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RESUMEN

Hoy en dia las enfermedades del SNC aun suponen un gran desafio para la
industria farmacoldgica, debido a la baja tasa de penetracion de la BHE que
exhiben muchas de las drogas actualmente empleadas como tratamiento. En
este sentido, el desarrollo de estructuras macromoleculares a través de la
nanotecnologia representa una alternativa para la entrega exitosa de farmacos a

través de esta compleja membrana.

En esta tesis doctoral se describe el disefio, sintesis, caracterizacion y ensayos
biol6gicos de un nuevo nanotransportador bifuncional que tiene como base al
dendrimero PAMAM de cuarta generacion, el cual fue acetilado para disminuir su
citotoxicidad intrinseca, posteriormente conjugado con el péptido penetrante de
células pTAT (un vector de internalizacion celular), y a su vez con el péptido

CIELFQAR, un ligando de gran afinidad por la proteina E-selectina.

La primera etapa del trabajo de investigacion consistiéo en la busqueda de un
péptido mutante de mayor afinidad por E-selectina a partir del péptido nativo
IELLQAR mediante estudios de docking, DM y célculos de energia libre por el
método MM/GBSA. La afinidad experimental de los péptidos candidatos se
realiz6 por la técnica MST, donde se validé la tendencia de unién por la proteina

a través de los valores de Ka.
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La segunda etapa consisti0 en la sintesis del nuevo nanotransportador
bifuncional, para el cual se eligi6 al péptido de mayor afinidad CIELFQAR.
Asimismo, se sintetizé un nanotransportador control con el péptido CIELLQAR
que sirvid para validar su internalizacion celular y su especificidad por E-

selectina.

Los nanotransportadores sintetizados presentaron baja toxicidad tanto en el
modelo de células endoteliales (HUVEC/TERT2) como en el modelo de células
de céncer cerebral (T98G). Por otra parte, la internalizacion de AC50-pTAT-
CIELFQAR en ambas lineas celulares fue mediada selectivamente por el
receptor E-selectina en comparacion a AC50-pTAT-CIELLQAR y los dendrimeros

precursores AC50 y AC50-pTAT.

En consecuencia, se reporta la obtencidon del nanotransportador bifuncional
AC50-pTAT-CIELFQAR, el cual se perfila como una novedosa macromolécula
dirigida hacia la BHE con potencial aplicacion en el tratamiento de enfermedades

del neurodegenerativas y cancer cerebral.
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ABSTRACT

Nowadays, CNS diseases still pose a great challenge for the pharmaceutical
industry, since many of the current treatments have a low penetration rate of the
BBB. In this sense, the development of macromolecular ensembles aided by
nanotechnology represents a valuable alternative for the successful delivery of

drugs across this complex membrane.

This doctoral thesis describes the design, synthesis, characterization and
biological assays of a new bifunctional nanocarrier based on the fourth generation
PAMAM dendrimer, which was acetylated to decrease its intrinsic cytotoxicity,
subsequently conjugated with the cell penetrating peptide pTAT (a cell
internalization vector), and also with the CIELFQAR peptide, a high-affinity ligand

for the E-selectin protein.

The first stage of the research work consisted in the search for a mutant peptide
with higher affinity for E-Selectin, which was derived from the native IELLQAR
peptide through docking studies, DM and MM/GBSA free energy calculations. The
experimental affinity of candidate peptides was performed by the MST technique,

where the binding tendency for the target protein was validated through Kq values.

The second stage consisted of the synthesis of the new bifunctional nanocarrier,

for which the highest affinity peptide CIELFQAR was chosen. A nanocarrier with

16



the CIELLQAR peptide was also synthesized in order to validate its cellular

internalization and its specificity for E-selectin.

The synthesized nanocarriers showed low toxicity in both endothelial cell model
(HUVEC/TERT2) and brain cancer cell model (T98G). Moreover, the
internalization of ACS50-pTAT-CIELFQAR in both cell lines was selectively
mediated by the E-selectin receptor compared to AC50-pTAT-CIELLQAR and the

precursor dendrimers AC50 and AC50-pTAT.

