, 13H),
3,86-3,76 (m, 8H), 3,65 (s, 8H), 3,55-3,19 (m, 24H), 3,13 (s, 12H), 3,10-2,99 (m, 18H), 2,32
(t, J = 7,4 Hz 2H), 1,81-1,14 (m, 57H), 0,88-0.72 (m, 30H). MS (ESI, H.0): 1954,1 (7,
[M+2H+2TFA]*?), 1303,6 (55, [M+3H+2TFA]"), 1265,1 (100, [M+3H+TFA]"?), 1226,7 (21,
[M+3H]"), 949,2 (95, [M+4H+TFA]™), 920,7 (20, [M+4H]™), 736,7 (25, [M+5H]"°). HRMS
(ESI): Calculada para Ci63H260N4sOs2 ([M+3H]™): 1226,6356; encontrada: 1226,6355. Fig.
SE23.

4.3 Péptido TmP(Gal)4
Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene cuatro p-D-galactosas, TmP(Gal)s se obtuvo tras su purificacion

mediante HPLC de fase reversa [H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35
min)] como un sélido rosa esponjoso, 16 mg (9% y 98% de pureza). Fue caracterizado mediante
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HPLC-MS [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,50 min. 'H-
RMN (500 MHz, D>0, 9): 8,28-8,21 (m, 1H), 7,99-7,91 (m, 1H), 7,83-7,76 (m, 1H), 7,74-7,66
(m, 4H), 7,54-7,45 (m, 1H), 7,49-7.38 (m, 1H), 7,43-7,37 (m, 1H), 7,13-7,10 (m, 1H), 7,11-
7,08 (m, 1H), 7,08-6,95 (m, 2H), 6,78-6,61 (m, 1H), 6,60-6,49 (m, 4H), 4,46-3,94 (m, 13H),
3,89-3,71 (m, 8H), 3,64 (s, 8H), 3,54-3,19 (m, 24H), 3,12 (s, 12H), 3,11-2,89 (m, 18H), 2,37-
2,29 (m, 2H), 1,92-1,13 (m, 57H), 0,91-0,70 (m, 30H). MS (ESI, H,O): 1303,3 (50,
[M+3H+2TFA]?), 1265,3 (78, [M+3H+TFA]?), 1226,9 (32, [M+3H]?), 949,2 (100,
[M+4H+TFA]™), 920,2 (33, [M+4H]™), 736,5 (40, [M+5H]*). HRMS (ESI): Calculada para
C163H260N45Os2 ([M+3H]™): 1226,6356; encontrada: 1226,6353. Fig. SE24.

4.4 Péptido TmP(Man)4

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene cuatro a-D-manosas, TmP(Man)s se obtuvo tras su purificacion
mediante HPLC de fase reversa [H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35
min)] como un sélido rosa esponjoso, 11 mg (6% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante
HPLC-MS [H,0 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,46 min. 'H-
RMN (500 MHz, D0, 9): 8,25-8,17 (m, 1H), 7,94 (dd, /= 7,4, 1,3 Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,72-
7,64 (m, 4H), 7,54-7,43 (m, 1H), 7,45-7,36 (m, 1H), 7.38-7,34 (m, 1H), 7,13-7,06 (m, 1H),
7,11-7,04 (m, 1H), 7,06-6,98 (m, 2H), 6,77-6,67 (m, 1,7 Hz, 1H), 6,58-6,49 (m, 4H), 4,46-3,97
(m, 13H), 3,89-3,68 (m, 8H), 3,62 (s, 8H), 3,51-3,16 (m, 24H), 3,11 (s, 6H), 3,09 (s, 6H), 3,07-
2,97 (m, 18H), 2,31 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 1,81-1,18 (m, 57H), 0,86-0,68 (m, 30H). MS (ESI,
H,0): 1303,2 (78, [M+3H+2TFA]™), 1265,1 (100, [M+3H+TFA]"™), 1227,3 (29, [M+3H]"),
949,0 (86, [M+4H+TFAT™), 920,6 (31, [M+4H]™), 736,8 (20, [M+5H]"). HRMS (ESI):
Calculada para Ci63H260N45Os2 ([M+3H]*3): 1226,6356; encontrada: 1226,6353. Fig. SE25.

4.5 Péptido TmP(Glu)s

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene seis f-D-glucosas, TmP(Glu)s se obtuvo tras su purificacion mediante
HPLC de fase reversa [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como
un solido rosa esponjoso, 16 mg (7% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS
[H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,40 min. 'H-RMN (500
MHz, D>0, 9): 8,33-8,26 (m, 1H), 8,08-7,94 (m, 1H), 7,80-7,74 (m, 1H), 7,74-7,69 (m, 6H),
7,56 (d, J=8,9 Hz, 1H), 7,39 (d, /= 7,7 Hz, 1H), 7,34-7,26 (m, 1H), 7,12-7,08 (m, 2H), 7,04-
6,93 (m, 3H), 6,72-6,57 (m, 1H), 6,49-6,39 (m, 6H), 4,34-4,06 (m, 14H), 3,95-3,86 (m, 12H),
3,81-3,53 (m, 36H), 3,11 (s, 12H), 3,09-3,04 (m, 20H), 2,29 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,88-1,09 (m,
63H), 0,90-0,71 (m, 30H). MS (ESI, H.0): 1575,7 (32, [M+3H+2TFA]"), 1537,6 (47,
[M+3H+TFA]™), 1499,2 (17, [M+3H]"), 1182,0 (21, [M+4H+2TFA]™), 1153,3 (100,
[M+4H+TFA]™), 1124,8 (58, [M+4H]™), 922,8 (25, [M+5H+TFA]"™). 900,0 (20, [M+5H]").
HRMS (ESI): Calculada para Ci96H309Ns51070 ((M+4H]™): 1124,3041; encontrada: 1124,3040.
Fig. SE26.

4.6 Péptido TmP(Gal)s
Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene seis f-D-galactosas, TmP(Gal)s se obtuvo tras su purificacion

mediante HPLC de fase reversa [H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35
min)] como un sélido rosa esponjoso, 13 mg (6% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante
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HPLC-MS [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,59 min. 'H-
RMN (500 MHz, D»0, 9): 8,33-8,26 (m, 1H), 8,00-7,95 (m, 1H), 7,80-7,74 (m, 1H), 7,74-7,67
(m, 6H), 7,58-7,49 (m, 1H), 7,44-7,37 (m, 2H), 7,35-7,30 (m, 1H), 7,12-7,05 (m, 3H), 7,01-
6,90 (m, 1H), 6,65-6,55 (m, 1H), 6,49-6,39 (m, 6H), 4,32-4,00 (m, 14H), 3,96-3,83 (m, 12H),
3,84-3,51 (m, 36H), 3,12 (s, 12H), 3,09-3,00 (m, 20H), 2,37-2,28 (m, 2H), 1,88-1,16 (m, 63H),
0,90-0,67 (m, 30H). MS (ESI, H:O): 1575,8 (32, [M+3H+2TFA]?), 1537,3 (43,
[M+3H+TFA]™), 1499,8 (14, [M+3H]™), 1182,0 (22, [M+4H+2TFAT™*), 1153,2 (100,
[M+4H+TFA]™), 1124,6 (70, [M+4H]™), 922,3 (43, [M+5H+TFA]"™). 900,6 (14, [M+5H]").
HRMS (ESI): Calculada para Ci96H309Ns51070 ((M+4H]™*); encontrada: 1124,3039. Fig. SE27

4.7 Péptido TmP(Man)s

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA que contiene seis a-D-manosas, TmP(Man)s se obtuvo tras su purificacion mediante
HPLC de fase reversa [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como
un solido rosa esponjoso, 11 mg (5% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS
[H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,36 min. 'H-RMN (500
MHz, D0, 9): 8,31-8,19 (m, 1H), 8,06-7,93 (m, 1H), 7,79-7,73 (m, 1H), 7,72-7,66 (m, 6H),
7,53-7,49 (m, 1H), 7,37-7,33 (m, 1H), 7,32-7,26 (m, 1H), 7,10-7,05 (m, 3H), 7,01-6,89 (m,
1H), 6,64-6,53 (m, 1H), 6,48-6,37 (m, 6H), 4,36-3,97 (m, 14H), 3,96-3,82 (m, 12H), 3,81-3,49
(m, 36H), 3,10 (s, 12H), 3,08-3,02 (m, 20H), 2,31 (t,J= 7,7 Hz, 2H), 1,87-1,09 (m, 63H), 0,93-
0,64 (m, 30H). MS (ESI, H20): 1575,7 (26, [M+3H+2TFA]"), 1537,5 (52, [M+3H+TFA]?),
1499,9 (24, [M+3H]™), 1181,8 (23, [M+4H+2TFA]™), 1153,3 (100, [M+4H+TFA]™), 1125,1
(41, [M+4H]™), 922,9 (25, [M+5H+TFA]"). HRMS (ESI): Calculada para Ci96H309N51070
([M+4H]™); encontrada: 1124,3040 ([M+4H]**). Fig. SE28.

4.8 Péptido TmRs

Siguiendo el protocolo general para la SPPS de un péptido marcado fluorescentemente con
5-TAMRA, TmRgs se obtuvo tras su purificacion mediante HPLC de fase reversa [H20 (0,1%
TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como un sélido rosa esponjoso, 15 mg
(17% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS [H20O (0,1% TFA)/CH3CN
(0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 5,96 min. "H-RMN (500 MHz, D0, d): 8,17 (d, /=
1,9 Hz, 1H), 7,97 (dd, J = 8,5, 1,9 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,3 Hz, 1H),
7,22 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,94 (dd, J = 8,8, 2,4 Hz, 1H), 6,89 (d, J= 2,5 Hz, 1H), 6,88 (d, J =
2,4 Hz, 1H), 6,83 (dd, /=8,3, 2,4 Hz, 1H), 4,28-3,97 (m, 4H), 3,52-3,36 (m, 4H), 3,21 (s, 12H),
3,16-2,97 (m, 20H), 2,30 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,81-1,43 (m, 38H). MS (ESI): 1124,7 (10,
[M+2H+4TFA]*?), 1067,9 (18, [M+2H+3TFA]*?), 1011,0 (15, [M+2H+2TFA]*?), 712,3 (37,
[M+3H+3TFA]?), 674,2 (100, [M+3H+2TFA]™), 636,3 (95, [M+3H+TFA]"™), 598,2 (38,
[M+3H]"), 534,5 (25, [M+4H+3TFAJ™), 506,0 (37, [M+4H+2TFA]™), 477,5 (48,
[M+4H+TFA]™), 449,0 (62, [M+4H]*), 382,3 (12, [M+5H+TFA]"), 359,5 (30, [M+5H]").
HRMS (ESI): Calculada para C7oH133N36013 ([M+3H]"®): 598,0279; encontrada: 598,0277.
Fig. SE29.