Consequently, we report here the development of the bifunctional nanotransporter
AC50-pTAT-CIELFQAR, which is a novel emerging macromolecule targeting the
BBB with potential application on the treatment for neurodegenerative diseases

and brain cancer.
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CAPITULO 1. Introduccién
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1.1 ENFERMEDADES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) son en conjunto un grupo
de desérdenes neuroldgicos que afectan la estructura y funcionamiento del
cerebro o de la médula espinal. Se caracterizan por tener un origen multifactorial
entre los que destacan aquellos inherentes a un desorden metabdlico, accidente
cerebrovascular, tumor cerebral (ej. glioblastoma multiforme), condicién
degenerativa, dafios causados por procesos infecciosos, entre otros. Algunas de
estas enfermedades son crénicas e incurables cuyos efectos incapacitantes

pueden prolongarse por afios e incluso décadas.M

El tratamiento farmacol6gico para este tipo de afecciones resulta ser ineficaz
debido a la dificultad que presentan algunos principios activos de permear la
barrera hematoencefalica (BHE) y llegar hasta el blanco de accion, logrando
acumularse s6lo un pequefio porcentaje del farmaco administrado inicialmente a
través del torrente sanguineo.” La BHE, una barrera dinamica y compleja
formada por células endoteliales, recubre los vasos sanguineos del SNC,
impidiendo la entrada de organismos patdgenos y sustancias no deseadas, como
es el caso de muchas moléculas terapéuticas.®># Debido a que la BHE esta
compuesta por membranas biolégicas, se ha tomado ventaja de las proteinas
transmembrana presentes en ellas para mejorar el transporte de farmacos

mediante un proceso de internalizacion celular.
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Actualmente, a través de la nanotecnologia, se han desarrollado numerosas
estrategias para superar los problemas encontrados en la terapia farmacolégica
relacionados con la biodistribucion y baja especificidad de la droga. El uso de
nanotransportadores para la administracion de farmacos ha tenido un impacto
positivo tanto para el tratamiento como en el diagndstico de diversas patologias
como el cancer gracias al transporte selectivo de moléculas “target” hacia las

células tumorales, minimizando los efectos colaterales en células no afectadas.P!

1.1.1 Dendrimeros PAMAM como nanotransportadores hacia el Sistema

Nervioso Central (SNC)

Entre los nanotransportadores de farmacos capaces de atravesar la BHE se
encuentran aguellos basados en liposomas, liposomas cationicos, lipidos sélidos,
nanoemulsiones y polimeros, bien sea de origen natural o sintético.51% [os
nanotransportadores de este Ultimo tipo han sido los mas estudiados ya que
presentan una importante ventaja estructural y es la posibilidad de incorporar
agentes hidrofilicos en su superficie con el fin de mejorar su solubilidad en
condiciones fisiolégicas, haciéndolos capaces de transportar moléculas de
limitada solubilidad en agua y farmacocinética deficiente. De esta manera, con el
uso de diferentes polimeros modificados superficialmente se ha conseguido
administrar al SNC una gran variedad de moléculas que incluyen analgésicos,

esteroides, anticancerigenos, anticonvulsivantes, antiretrovirales, drogas contra
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el Parkinson y Alzheimer, asi como algunas enzimas y otro tipo de

macromoléculas haciendo uso de nanotransportadores biodegradables.!*!]

En afos recientes, los polimeros de poli-lamidoamina], mejor conocido como
dendrimeros PAMAM, han sido considerados como excelentes de
nanotransportadores que ejerzan su accion en el SNC, juntamente con los
derivados del poli-[butilcianoacrilato] (PBCA) y poli-[acido lactico] (PLA). [12-14 Se
trata de macromoléculas sintéticas altamente ramificadas, de tamafio bien
definido y forma globular. Estan formadas por un nucleo de etilendiamina del cual
emergen subunidades ramificadas de funciones amido-amida, desde el interior
hacia la superficie, formando capas homocéntricas llamadas generaciones (Fig.

1.1).0518)

Entre las caracteristicas que poseen los dendrimeros PAMAM se pueden
mencionar: a) la posibilidad de funcionalizar covalentemente su superficie con
modulos de orientacidn activa que permitan dirigir al nanotransportador a un
blanco especifico (active targeting), entre ellos, ligandos, anticuerpos,
tensoactivos, entre otros; b) Aumento en la acumulacion del farmaco al interior
de las cavidades hidrofébicas del dendrimero debido a procesos de
encapsulacién, gobernado por interacciones no covalentes y c) Presentan
mecanismos de liberacibn controlada del farmaco, mejorando su

biodisponibilidad.[20-23]
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Figura 1.1 Representacion de la estructura quimica de dendrimeros poliamidoamina
(PAMAM).[x9