5. Procedimiento general para el dicroismo circular
Las mediciones del dicroismo circular se llevaron a cabo utilizando los siguientes ajustes:

rango de adquisicion: 300-190 nm; ancho de banda: 1,0 nm; acumulacién: 3 escaneos, escala
de CD: 200 mdeg/1,0 dOD; D.L.T. (Data Integration Time): 1s; modo de escaneo: continuo;
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velocidad de escaneo: 200 nm/min. Las mediciones se hicieron de 10°C a 60°C (intervalo de
datos: 10°C; gradiente de temperatura: 5°C /min) en una celda de cuarzo de 0,2 cm de longitud
a un volumen final de 0,5 mL (buffer HKR o TFE) con una concentracion final de los péptidos
de 50 pM. Los resultados se expresan como elipticidad molar [0]mr: con unidades de
deg-cm?-dmol! y se calculan utilizando la ecuacion ec. 1.

100- 60
C:I'N°de residuos

[0]pmre = [1]

Donde 0 es la elipticidad (deg), C es la concentracion del péptido (M) y 1 es la longitud de
la cubeta (cm).363-366

El porcentaje de helicidad (%[0]) se calcula usando la ec. 2 donde se emplea la elipticidad
a 222 nm y se computa como valor absoluto.*¢’

%[6] = (|[9]MRt(222)|—2340) 100 [2]

30300
6. Lineas celulares y cultivos

Las células HeLLa se mantuvieron en un incubador de CO; a 37°C, 5% de CO; y 95% de
humedad con DMEM (4500 mg/L de glucosa, L-glutamina, piruvato sodico y bicarbonato
sodico), complementado con 10% de FBS y 1% de mezcla de Penicilina-Estreptomicina-
Glutamina. Las células (100.000 células/mL) fueron cultivadas en platos de fondo de vidrio de
cuatro pocillos y lavada con tampén HKR (5 mM HEPES, 137 mM NacCl, 2,68 mM KClI, 2,05
mM MgCly, 1,8 mM CaCl,, pH = 7,4). Los nucleos se tifieron por incubacion con 1 pM Hoechst
33342 en HKR durante 30 min. El péptido se diluy6 en HKR, y las diferentes concentraciones
se calcularon por UV-Vis (1 =555, £ =91.000 M-'cm™). Las células se incubaron con el péptido
durante 30 min y posteriormente se lavaron para eliminar el exceso de péptido utilizando una
solucion de heparina en HKR (1x500 pL, 0,1 mg/ml) y tampon HKR (2x500 uL) antes de ser
observadas en el microscopio.

7. Viabilidad celular: Ensayo MTT

La viabilidad celular fue estudiada mediante un ensayo estandar de MTT. El dia anterior
al ensayo, se colocd una suspension de células HelLa en placas de cultivo de 96 pocillos
afiadiendo 100 pL (100.000 células/mL) por pocillo. Al dia siguiente, se aspird el medio y se
incubaron las células con diferentes concentraciones de péptido diluido en HKR (50
uL/pocillo). Después de 1 hora de incubacion a 37°C, se aspir6 el medio y se lavaron las células
con una disolucion de heparina en HKR (1x100 pL, 0,1 mg/ml) y con tampén HKR (2x100
uL/pocillo). A continuacion, se afiadi6 a las células medio DMEM fresco que contiene un 10%
de FBS (100 pL) durante 3h. Las células para el control al 100% de viabilidad fueron
impregnadas con s6lo medio de cultivo celular (100 pL medio final) y para el control al 0% con
una solucion de 1% de TRITON X-100. La viabilidad se midi6 cuantificando la capacidad
celular de reducir el MTT a su sal de formazén insoluble. Se afiadio MTT (5 mg/mL en PBS,
10 uL/pocillo) a los pocillos y las células se siguieron incubando durante 4 h. Se retird
cuidadosamente el sobrenadante y la sal de formazan insoluble en agua se disolvié en DMSO
(100 pL/pocillo). La absorbancia se midi6 a 570 nm utilizando un lector de microplacas Se
realizaron dos ensayos MTT con tres replicas por concentraciéon para cada uno de los
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experimentos. Los datos se expresaron como valores normalizados para las células de control
no tratadas (100% y 0%) y se presentaron como la media del porcentaje de tres replicas + la
desviacion estandar.

8. Protocolo general para la citometria de flujo

Un dia antes del ensayo, las células HeLa se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos
afiadiendo 100 pL (100.000 células/mL) por pocillo. Al dia siguiente, se aspird el medio y se
incubaron las células con diferentes concentraciones de péptido (50 puL/pocillo) en buffer HKR.
Después de 30 minutos de incubacion a 37°C, se aspir6 el buffer y las células se lavaron con
disolucion de heparina (1x100 pL, 0,1 mg/mL) y tampén HKR (2x100 pL). A continuacion, se
afiadio tripsina-EDTA 100 pL en cada pocillo y las células se incubaron durante 15 minutos a
37°C. Finalmente, se anadieron a las células 100 pL de una solucion de FBS al 2% y 5 mM de
EDTA en PBS para neutralizar la tripsina. Por ultimo, 2500 células de cada pocillo se analizaron
mediante clitometro de flujo. Se determin6 la mediana del canal Yellow-G (Aex = 532 nm, Aem
= 575/25 nm) para esta poblacion. Los datos se representan como la media de la mediana de la
intensidad de fluorescencia de tres réplicas + la desviacion estandar.

9. Experimentos in vivo en modelos de raton

Los experimentos con animales se realizaron en el CEBEGA (USC) de acuerdo con la
Directiva 2010/63/EU del Consejo de las Comunidades Europeas y el Real Decreto 53/2013,
sobre la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos y
fueron aprobados por el Comité Etico de la USC y la autoridad competente (Xunta de Galicia).
La biodistribucion de los compuestos TmP(X)s donde X = Glu, Gal, Man, se determind en
ratones ICR (Swiss) hembra de 7 semanas (CEBEGA, U.S.C, Santiago de Compostela, Espafia)
a través un sistema de imagen in vivo IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences, Alameda, USA).
Los animales fueron anestesiados con isofluorano (2,5%) mediante un equipo de anestesia
inhalatoria. Se administré 50 pg en PBS de los diferentes glicopéptidos, mediante inyeccion
intravenosa en un volumen total de 50 pl a un total de 3 ratones y un raton control al que se le
inyectd el mismo volumen de PBS. Las imagenes in vivo fueron adquiridasala 1y 3 hdela
inyeccion y posteriormente a punto final (3 h) se sacrificaron los animales para practicarles una
necropsia y realizar un estudio ex vivo de los siguientes drganos: pulmones, corazdén, higado,
rifones y bazo. La fluorescencia de los glicopéptidos se cuantifico a través de un mapa de
intensidad obtenido usando el software Image (Caliper Life Sciences). El software utiliza una
escala basada en colores para representar la intensidad de cada pixel que va del rojo (que
representa baja intensidad) al amarillo (que representa alta intensidad).
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10. Caracterizacion peptidica
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Figura SE23. Péptido TmP(Glu)4: Espectro de '"H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,44 min.
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Figura SE24. Péptido TmP(Gal)4: Espectro de "H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA)
95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,50 min.
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Figura SE25. Péptido TmP(Man)4: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,46 min.
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Figura SE26. Péptido TmP(Glu)e: Espectro de "H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,40 min.
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Figura SE27. Péptido TmP(Gal)s: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI), H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA)
95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,59 min.
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Figura SE28. Péptido TmP(Man)e: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1%
TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,36 min.
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Figura SE29. Péptido TmRs: Espectro de 'H-RMN en D20 y HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA)
95:5—5:95 (0—12 min), tr 5,96 min.
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1. Materiales, instrumentacion y métodos

Disponible comercialmente, Fmoc-Rink Amide AM resin, N-HBTU fueron obtenido en
Iris Biotech GmbH. Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ile-
OH, Fmoc-Glu(O'Bu)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-Ser(‘Bu)-OH, 14-
Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoic acid solution ~0,5 M in tert-butyl methyl ether >90%,
2,3,4,5,6-Pentafluorophenol, EDAC, Triisopropylsilane 98%, Dimethyl sulfoxide anhydrous
>99,9% se compraron a Sigma-Aldrich®. Human Umbilical Vein Endothelial Cells: HUVEC,
neonatal, pooled (200P-05N) and Endothelial Cell Growth Medium (211-500) se adquirieron a
Cell Applications, Inc. Human E-Selectin/CD62e (10335-HO8H) fue adquirida a
SinoBiological. Sialyl Lewis X (sLeX) pentaose Sodium salt (>90% NMR) (GLY053) fue
obtenido a Elicityl. Heparin sodium salt, Hoechst 33342 Trihydrochloride Trihydrate, Sulfo-
NHS and Gibco™ TNF Recombinant Human Protein (PHC3015) fueron comprados a Thermo
Fisher Scientific. ProteOn™ GLH Sensor Chip (1765013) fue obtenido de BIO-RAD. 96-well
Glass Bottom Black Plate (P96-1.5H-N) fueron adquiridas a Cellvis. Costar 96 Flat Bottom
Transparent Polystyrol se compraron a Corning. Disolventes deuterados (D20, CD;0D, CDCls,
DMSO-ds) fueron adquiridos a EMD Millipore Corporation. N, N-Dimethylformamide y TFA
para sintesis peptidica se compraron Scharlau. El resto de los disolventes son de grado HPLC
y fueron adquiridos a Sigma-Aldrich® or Fisher Scientific® y se emplearon sin ninguna
purificacion adicional. Los compuestos 5°34, 7222, 933% y 12354 fueron preparados de acuerdo con
los procedimientos previamente descritos.

Para la cromatografia en columna, se adquirié gel de silice 60 (malla 230-400, 0,040-0,063
mm) de Merck o se filtr6 en gel mediante Sephadex LH20 de GE Healthcare, Barcelona
(Espana). La cromatografia en capa fina (TLC) se llevo a cabo en hojas de aluminio recubiertas
con gel de silice 60 F254 adquirido a Merck, con visualizacion mediante luz UV. Ademas se
empled la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la purificacion de
los compuestos, utilizando un JASCO LC-4000 con una columna de fase reversa Agilent
Eclipse XDB-C18, 9.4x250 mm para la purificacion semipreparativa utilizando un gradiente de
95:5—5:95 (0—35 min) H>0 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA).

El anélisis mediante cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometro
de masas (HPLC-MS) se llevo a cabo en un Agilent Technologies 1260 Infinity II asociado a
un 6120 Quadrupole LC-MS utilizando una columna Agilent SB-C18 o un DIONEX Ultimate
3000 U-HPLC" (Thermo Scientific) con una columna Acclaim RSLC 120-C18 con un
gradiente de 95:5—5:95 (0—12 min) H>O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA). Las
determinaciones de masas exactas (HRMS) empleando un ESI-MS se realizaron en un
espectrometro de masas Bruker MicroTof o en un Sciex QSTAR Pulsar y se notifican como
relacion masa por carga (m/z). Se realizaron espectros de masas MALDI-ToF
(desorcion/ionizacidn laser asistida por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo)
en un espectrometro de masas Bruker BIFLEXTM utilizando DCTB como matriz.

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Varian Mercury (300 MHz para
'"H y 75 MHz para '3C) y o en un Bruker AMX (500 MHz para 'H y 125 MHz para *C), o
también en un Bruker AC 300 o AC 500. Los espectros de 'H- y 3C-RMN se obtuvieron en
disoluciones de D,O, CD;OD, CDCIz o DMSO-ds. Los desplazamientos quimicos se
expresaron en ppm (3) referidos a las siguientes sefiales de disolventes, 'H-RMN: D>O 4,79,
CD;0D 3,31, CDCl3 7,26 0 DMSO-ds 2,50; *C-RMN: CD3;0D 49,0, CDCl3 77,2, 0 DMSO-ds
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39,5. Las multiplicidades de espin se reportan como un singlete (s), doblete (d), triplete (t), br
(broad signal, sefial ampliada), doblete de dobletes (dd), triplete de dobletes (td) con constantes
de acoplamiento (J) dadas en Hz, o multiplete (m). Las asignaciones de los conjugados
péptido/[60]fullerenos se confirmaron mediante experimentos de RMN unidimensionales y
bidimensionales (COSY, HSQC y DEPT). Algunas sefales aparecen duplicadas debido a la
mezcla de isomeros y se indican en la lista con mj. (mayoritario) y min. (minoritario).

Los analisis XPS se obtuvieron en un espectrometro SPECS GmbH (PHOIBOS 150 9
MCD) trabajando en el modo de energia constante del analizador y con una fuente de rayos-X
de magnesio no monocromatica (1486,61 eV) alimentada a 200 W y un voltaje de 12 kV. Para
el registro de los espectros de sondeo y de alta resolucion se aplicaron energias de paso de 50
y 25 eV. Los datos de sondeo se adquirieron a partir de energias cinéticas de 1487-400 eV con
un paso de energia de 0,1 eV y un tiempo de permanencia de 100 ms por punto. Los escaneos
de alta resolucion se registraron alrededor de las lineas de emision significativas con pasos de
0,1 eV y 100 ms de tiempo de permanencia por punto. El control del espectrometro y el manejo
de los datos se supervisaron con el software Prodigy. Las energias de enlace se calibraron
relativamente al pico de C 1s a 284,6 eV y las relaciones atomicas se calcularon a partir de las
relaciones de intensidad experimentales. Las muestras se introdujeron en el aparato XPS como
polvo recubierto sobre una membrana de policarbonato.

Los experimentos de irradiacion de microondas se realizaron con un aparato Monowave
300 (Anton Pear). La temperatura se controld mediante un sensor de superficie externo.

Todos los ensayos de interaccion SPR se realizaron a 25°C en un ProteOn™ XPR36 Protein
Interaction Array System, un espectrometro biosensor 6ptico, usando un chip GLH ProteOn™.

Las concentraciones de los conjugados péptido/[60]fullereno marcados fluorescentemente
se calcularon midiendo la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS Biochrom Libra S60.

Las células se mantuvieron en un incubador INCO 108 (Memmert). Las micrografias se
adquirieron con un microscopio Dragonfly confocal spinning-disk sobre un Nikon Eclipse Ti-
E equipado con una camara digital Andor Sona sCMOS. Las iméagenes se analizaron con Fiji.?%

Para los experimentos de citometria de flujo se emple6 un citdbmetro Guava EasyCyte™
(EMD Millipore) y se analizaron con el software InCyte incluido en GuavaSoft 3.2 (Millipore).

2. Sintesis y caracterizacion peptidica

F
Ny /%\/0\43« Oﬁ(oﬁjF
o)
F F
F

A una solucién de 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoic acid o N3-(PEG)4-COOH
(Compuesto 3, 100 mg, 0,36 mmol, 1 equiv) en DCM (5 mL), se afiadieron EDAC (103 mg,
0,54 mmol, 1,5 equiv) y pentafluorofenol (PFP, 86 mg, 0,47 mmol, 1,3 equiv), la mezcla de
reaccion se agitd bajo atmoésfera de Ar durante 3h. El crudo de la reaccion se disolvio en DCM
(20 mL) y se lavoé con HCl 1M (2x20 mL) y H>O (2x20 mL). La fase orgénica se secé sobre

2.1 Compuesto 15
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MgSO04 anhidro y se concentr6 en el rotavapor. El crudo de la reaccion se purificd por columna
de gel de silice utilizando DCM/MeOH (97:3) como fase movil para dar el compuesto final con
un aspecto de aceite incoloro. Rendimiento: 101 mg (63%). Ry= 0,76 (95:5 DCM/MeOH); 'H-
RMN (300 MHz, CDCls, 6): 4,55 (s, 2H), 3,85-3,79 (m, 2H), 3,76-3,70 (m, 2H), 3,70-3,63 (m,
10H), 3,38 (t, J = 5,1 Hz, 2H). Fig. SE30. El compuesto se utilizd sin mds caracterizacion.
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Figura SE30. Compuesto 15. Espectro de "H-RMN en CDCls. Pico residual del disolvente: CDClz a 7,26 ppm.

2.2 Compuesto 16

N NH, TFA.
Froc” ]/\/\/\/ 3
07 “OH

La sal de la Fmoc-Lys-OH (Compuesto 16) ha sido obtenida tras la desproteccion del grupo
amino del reactivo de partida Fmoc-Lys(Boc)-OH (100 mg, 0,21 mmol, 1 equiv) en una
disolucion de DCM/TFA (9:1) durante 1h a temperatura ambiente bajo agitacion magnética.
Tras este tiempo, se afiadid ciclohexano, los disolventes se evaporan en el rotavapor y el
producto final es obtenido cuantitativamente. Rendimiento: 101 mg (cuant.). Ry= 0,17 (95:5
DCM/MeOH); 'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 38): 7,31 (br, s, 1H), 7,01 (dd, J = 7,3, 1,3 Hz,
2H), 6,93 (dd, J= 6,4, 1,6 Hz, 2H), 6,63 (td, /= 7,3, 1,1 Hz, 2H), 6,48 (td, /= 7,7, 1,6 Hz, 2H),
3,66 (d, J= 6,9 Hz, 2H), 3,63-3,54 (m, 1H), 3,43 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 2,23 (t, J= 7,9 Hz, 2H),
1,36-1,25 (m, 2H), 1,23-0,97 (m, 2H), 0,92-0,76 (m, 2H). Fig. SE31. El compuesto 16 se utilizo
sin mayor caracterizacion.
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Figura SE31. Compuesto 16. Espectro de 'H-RMN en CD30D, sefales de los disolventes: pico residual de CD30OD a
3,31 ppm, pico de DCM a 5,49 ppm y pico de ciclohexano a 1,45 ppm.
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2.3 Compuesto 4

H H
N N

Fmoc” j/\/\/\/ \HAO/\Q/O\%;\ N3
O~ "OH ©

El compuesto 4 se sintetizo mediante la reaccion entre el compuesto 15 (66 mg, 0,15 mmol,
1,1 equiv) y el compuesto 16 (68 mg, 0,14 mmol, 1 equiv) en presencia de DIEA (73 pL, 0,42
mmol, 3 equiv) en DMF;ec,, a temperatura ambiente durante 1h con agitacion constante. El
producto final fue purificado por HPLC de fase reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA)
95:5—5:95 (0—35 min)]. Rendimiento: 69 mg (78%). El compuesto 4 se caracterizé mediante
HPLC-MS [H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 9,05 min. 'H-
RMN (300 MHz, CD;0D, §): 7,80 (d, J= 7,4 Hz, 2H), 7,68 (t,.J= 6,7 Hz, 2H), 7,39 (t, /= 7,4
Hz, 2H), 7,31 (t, J= 7,4 Hz, 2H), 4,36 (d, /= 7,0 Hz, 1H), 4,22 (t, J= 6,9 Hz, 1H), 4,17-4,09
(m, 1H), 3,95 (s, 2H), 3,65-3,59 (m, 12H), 3,34 (t, /= 7,4 Hz, 2H), 3,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
1,95-1,29 (m, 6H). 3C-RMN (75 MHz, CDsOD, §): 176,1 (COOH), 172,9 (CONH), 158,8
(HNCOO), 145,4 (Cq-3492), 142,8 (Cq-aasv), 128,94 (Csp*s), 128,3 (Csp*2,7), 126,4 (Csp?i3),
121,1 (Csp®s5), 71,5 (OCH2CH>), 71,4 (OCH2CH>), 71,2 (HNCOCH,0), 68,1 (HNCOOCH>),
55,5 (CHa), 51,9 (CH:N3), 39,9 (CHCH.CH,CH.CH>), 32,6 (CHCH,CH>CH,CH»), 30,1
(CHCH,CH>CH,CH>»), 24,4 (CHCH2CH>CH2CH»). MS (ESI, H20): 628,4 (100, [M+H]").
HRMS (ESI): Calculada para C31H4NsO9 ([M+H]"): 628,2977; encontrada: 628,2974. Fig.
SE32-SE34.
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Figura SE32. Compuesto 4. Espectro de "H-RMN en CD30D, sefiales de los disolventes: pico residual de CD30D a
3,31 ppm y H20 a 4,87 ppm.
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Figura SE33. Compuesto 4. Espectro de '*C-RMN en CD30D, pico residual del disolvente: CD30D a 49,0 ppm.
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Figura SE34. Compuesto 4. HPLC-MS(ESI) en H20(0,1% TFA)/CH3CN(0,1% TFA) 95:5—5:95(0—12 min), tr 9,05 min.
2.4 Protocolos generales para la SPPS para obtener los péptidos Py, P>y Pc

Protocolo general para la SPPS: Todos los péptidos se sintetizaron manualmente
mediante la sintesis peptidica en fase solida por el método Fmoc utilizando la resina Fmoc-
Rink Amida (carga: 0,74 mmol/g). 0,1 mmol de resina se hincharon con DMF (2 mL) durante
20 min en un reactor de fase solida. El ciclo de acoplamiento comenz6 con la eliminacion del
grupo protector Fmoc mediante la adicion de piperidina (20% v/v en DMF, 2 mL) durante 20
min, luego la mezcla se filtr6 y la resina se lavo con DMF (3x2 mL, 1 min). Los acoplamientos
de los respectivos aminoacidos se realizaron mediante el tratamiento con una disolucion de a-
aminoacidos (2 equiv), N-HBTU (2 equiv) en DMF (2 mL), que se mezcl6é con DIEA (0,195
M en DMF, 1,2 equiv) 1 min antes de la adicion. La mezcla resultante se agitd mediante
burbujeo de Ar durante 20 min. Finalmente, la resina se lavé con DMF (3x2 mL, 1 min).

Incorporacion del espaciador azida: La incorporacion del compuesto 3 (en el extremo
N-terminal, Fig. SE36) o del compuesto 4 (en el extremo C-terminal, Fig. SE35) tuvo lugar
como si se tratara de un acoplamiento de un aminoacido comun adicionando a la resina una
disolucion del compuesto 3 o 4 (2 equiv), N-HBTU (2 equiv) DIEA (0,195 M en DMF, 1,2
equiv) en DMF (2 mL) durante 30 min.

Acoplamiendo de
Fmoc-Lys-(PEG)4-N3 Ciclo de acoplamiento
de aminoacidos
1. 20% Piperidina/DMF

2.4(2 equiv), HBTU (2 equiv), ( 1. 20% Piperidina/DMF W

H 0.195 M DIEA/DMF H H
Fmoc’NO Fmoc’Nj:\/\’NT(\O*’O%Ng
T 0P NH o] L 2. Aa (2 equiv), HBTU (2 J
: N N 0. : i
{Fmoc o %Na: equiv), 0.195 M DIEAIDMF ] ,
: Om 0
. S
H Desproteccion del .
Tit AN N-ppt grupo amino HiNoNHz
O NH NH O NH, NH
H O H O H O H H A o] (o} 0o
Fmoc,Nk/g/N\:)LNL:N\:)LN N\:)LNJi;NI\/\,N\n/\O/‘/O\)?Na 1. 20% Piperidina/DMF HZKH\_}NQ%N,&HJNdHI\/\/HY\O,{VO*NS
Ho  H UH 0 5 H 0oy 0 0/ R o Mo * H oghy, 0 ’
. ,[O g S 2. TFA (90%), H,0 (2.5%) C b 2
P TIS(2,5%), DCM (5%) Ho™"o

Py

Desanclaje final

Figura SE35. Esquema general para la sintesis de péptidos en fase solida que contienen el enlazador azida en
el extremo C-terminal: IELLQARK-(PEG)4-N3 (P1).

167



Ivan Gallego Gémez

Ciclo de o R Acoplamiento
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acoplamientos O_NH ?,/H del linker azida
1. 20% Piperidina/DMF o) H O H O H 1. 20% Piperidina/DMF
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Figura SE36. Esquema general para la sintesis de péptidos en fase solida que contienen el conector azida en el
extremo N-terminal: N3-(PEG)4-IELLQAR (P2) y N3-(PEG)4-ISELRSE (Pc).

Protocolo general para el desanclaje final del péptido: Los péptidos se desprotegieron
y se liberaron de la resina anadiendo el coctel TFA/DCM/H2O/TIS (90/5/2,5/2,5%, 3 mL, 2h).
Posteriormente, la mezcla se filtro, la resina se lavo de nuevo con TFA (1 mL) y las fases
combinadas de TFA se anadieron gota a gota sobre Et,O (25 mL) enfriado a 0°C. El precipitado
se centrifugd y el sélido separado se disolvio en H>O (3-5 mL). El péptido se purificé por HPLC
de fase reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] las fracciones
recogidas se concentraron, se liofilizaron y se almacenaron a -20°C.

2.5 Péptido P;: IELLQARK-(PEG)4-Ns

H2N 22NH,

LT AT -

HO O

Siguiendo el protocolo general para la SPPS con una funcionalizacion en el extremo C-
terminal, [IELLQARK-(PEG)4-N3 (P1) se obtuvo tras su purificacion mediante HPLC de fase
reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como un solido
blanco esponjoso, 21 mg (17% y 99% de pureza). Fue caracterizado en un HPLC-MS [H2O
(0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)]. tr 6,32 min. 'H-RMN (300 MHz,
D0, 9): 4,50-4,21 (m, 8H), 4,12 (s, 2H), 3,87-3,68 (m, 14H), 3,55 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,37-
3,18 (m, 4H), 2,60-2,33 (m, 4H), 2,28-1,52 (m, 23H), 1,45 (d, J = 7,3 Hz, 3H), 1,14-0,79 (m,
18H). MS (ESI, H,0): 1228,7 (42, [M+H]"), 615,4 (100, [M+2H]*?), 410,1 (20, [M+3H]").
HRMS (ESI): Calculada para Cs3HooN17016 ([M+2H]*?): 614,8723; encontrada: 614,8720.
Fig. SE37-SE38.
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Figura SE37. Péptido P1. Espectro de "H-RMN en D20, Pico residual del disolvente: D20 a 4,79 ppm.
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Figura SE38. Péptido P1. HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 6,32 min.

2.6 Péptido P: N3-(PEG)+-IELLQAR

HZN\\%NHZ
O _NH, NH
o ) L0 b o
Ns\/\o/\/o\/\o/\/o\)J\N NJJ\N NQJ\N NQJ\N NH;
H on H o H/H o = "o

HO™ ~O

Siguiendo el protocolo general para la SPPS con una funcionalizacion en el extremo N-
terminal, N3-(PEG)4+-IELLQAR (P2) se obtuvo tras su purificacion mediante HPLC de fase
reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como un solido
blanco esponjoso, 32 mg (29% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS [H,O
(0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)], tr 7,49 min. 'H-RMN (300 MHz,
D0, 9): 4,42-4,19 (m, 7H), 4,13 (s, 2H), 3,81-3,63 (m, 14H), 3,48 (t, 2H), 3,20 (t, 2H), 2,53-
2,28 (m, 4H), 2,17-1,50 (m, 17H), 1,39 (d, 3H), 1,02-0,76 (m, 18H). MS (ESI, H20): 1100,6
(70, [M+H]+), 551,0 (100, [M+2H]+2). HRMS (ESI): Calculada para C47Hg7N 15015
([M+2H]*): 550,8248; encontrada: 550,8246. Fig. SE39-SE40.
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Figura SE39. Péptido P2. Espectro de "H-RMN en D20, pico residual del disolvente: D20 a 4,79 ppm.
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Figura SE40. Péptido P2. HPLC-MS(ESI) en H20 (0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 7,49 min.

2.7 Péptido Pc: N3-(PEG)+ISELRSE
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Siguiendo el protocolo general para la SPPS con una funcionalizacion en el extremo N-
terminal, N3-(PEG)4-ISELRSE (Pc) se obtuvo tras su purificaciéon mediante HPLC de fase
reversa [H2O (0,1% TFA)/CH3;CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—35 min)] como un solido
blanco esponjoso, 27 mg (25% y 99% de pureza). Fue caracterizado mediante HPLC-MS [H,O
(0,1% TFA)/CH3CN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min)]. tr 6,48 min. 'H-RMN (300 MHz,
D0, 6): 4,24-4,06 (m, 7TH), 3,99 (s, 2H), 3,92-3,76 (m, 4H), 3,66-3,46 (m, 14H), 3,34 (t, J =
6,8 Hz, 2H), 3,06 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 2,41-2,13 (m, 4H), 1,98-1,13 (m, 14H), 0,85-0,63 (m,
12H). MS (ESI, H20): 1091,3 (100, [M+H]"), 546,5 (95, [M+2H]*?). HRMS (ESI): Calculada
para C44HgoN 14013 ((M+2H]™): 546.2882; encontrada: 546,2885. Fig. SE41-SE42.
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Figura SE41. Péptido Pc. Espectro de 'H-RMN en D20, pico residual del disolvente: D20 a 4,79 ppm.
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Figura SE42. Péptido Pc. HPLC-MS(ESI) en Hz0 (0,1% TFA)/CHsCN (0,1% TFA) 95:5—5:95 (0—12 min), tr 6,48 min.
3. Sintesis y caracterizacion de los conjugados péptido/[60]fullereno

3.1 Procedimiento general para la reaccion “click” tipo SPAAC para obtener los
hexa-aductos simétricos F1 y Fc

El hexa-aducto 5°>* (1 equiv) y los péptidos P1 o Pc (12 equiv), se disolvieron en DMSO
(0,6 mL) en un vial de microondas sellado. La solucion se calenté a 50°C en un horno de
microondas durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, la disolucion se precipitdé con una
mezcla de DCM/Hexano o CHCl3/Hexano (1:1, 6000 rpm, 8 min) y se liofiliz6, obteniendo los
compuestos F1 o Fc (Fig. SE43).
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Figura SE43. Esquema sintético de la obtencion de los péptido/[60]fullereno F1 y Fc (ambos isomeros A y B)
mediante la reaccion SPAAC entre el hexa-aducto 5 y los péptidos P1 y Pc respectivamente.

3.2 Fullereno Fi: Ce-(IELLQARK)12
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Siguiendo el procedimiento general de la Fig. SE43 y utilizando el péptido Py (26 mg,
20,96 umol), se obtuvo el péptido/[60]fullereno F; (36 mg, cuant.) como un sélido rojo amorfo.
TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds, 8): 12,19 (s, 12H), 8,51 (d, /= 7,8 Hz, 12H), 8,19 (d, J= 8,1
Hz, 12H), 8,11 (br s, 36H), 8,07-7,96 (m, 36H), 7,93 (d, J = 7,5 Hz, 12H), 7,79 (d, /= 7,8 Hz,
12H), 7,71-7,59 (m, 24H), 7,42-7,26 (m, 36H), 7,01 (s, 18H), 6,82 (s, 12H), 4,84 (d, /= 7,9
Hz, 3H), 4,72 (s, 4H), 4,59-4,45 (m, 8H), 4,42-4,16 (m, 102H), 4,15-4,06 (m, 40H), 4,05-3,96
(m, 20H), 3,88-3,83 (m, 24H), 3,81-3,74 (m, 14H), 3,71-3,65 (m, 14H), 3,60-3,53 (m, 126H),
3,50-3,36 (m, 156H), 3,12-3,02 (m, 48H), 2,99-2,91 (m, 7H), 2,77-2,71 (m, 7H), 2,59-2,51 (m,
48H), 2,34-2,18 (m, 28H), 2,11 (t, J = 8,2 Hz, 28H), 2,02-1,96 (m, 7H), 1,88-1,81 (m, 26H),
1,75-1,40 (m, 300H), 1,25-1,17 (m, 60H), 1,16-1,07 (m, 18H), 1,00-0,96 (m, 4H), 0,89-0,79
(m, 216H); ¥C-RMN (125,8 MHz, DMSO-ds ,8): 174,1, 174,1, 173.9, 173,4, 172,3, 172,0,
171,9,171,8,171,0,170,4, 169,1, 169,0, 167,5, 158,3, 158,1, 156,8, 156,8, 145,0, 143,8, 143,5,
140,60, 134,4, 133,8, 73,9, 71,9, 70,7, 70,2, 70,2, 70,0, 69,8, 69,8, 69,8, 69,7, 69,7, 69,7, 69,6,
69,5, 69,4, 69,3, 68,7, 68,2, 67,9, 67,3, 67,0, 63,5, 56,3, 54,9, 52,3, 52,2, 52,0, 51,7, 51,0, 50,8,
50,0, 48,2, 47,9, 47,0, 41,9, 40,6, 40,4, 38,0, 36,2, 35,0, 33,8, 31,7, 31,5, 30,4, 30,1, 29,3, 29,0,
28,5, 28,5,27,9,27,6,26,4,25,9,25,3,24,9, 24,6, 24,1, 24,0, 23,9, 23,6, 23,1, 22,7, 22,1, 21,4,
21,4, 20,8, 20,0, 19,5, 18,0, 17,9, 14,3, 11,1; XPS (Co54H1536N2040288): % atomico: C (284,6
eV) = 65,8, O (531,6 eV) = 20,5, N (398,6 e¢V) = 13,7; MALDI-ToF: m/z calculada para
Cos4H1536N2040288: 20459,2, encontrada: el alto nivel de fragmentacion existente evita la
observacion del pico de ion molecular esperado. Fig. SE44-SE46.
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Figura SE44. Compuesto F1. Espectro de 'H-RMN en DMSO-ds, pico residual del disolvente: DMSO-des a 2,50 ppm.
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Figura SE45. Compuesto F1. Espectro de '3C-RMN en DMSO-ds, pico residual del disolvente: DMSO-ds a 39,5 ppm.
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Figura SE46. A) Espectro XPS del compuesto F1, con las componentes B) C 1s y C) N 1s descompuestas.
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3.3 Fullereno Fc: Cso-(ISELRSE)12
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Siguiendo el procedimiento general de la Fig. SE43 y utilizando el péptido Pc (30 mg,
27,51 umol), se obtuvo el conjugado péptido/[60]fullereno Fc (43 mg, cuant.) como um so6lido
rojo amorfo. 'TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds, 8): 12,12 (br s, 24H), 8,22 (d, J = 7,4 Hz, 12H),
8,06 (d, J= 7,7 Hz, 12H), 8,01 (d, J = 7,8 Hz, 12H), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 12H), 7,93-7,82 (m,
24H), 7,55-7,46 (m, 24H), 7,32 (s, 24H), 7,17 (s, 24H), 6,94 (br s, 12H), 5,16 (br s, 12H), 5,09
(brs, 12H), 4,84 (dd, J= 8,2, 3,1 Hz, SH), 4,71 (t,J= 5,0 Hz, 6H), 4,60-4,44 (m, 12H), 4,38 (t,
J=15,6 Hz, 12H), 4,33-4,24 (m, 84H), 4,18 (td, J=8,5, 4,9 Hz, 16H), 4,12-4,07 (m, 24H), 4,03-
3,98 (m, 18H), 3,95-3,90 (m, 22H), 3,84-3,72 (m, 24H), 3,67-3,62 (m, 15H), 3,58-3,44 (m,
216H), 3,40 — 3,33 (m, 84H), 3,09 (q, J = 6,4 Hz, 24H), 3,00-2,91 (m, 10H), 2,77-2,71 (m,
10H), 2,58-2,52 (m, 48H), 2,24 (dd, J = 9,3, 6,9 Hz, 48H), 2,16-2,08 (m, 6H), 2,02-1,89 (m,
36H), 1,76-1,65 (m, 80H), 1,61-1,42 (m, 140H), 1,15-1,10 (m, 4H), 1,08-0,98 (m, 16H), 0,87
(d,J=6,5Hz, 36H), 0,85-0,78 (m, 108H); 3C-RMN (125,8 MHz, DMSO-ds, 8): 174,1, 174,0,
173,3,172,1,172,0,171,9,171,9,171,4,171,0, 170,9, 170,2, 170,0, 169,0, 169,0, 162,8, 1589,
158,7, 158,4, 158,2, 156,7, 145,0, 143,8, 143,1, 140,7, 134,4, 133,8, 118,4, 116,0, 73,9, 71,9,
70,7, 70,6, 70,3, 70,3, 69,8, 69,8, 69,7, 69,7, 69,6, 69,5, 69,3, 68,7, 68,3, 68,2, 67,9, 67,3, 67,0,
66,7, 63,5, 63,4, 61,7, 61,6, 56,1, 55,0, 54,9, 52,1, 52,0, 51,9, 51,0, 50,0, 47,9, 47,0, 43,6, 40,5,
40,4, 37,1, 35,0, 30,4, 30,2, 30,0, 29,3, 28,9, 28,5, 27,9, 27,1, 27,0, 26,4, 25,9, 25,3, 24,9, 24,6,
24,3,24,1, 23,9, 23,6, 23,1, 22,2, 21,5, 20,8, 20,0, 19,5, 15,3, 11,0; XPS (Cs46H1308N1680312):
% atomico: C (284,6 eV) = 64,3, 0 (531,6 eV) =23,5,N (398,6 V) = 12,1; MALDI-ToF: m/z
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18813,2, encontrada: el alto nivel de fragmentacion

existente evita la observacion del pico de ion molecular esperado. Fig. SE47-SE49.

Calculada para: CgaeH1308N1680312:
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Figura SE47. Compuesto Fc. Espectro de 'H-RMN en DMSO-ds, pico residual del disolvente: DMSO-ds a 2,50 ppm
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Figura SE48. Compuesto Fc. Espectro de '3C-RMN en DMSO-ds, pico residual del disolvente: DMSO-ds a 39,5 ppm.
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Figura SE49. A) Espectro XPS del compuesto Fc, con las componentes B) C 1s y C) N 1s descompuestas.

3.4 Compuesto 8

A una solucién del hexa-aducto 72°2 (120 mg, 51,13 umol) en DMF (4 mL) se afiadi6 azida
sodica (17 mg, 0,26 mmol). La mezcla se agito a 60°C durante 3 dias. Después de este tiempo,
se concentrd el disolvente y se purificod el crudo por cromatografia de exclusion por tamafos
(Sephadex LH-20, MeOH/DCM 1:1), dando lugar al hexa-aducto 8 (120 mg, cuant.) como un
sélido rojo amorfo. FTIR (KBr, v cm™) 3401, 2925, 2856, 2104, 1741, 1261, 1219; 'H-RMN
(500 MHz, CD30D + ¢CDCl3, 9): 4,44-4,26 (m, 24H, OCH>CH2, OCH>CH2 inker, CH>CH3),
3,67-3,61 (m, 14H, CH,0O, CH>CH>N3), 3,61-3,52 (m, 22H, CH.CH>OH, CH2CH>Oinker), 3,37
(t, 2H, J= 4,9, CH,N3), 1,85-1,73 (m, 22H, OCH2CH>, OCH2CHa linker), 1,68-1,56 (m, 22H,
CH>CH>OH, CH>CH:O¥inker), 1,34 (t, 3H, J=7,1, CH.CH3); 3C-RMN (125,8 MHz, CD;0D +
eCDCl3, 0): 164,7 (CO), 146,5 (Cspa fullerenc), 142,1 (Csp2,fulterene), 71,3 (CH20), 71,2 (CH20),
71,2 (CH20), 71,2 (CH20), 71,2 (CH20), 70,8 (CH20), 70,7 (CH20), 70,0 (Csp3,fullerene), 67,8
(OCH2CH2, OCH2CHajlinker), 64,0 (CH2CHs;, CH2CH2Otinker), 62,0 (CH2CH2OH), 51,4
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(CH2N3), 46,7 (Cqpridee), 29,6 (CH2CH20H), 26,7 (CH2CH2O1inker), 26,1 (OCH2CHa jinker), 25,8
(OCH:CH), 14,5 (CH2CHs); MALDI-ToF: m/z calculada para Ci32Hi19N3035: 2354,6,
encontrada: 2377,7 [M+Na]". Fig. SE50-S52.
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Figura SE50. Compuesto 8. Espectro de 'H-RMN en CD30D + €CDCls, sefiales de los disolventes: pico de CDClz a
7,85 ppm, sefal de H20 a 4,84 ppm y pico residual de CDsOD a 3,31 ppm.
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3.5 Compuesto 10

cl

oyl

A una disolucién de Rhodamine B (100 mg, 0,21 mmol) y el derivado de ciclooctino 933
(66 mg, 0,31 mmol) en una mezcla seca de DCM/DMF (5,5 mL, 10:1) bajo atmoésfera de Ar,
se afiaden secuencialmente DMAP (41 mg, 0,33 mmol) y EDAC (60 mg, 0,31 mmol). La
mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche. Una vez completada
la reaccion, se evapord el disolvente. El producto crudo se purific6 por cromatografia en
columna sobre gel de silice (CHCI;/MeOH, 15:1 — 8:1) para obtener el compuesto 10 (140
mg, cuant.) como un aceite rosa. FTIR (KBr, v cm™) 3402, 2929, 2856, 1719, 1590, 1341,
1182, 682; "TH-RMN (300 MHz, CDCl;, 8): 8,32 (dd, J=7,7, 1,5 Hz, 1H, H-Ar), 7,80 (td, J =
7,6, 1,5 Hz, 1H, H-Ar), 7,71 (td, J= 17,7, 1,4 Hz, 1H, H-Ar), 7,28 (dd, J=17,5, 1,4 Hz, 1H, H-
Ar), 7,07 (s, 1H, H-Ar), 7,03 (s, 1H, H-Ar), 6,89 (d, J= 2,5 Hz, 1H, H-Ar), 6,86 (d, /= 2,5 Hz,
1H, H-Ar), 6,80 (s, 1H, H-Ar), 6,79 (s, 1H, H-Ar), 4,22-4,10 (m, 3H, H-1, CH,0), 3,62 (m, 9H,
CH>CH3, CHHO), 3,56-3,47 (m, 4H, CH:0), 3,40 (m, 1H, CHHO), 2,21-2,01 (m, 3H, H-2a,
H-6), 1,97-1,93 (m, 2H, H-2b, H-5a), 1,84-1,72 (m, 2H, H-4a, H-5b), 1,69-1,52 (m, 2H, H-3a,
H-4b), 1,41 (m, 1H, H-3b), 1,31 (t,J = 7,1 Hz, 12H, CH,CH3); 3C-RMN (75 MHz, CDCl;s ,):
164,8 (CO), 158,7 (C-Ar), 157,6 (2 x C-Ar), 155,4 (2 x C-Ar), 133,5 (C-Ar), 133,1 (CH-Ar),
131,4 (CH-Ar), 131,2 (2 x CH-Ar), 130,3 (CH-Ar), 130,1 (CH-Ar), 129,6 (C-Ar), 114,1 (2 x
CH-Ar), 113,4 (2 x C-Ar), 100,1 (C-7), 96,1 (2 x CH-Ar), 92,5 (C-8), 72,7 (C-1), 70,1 (CH20),
68,5 (CH20), 68,2 (CH:0), 64,5 (CH20), 46,0 (CH2CHs), 42,1 (C-2), 34,1 (C-5), 29,6 (C-4),
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26,2 (C-3), 20,6 (C-6), 12,5 (CH2CH3); MALDI-ToF: m/z calculada para CsoH49CIN2Os:
672,3, encontrada: 637,3 [M-CI]*, MALDI-ToF-HRMS: m/z calculada para C40H49N20Os [M-
Cl]*: 637,3636, encontrada: 637,3653. Fig. SE53-SE54.
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Figura SE53. Compuesto 10. Espectro de "H-RMN en CDCls, sefal residual de CDClsz a 7,26 ppm.
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Figura SE54. Compuesto 10. Espectro de *C-RMN en CDCl3, sefal residual de CDCl3 a 77,2 ppm.
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3.6 Compuesto 11

El derivado de Rodamina B 10 (23 mg, 33,99 umol) y el hexa-aducto 8 (40 mg, 16,99
umol), fueron disueltos en DMSO (2 mL) en un vial de microondas sellado. La disolucién se
calent6 a 50°C en un horno de microondas durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, la
solucion se purificdé por cromatografia de exclusion por tamafio (Sephadex LH-20,
MeOH/DCM 1:1), dando lugar al hexa-aducto 11 (51 mg, 99%) como un sélido amorfo rojo.
FTIR (KBr, v cm™) 3404, 2925, 2857, 1740, 1589, 1262, 1219, 713; 'H-RMN (500 MHz,
CD;0OD + ¢CDCls, 9): 8,34 (d, J= 17,8 Hz, 1H, H-Ar), 7,84 (t,J= 6,9 Hz, 1H, H-Ar), 7,78 (t, J
=17,1 Hz, 1H, H-Ar), 7,38 (m, 1H, H-Ar), 7,15-7,04 (m, 2H, H-Ar), 7,02-6,90 (m, 2H, H-Ar),
6,93-6,85 (m, 2H, H-Ar), 4,86 (m, 1H, H-1mi.), debajo del agua (1H, H-1;.), 4,58 (d, J = 10.5
Hz, 1H, NCH>CH20mi), 4,44-4,13 (m, 27H, OCH>CH,, CHzg;, OCH>CHa linker, CH20,
NCH>CH20wyj.), 3,88 y 3.79 (m, 2H, NCH2CH>Ovoth isomers), 3,73-3,39 (m, 46H, CH.CH,OH,
CH2CH:O%inker, CH20, NCH>CH3), 3,04 y 2,76 (m, 2H, H-6poth isomers), 2,23 (m, 1H, H2an;),
2,04 (m, 2H, H2am;., H2bm), 1,78 (m, 25H, OCH2CH>, OCH2CH> jinker, H2bmj., H-3), 1,68-1,50
(m, 26H, HOCH,CH>, OCH>CHa jinker, H-4, H-5), 1,31 (m, 12H, NCHCH3), 0,88 (t, J = 6,8
Hz, 3H, CH3 g(); BC-RMN (125,8 MHz, CD30D + ¢CDCl3, 8): 166,1 (CO), 164,7 (COtutterenc),
159,8 (C-Ar), 158,9 (2xC-Ar), 156,7 (2xC-Ar), 146,6 (Cspz fullerenc), 145,3 (C-Tnmj), 144,9 (C-
8min), 142,2 (Csp,futterenc), 136,5 (C-8mj), 135,6 (C-Tmin), 134,6 (C-Ar), 134,0 (CH-Ar), 132,3
(CH-Ar), 132,2 (2xCH-Ar), 131,3 (CH-Ar), 131,0 (CH-Ar), 130,9 (C-Ar), 115,2 (2xCH-Ar),
114,5 (2xC-Ar), 97,1 (2xCH-Ar), 75,5 (C-1mj), 72,6 (C-1min), 71,4, 71,3, 71,3, 71,2, 71,2, 71,1
(CHZO), 709, 70.6 (OCHZCHZNbOth isomers), 70.1 (CspS,fullerene), 695, 69.4 (CHZOboth isomers), 688,
68.5 (CH2Ob0th isomers), 67.9 (OCHZCHZ, OCHZCHZ,linker), 656, 65.5 (CHZOboth isomers),
64,1(CH2CH3, CH2CH:Ortinker), 62,0 (CH2CH20H), 49,6 (NCH2CHzmin), debajo del CD3OD
(NCH2CHa2,mj), 46,9 (Cq,bridge), 46,7 NCH2CH3), 36,3 (C-21j), 32,7 (C-2min), 30,1 (C-5min), 29,8
(CH2CH20¥inker), 29,6 (CH2CH2OH), 27,7 (C-5mj), 26,8 (C-4mj), 26,2 (C-4min), 26,0
(OCH2CH2 jinker), 25,9 (OCH2CH>), 25,1 (C-6min), 23,4 (C-3min), 21,9 (C-3m;), 20,9 (C-6mj), 14,5
(CH3 ), 12,9 (NCH2CH3); MALDI-ToF: m/z calculada para Ci72Hi6sCINsO43: 30274,
encontrada: 2992,0 [M-CI]". Fig. SE55-SE57.
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Figura SE56. Compuesto 11. Espectro de *C-RMN en CD30D + £CDCls, sefiales de los disolventes

de CDClz a 77,2 ppm y CD30D a 49,0 ppm.
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Figura SE57. Compuesto 11. Espectro de MALDI-ToF (matriz: DCTB).

3.7 Compuesto 13
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A una disolucion del compuesto 11 (40 mg, 13,22 umol), junto con el derivado de
ciclooctino 12°% (62 mg, 0,20 mmol) y DPTS (20 mg, 66,10 pmol) en una mezcla seca de
DCM/DMF (1,7 mL, 7,5:1) bajo atmosfera de Ar, se anadio DCC (41 mg, 0,20 mmol) en
DCM:seeo (1 mL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche.
Una vez completada la reaccion, se filtro la la diciclohexilurea en un filtro de vidrio y se lavo
con DCM. El crudo de reaccion se purificé mediante cromatografia de exclusion por tamanos
(Sephadex LH-20, MeOH/DCM 1:1), para obtener 13 (80 mg, 99%) como un aceite rosa. FTIR
(KBr, v cm!) 2926, 2857, 2208, 1731, 1590, 1210, 1159, 1096, 764; 'TH-RMN (500 MHz,
CDCls, 9): 8,28 (m, 1H), 7,85-7,75 (m, 2H), 7,71 (t, J= 7,0 Hz, 1H), debajo del CDCl; (m, 1H),
7,06-6,99 (m, 4H), 6,90-6,78 (m, 5H), 4,78 y 4,64 (m, ambos isémeros, 1H), 4,53-3,99 (m,
78H), 3,86 and 3,79 (m, ambos isomeros, 2H), 3,72-3.43 (m, 86H), 3,01, 2,98 y 2.76 (m, ambos
isomeros, 2H), 2,61 (m, 40H), 2,35 (m, 1H), 2,27-2,04 (m, 33H), 2,00-1,85 (m, 20H), 1,85-1,52
(m, 89H), 1,40 (m, 11H), 1,35-1,18 (m, 18H); 3C-RMN (125,8 MHz, CDCl;, §): 172,3, 172,2,
165,0, 163,7, 157,8, 155,6, 152,0, 145,8, 141,1, 134,9, 134,8, 131,3, 128,2, 128,0, 126,4, 114,3,
113,6, 100,1, 98,4, 96,5, 92,8, 88,6, 72,8, 70,7, 70,7, 70,6, 70,4, 69,1, 69,0, 68,8, 68,5, 68,3,
66,5, 63,9, 55,5, 46,2, 43,7, 42,3, 34,3, 33,9, 33,2, 32,1, 31,0, 30,9, 30,5, 30,0, 29,8, 29,2, 29,0,
27,1, 26,4, 25,2, 23,7, 21,3, 20,7, 12,7, MALDI-ToF: m/z calculada para C339H395096N5S:
6107,9, encontrada: 5936.5 [M-anion]*. Fig. S58-S60.
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Figura SE58. Compuesto 11, Espectro de "H-RMN en CDCls, sefal residual del CDCl3 a 7,26 ppm.
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Figura SE59. Compuesto 13. Espectro de *C-RMN en CDCl3, sefal residual de CDCl3 a 77,2 ppm.
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Figura SE60. Compuesto 13. Espectro de MALDI-ToF (matriz: DCTB).

3.8 Procedimiento general para la reaccion “click” tipo SPAAC para obtener los
hexa-aductos asimétricos F1RB y FcRB

El derivado de ciclooctino 13 (1 equiv) y los péptidos Py 0 Pc (10 equiv), se disolvieron en
DMSO (0,6 mL) en un vial de microondas sellado. La disolucion se calentd a 50°C en un horno
de microondas durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, la solucion se precipitd con una
mezcla de CHCls/Hexano (1:1, 6000 rpm, 8 min) y se liofilizé, obteniendo los compuestos FyR®
o FcRB (Fig. SE61).
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3.9 Fullereno Fi*B: RB-Cs-(IELLQARK)0

RO,
{
o
S
q,
- Zo
OsSQ é o/ OR
I
o T
Q §
O o\ o N:O
NNN\o g

o
IN\A

186



Seccion Experimental, Capitulo 111

Siguiendo el procedimento general de la Fig. SE61 y empleando el péptido Py (31 mg,
25,25 umol), se obtuvo el conjugado péptido/[60]fullereno FiRB (46 mg, 99%) como un solido
rosa amorfo. "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds ,8): 12,17 (br s, 10H), 8,51 (d, J = 7,9 Hz, 10H),
8,24 (m, 1H), 8,19 (d, J = 8,1 Hz, 10H), 8,11 (br s, 30H), 8,06-7,98 (m, 30H), 7,93 (d, J= 7,6
Hz, 10H), 7,84-7,75 (m, 10H), 7,71-7,60 (m, 20H), 7,49 (m, 2H), 7,43-7,24 (m, 32H), 7,20 (m,
2H), 7,14-7,07 (m, 6H), 7,06-6.93 (m, 21H), 6,81 (s, 10H), 4,86-4,82 (m, 3H), 4,71 (m, 4H),
4,58-4,46 (m, 8H), 4,41-4,17 (m, 88H), 4,15-4,08 (m, 30H), 4,03-3,96 (m, 16H), 3,87-3,82 (m,
20H), 3,81-3,74 (m, 16H), 3,70-3,66 (m, 12H), 3,62-3,35 (m, 260H), 3,13-3,02 (m, 40H), 3,02-
2,91 (m, 9H), 2,78-2,66 (m, 9H), 2,57-2,51 (m, 40H), 2,35-2,17 (m, 24H), 2,11 (t, J = 8,2 Hz,
24H), 2,04-1,96 (m, 6H), 1,91-1,81 (m, 24H), 1,77-1,38 (m, 272H), 1,20 (d, /= 7.0 Hz, 56H),
1.15-1,08 (m, 15H), 1,02-0,95 (m, 5H), 0,89-0,79 (m, 180H); *C-RMN (125,8 MHz, DMSO-
ds ,0): 174,1,174,0,173,4,172,3,172,0,172,0, 171,8, 171,0, 170,4, 169,1, 169,0, 167,6, 162,8,
158,8, 158,6, 158,5, 158,3, 158,1, 156,8, 156,8, 155,1, 145,0, 143,8, 143,1, 140,6, 134,4, 133,7,
130,9, 128,1, 127,9, 125,5, 120,7, 118,3, 115,9, 113,6, 75,4, 73,9, 71,9, 70,7, 70,3, 70,2, 70,0,
69,9, 69,8, 69,8, 69,8, 69,7, 69,7, 69,7, 69,6, 69,5, 69,4, 69,3, 68,2, 68,2, 67,9, 67,5, 67,3, 67,0,
63,5, 63,4, 56,3, 52,3, 52,2,52,0,51,8, 51,0, 50,8, 50,0, 48,2, 47,9, 47,0, 45,3, 43,0, 41,9, 40,6,
40,4, 38,0, 36,3, 35,0, 33,9, 33,5, 33,2, 31,7, 31,5, 30,7, 30,4, 30,1, 29,3, 29,0, 28,5, 27,9, 27,6,
26,4,25,9,25,3,24,9,24,6,24,1, 24,0, 23,9, 23,6, 23,3, 23,1, 22,7, 22,2, 21,4, 21,4, 20,8, 20,0,
19,5, 18,0, 17,9, 14,3, 12,2, 11,1; XPS (CssoH1365N17502565): % atomico: C (284,6 eV) = 67,2,
O (531,6 eV) = 19,8, N (398,6 eV) = 13,1; MALDI-ToF: m/z calculada para
CseoH1365N1750256S: 18380,9, encontrada: el alto nivel de fragmentacion existente evita la
observacion del pico de ion molecular esperado. Fig. SE62-SE64.
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Figura SE62. Compuesto F1®8, Espectro de "H-RMN en DMSO-ds, sefales de los disolventes: pico residual de DMSO-
ds a 2,50 ppm y sefal de CHCl3 a 8,32 ppm.
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Figura SE63. Compuesto F1R8, Espectro de '3C-RMN en DMSO-ds, sefales de los disolventes: pico residual de
DMSO-ds a 39,5 ppm y senal de CHCl; a 79,2 ppm.
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Figura SE64. A) Espectro XPS del compuesto F1®B con las componentes B) C 1s y C) N 1s descompuestas.
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3.10 Fullereno FcRB: RB-Ceo-(ISELRSE)q

2

our~o™~°

SZ o™

z

ZO
N @ N
ROfO N N OxOR

2 ¢

{ $

N ¢

QO o

2OR FiOs
HZN:K NH,

Siguiendo el procedimento general de la Fig. SE61 y empleando el péptido Pc (24,5 mg,
22,46 pmol), se obtuvo el conjugado péptido/[60]fullereno FcR® (38 mg, cuant.) como un s6lido
rosa amorfo. 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds ,8) 12,12 (br s, 20H), 8,22 (d, J = 7,5 Hz, 11H),
8,07 (d, J=17,7 Hz, 10H), 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 11H), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 10H), 7,93-7,84 (m,
20H), 7,56-7,44 (m, 23H), 7,32 (s, 20H), 7,17 (s, 14H), 7,13-6,75 (m, 25H), 5,16 (br s, 10H),
5,09 (brs, 10H), 4,86-4,82 (m, 3H), 4,71 (t, J= 4,8 Hz, 4H), 4,59-4,44 (m, 9H), 4,38 (t,J=5,5
Hz, 10H), 4,35-4,23 (m, 74H), 4,18 (td, J = 8,4, 4,8 Hz, 14H), 4,13-4,07 (m, 20H), 4,04-3,97
(m, 16H), 3,95-3,91 (m, 18H), 3,84-3,69 (m, 20H), 3,67-3,62 (m, 15H), 3,59-3,42 (m, 208H),
3,39-3,31 (m, 84H), 3,09 (q, /= 6,4 Hz, 20H), 3,03-2,89 (m, 9H), 2,78-2,67 (m, 9H), 2,59-2,51
(m, 40H), 2,24 (t,J = 8,0 Hz, 40H), 2,17-2,08 (m, 6H), 2,03-1,87 (m, 30H), 1,76-1,64 (m, 70H),
1,61-1,41 (m, 120H), 1,24-1,17 (m, 14H), 1,09-0,93 (m, 18H), 0,88-0,78 (m, 120H); *C-RMN
(125,8 MHz, DMSO-ds ,6): 174,1,174,0,173,2,172,1,171,9,171,9,171,3,171,0, 170,8, 170,1,
169,9, 169,0, 169,0, 162,8, 158,8, 158,6, 158,3, 158,1, 156,7, 155,1, 145,0, 143,8, 143,1, 140,38,
134,8, 134,4, 133,7, 130,9, 128,1, 127,9, 125,5, 120,8, 118,4, 116,0, 113,0, 95,8, 75,4, 73,9,
71,8, 70,7, 70,6, 70,3, 70,3, 69,8, 69,8, 69,7, 69,7, 69,6, 69,4, 69,3, 68,2, 68,2, 67,9, 67,5, 67,3,
67,0, 66,7, 63,5, 63,4, 61,7, 61,6, 56,0, 55,0, 54,9, 52,1, 52,0, 51,9, 51,0, 50,0, 47,9, 47,0, 45,3,
43,6,40,4, 37,1, 35,0, 33,5, 32,0, 30,4, 30,2, 30,0, 29,3, 28,9, 28,5, 27,9, 27,1, 27,0, 26,4, 26,1,
25,3,24.9,24,6,24,3,24,1,23,9, 23,6, 23,3, 23,1, 22,2, 21,5, 20,8, 20,1, 19,5, 15,3, 15,2, 12,4,
11,0; XPS (C779H1175N1450276S): % atomico: C (284,6 eV) = 64,2, O (531,6 eV) = 23,9, N
(399,6 eV) = 11,8; MALDI-ToF: m/z calculada para C779H1175N1450276S: 17009,2, encontrada:
el alto nivel de fragmentacion existente evita la observacion del pico de ion molecular esperado.
Fig. SE65-SE67.
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Figura SE67. A) Espectro XPS del compuesto FcR® con las componentes B) C 1s y C) N 1s descompuestas.

4. Procedimiento general para los experimentos de SPR
4.1 Preparacion de la superficie del sensor recubierta de E-selectina

En primer lugar, el chip ProteOn GLH se activo haciendo fluir una mezcla 1:1 de 0,1 M de
Sulfo-NHS y 0,4 M de EDAC en agua (5 min, 25°C, 30 uL/min de flujo). A continuacion, se
inmovilizd la E-Selectina en diferentes canales haciendo fluir soluciones de 25, 35 o0 50 pg/mL
en tampon de acetato 10 mM pH 4/5, dando como resultado valores de 4000, 8000 y 12000
unidades de respuesta (RUs), que corresponden a coberturas de baja densidad (LD), media
densidad (MD) y alta densidad (HD) respectivamente. Posteriormente, los grupos reactivos
restantes se desactivaron haciendo fluir una solucién de clorhidrato de etanolamina 1M a pH
8,5 (3 min, 25°C, 30 pL/min). Se prepard un canal que actuara como blanco mediante la
activacion con Sulfo-NHS/EDAC, y posterior flujo de clorhidrato de etanolamina 1M,
utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente. El tampdn de analisis empleado fue
10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1 mM CaCl,, I mM MgCls, 0,05% Tween 20, pH = 7,4.

4.2 Ensayos de interaccion

Se prepararon diferentes disoluciones en el buffer de analisis mencionado anteriormente
de sLeX (5-0,31) mM y los péptidos Py y P2 (4-0,25) mM. Las disoluciones de los fullerenos
Fi, Fc, FiRB y FcRB (12,5-0,78) uM se prepararon afiadiendo primero DMSO vy luego el buffer
de analisis hasta obtener una concentracion final de 2% de DMSO v/v en buffer. Los
sensogramas para cada ligando se registraron a 30 pL/min en todos los canales con una
inyeccion de 240s (periodo de asociacion) seguida de 600s de buffer de anélisis (periodo de
disociacion). Después de cada ciclo de unidn, la superficie del chip se regener6 con glicerol al
50% en agua durante 30s a 25°C y 100 pL/min. Se realizaron inyecciones duplicadas de cada
concentracion.
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4.3 Analisis cinético de la union de sLe* y los péptidos, P; y P; a la E-selectina
Los sensogramas de SPR se ajustaron a un modelo de unién 1:1. En la fase de asociacion,

la constante cinética de asociacion de pseudo-primer orden del analito a la superficie se calculd
utilizando la ec. 3.

R =R, - (1— e Forst) [3]

Donde R, es la respuesta en el equilibrio y ks €s la constante cinética aparente (k,,s =
k, - C + kg, siendo C la concentracion del analito).

En la fase de disociacion, se empleo la ec. 4:

R =R, - e kalt=to) [4]

Donde R, y t, se tomaron como la respuesta y el tiempo global al inicio de la fase de
disociacion.

a) b) c)
20- 1001
ﬂ 804
2 1] : l; | 60
s JAILTTT
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| Sl
o Ly \’ { [ \ » J
R W
o 0?}.. & ‘*‘&W‘wi ol vlh.,q\..lw .......... 5 ;
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Figura SE68. Sensogramas de SPR de la union de a) sLeX (5-0,31) mM, b) P1 c) P2 (4-0,25) mM, a las superficies
funcionalizadas con E-selectina. Graficos representativos para la funcionalizacion LD. Las constantes cinéticas
obtenidas (ks, k¢ y Kb, Tabla 3) corresponden a la media de las constantes cinéticas para cada una de las
concentraciones en la superficies de LD de E-selectina.

4.4 Analisis cinético de la union de los fullerenos F; y FiR® a la E-selectina

Para evitar los complejos perfiles de unidn tipicos de las interacciones multivalentes,
llevamos a cabo un anélisis cinético de la unién del huésped multivalente a concentraciones
diluidas con tiempos de asociacidon cortos o de disociacion largos, como se describe en la
literatura.>>® En particular, se consideraron tiempos de asociacion inferiores a 50 s y tiempos
de disociacion superiores a 360 s contando desde el inicio de la fase de disociacion, es decir
tiempo > 600 s (ver Fig. SE69, lineas amarillas y rojas respectivamente). Se utilizaron modelos
cinéticos de primer orden como se ha descrito anteriormente. Los ajustes no lineales se

realizaron en R utilizando el algoritmo de minimizacion de Levenberg-Marquardt.3>®
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Figura SE69. Sensogramas de SPR (arriba) y representacion de kobs vs. concentracion (abajo) de a) F1y b) F1R8
(12,5-0,78) uM, uniéndose a la superficie funcionalizada con E-selectina. Graficos representativos de la
funcionalizacion de LD. Las constantes cinéticas obtenidas (ka, ka y Kp,Tabla 3) corresponden a la media de las
constantes cinéticas para cada una de las concentraciones. Paneles a y b también forman parte de la Fig. 47.

4.5 Factor de mejora

El factor de mejora ()¢ debido a la multivalencia del conjugado péptido/[60]fullereno
F1 se calcul6 utilizando la ec. 5:

,[)) _ Kp (monovalent)

[5]

Kp(multivalent): Nimero de ligandos

4.6 Sensogramas de los conjugados control péptido/[60]fullereno Fcy FcRB
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Figure SE70. Sensogramas de SPR de la interaccion de a) Fc y b) FcR8 (12.5-0.78) puM a la superficie funcionalizada
con E-selectina. Graficos representativos para la funcionalizacion de baja densidad (LD).
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5. Lineas celulares y cultivos

La linea celular HUVEC se incub6 en un incubador de COza 37°C, 5% de CO2y 95% de
humedad con medio de crecimiento celular endotelial. Las células HUVEC (100.000
células/mL) se sembraron en una placa negra de fondo de cristal de 96 pocillos. Un dia antes
del ensayo, una fraccion de las células fue tratada con 10 ng/mL de TNFa durante 12h para
inducir la sobreexpresion de E-selectina. Al dia siguiente, las células se lavaron con tampon
HKR (5mM HEPES, 137 mM NaCl, 2,68 mM KClI, 2,05 mM MgCls, 1,8 mM CaCl,, pH =7,4)
y los nucleos se tifieron por incubacion con 1 uM Hoechst 33342 en HKR durante 30 min. Cada
conjugado de fullereno se disolvié afiadiendo primero DMSO y luego H>O hasta una
concentracion final del 2% de DMSO en agua para obtener un stock concentrado. La
concentracion se determind mediante la absorcion UV-Vis de la rodamina B (A=555, ¢=91674
M-lem!). De este stock concentrado se extrajo el volumen necesario de compuesto para obtener
una solucion de 10 uM en HKR. Las células se incubaron con cada conjugado (FiR® o FcRB)
durante 30 minutos y luego se lavaron para eliminar el exceso de fullereno utilizando una
solucion de heparina en HKR (1x100 pL, 0,1 mg/ml) y buffer HKR (2x100 pL). A
continuacion, se procedi6 a la obtencion de las micrografias mediante el microscopio confocal.

Las imagenes fueron analizadas con Fiji.>63

6. Protocolo general para la citometria de flujo

Un dia antes del ensayo, las células se sembraron en placas de cultivo de poliestireno de
96 pocillos afiadiendo 100 pL (100.000 células/mL) por pocillo. Una fraccion de las células se
traté con 10 ng/mL de TNFa durante 12h para inducir la sobreexpresion de E-selectina. Al dia
siguiente, se aspird el medio y se incubaron las células con cada conjugado (FiRB o FcRB) a 10
uM en tampon HKR. Tras 30 minutos de incubacion a 37°C, se aspir6 el tampon; las células se
lavaron con solucion de heparina (1x100 pL, 0,1 mg/mL) y tampén HKR (2x100 pL). Por
ultimo, se anadi6 100 pL tripsina-EDTA en cada pocillo y se incubaron las células durante 15
min a 37°C. Seguidamente, se anadieron a las células 100 pL. de una solucién de 2% de FBS y
5 mM de EDTA en PBS para neutralizar la tripsina. A continuacidn, se analizaron 2500 células
de cada pocillo por citometria de flujo. Se selecciono la poblacion de células con parametros
FSC/SSC tipicos y se identificaron los singletes mediante SSC-H/SSC-W. Se determiné la
mediana de fluorescencia del canal Orange-G (Aex = 532 nm, Aem = 620/52 nm) para esta
poblacion. Los datos se presentan como la media de la mediana de la intensidad de fluorescencia
de tres réplicas + desviacion estandar.
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La membrana celular regula el intercambio de moléculas e
informacion con el entorno externo, en donde las interacciones
proteina-carbohidrato cobran especial importancia y estan
involucradas en muchos procesos bioldgicos y patologicos,
desde la comunicacion celular hasta la metastasis tumoral. Sin
embargo, la membrana plasmatica, también actia como una
barrera semipermeable que impide el paso de macromoléculas
exogenas. El desarrollo de nuevos materiales organicos
hibridos que alcancen sus dianas intracelulares y que sean
capaces de controlar los eventos de reconocimiento molecular
ligando-receptor dotandolos de una alta selectividad y
especificidad, representa un gran reto para el desarrollo de la
proxima generacion de terapias y métodos de diagnoéstico.
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