No obstante, los dendrimeros PAMAM poseen una limitacién como transportador
de especies activas y es la facilidad de ser eliminado del torrente sanguineo sin
haber alcanzado antes el sitio de accién. Por otra parte, su citotoxicidad aumenta
con el grado de generacion del dendrimero, debido a la carga superficial
altamente positiva que le confiere la protonacion de las aminas primarias
ubicadas en su periferia a pH fisioldgico.l?*26] Para superar este inconveniente,
se ha empleado la estrategia de modificacién superficial de los dendrimeros
PAMAM con algunas moléculas neutras o anionicas que disminuyan el valor de
la carga neta de la macromolécula y que a su vez favorezcan la biodisponiblidad

del transportador.[27-2°]
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En los ultimos afios, en nuestro grupo de investigacion se ha funcionalizado la
superficie de dendrimeros PAMAM con diversas moléculas a fin de mejorar la
viabilidad celular y maximizar la encapsulacion de farmacos con propiedades
antiinflamatorias y anticancerigenas.l*%2 Recientemente, se estudid la
internalizacion celular de dendrimeros PAMAM en neuronas del hipocampo de
ratones para evaluar la influencia de su modificacion superficial sobre la
neurotoxicidad. Para ello, se sintetizaron dendrimeros PAMAM (G4) marcados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC), a los que se unié covalentemente PEG
(PP-50%), 2-carboxi-etil-Acrilato (PA-30%) y acido félico (PFO-25%). El analisis
realizado por microscopia confocal de fluorescencia mostr6 que sélo los
dendrimeros PAMAM G4 y PFO-25% fueron capaces de entrar a las neuronas,
mientras que PP-50% y PA-30% permanecieron fuera de ella.33! Esto nos motivd
a realizar nuevos estudios modificando la superficie de PAMAM con vectores que
también sean capaces de internalizarse en neuronas, y con ligandos que ademas
muestren especificidad hacia un receptor especifico que se sobreexprese

durante la manifestacion de enfermedades neurodegenerativas.

En tal sentido, la busqueda de dichos vectores ha sido dirigida hacia aquellos que
mimeticen los procesos naturales, tal como ocurre con la permeabilidad de
proteinas en membranas celulares, en donde segmentos especificos de la gran
cadena de aminoacidos sirven como moléculas diana para la internalizacion.[34
Gracias a los recientes avances de la biologia celular y molecular se ha logrado

aislar segmentos de péptidos de anticuerpos, virus y otras proteinas naturales
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gue cumplen con estas caracteristicas, dando origen a un selecto grupo de
moléculas conocido como Péptidos Penetrantes de Células (CPPs, por sus siglas

en inglés).["]

1.1.2 Péptidos Penetrantes de Células: 1-HIV TAT

Los CPPs son péptidos pequefios que poseen dominios de transduccion
formados por secuencias de menos de 20 aminoacidos, caracterizados por
penetrar la barrera lipofilica de las membranas celulares.l®¢! Se dividen en dos
tipos principales: los péptidos derivados de proteinas naturales con funciones
penetrantes y los péptidos sintetizados artificialmente, disefiados para optimizar
la actividad de los ya existentes.l*”l El uso de CPPs ha sido un area recientemente
explorada con un potencial desarrollo de investigacién. Desde su descubrimiento
hasta la actualidad, los CPPs se han estudiado como vectores de internalizacion
celular en la entrega de una variedad de especies bioldgicamente activas como
proteinas, material genético, anticuerpos e incluso nanotransportadores de
farmacos.*3% Los mecanismos de internalizacion propuestos dependen del CPP
y del medio,®*®38 pero en general se proponen dos: 1) endocitosis celular o 2)

traslocacion directa.39-41]

Uno de los CPPs mas estudiados es el péptido trans-activador de transcripcion
(TAT) derivado del Virus-1 de la inmunodeficiencia humana (HIV-1),

perteneciente a la clase de CPPs cationicos.*>41 La secuencia de TAT se puede
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dividir en varias regiones diferentes de acuerdo con la composicion de
aminodcidos: regién amino acida de activacion terminal (A), regidén enriquecida
con cisteina (B), region central (C), region enriquecida en aminoacidos basicos
(D) y region enriguecida con glutamina (E).[*4 Para el TAT, el dominio de
transduccion corresponde a la secuencia YGRKKRRQRRR (TAT 47-57),

compuesto en su mayoria por residuos basicos de arginina y lisinal*®! (Fig. 1.2).

Region A Region B Region C Region D Region E

o e

MEPVDDRLEP l

WKHPGSQPK
TACTNCYCKKCC

FHCQVCFITKLAGIS
YGRKKRRQRRRPP

QGSQTHQVSLSKQPT
SQSRGDPTGPKE...

Figura 1.2 Representacion esquematica del CPP TAT HIV-1.142

Debido a la gran capacidad que posee para superar las barreras celulares y
tisulares, el péptido pTAT (YGRKKRRQRRR) se ha enlazado a diferentes
moléculas terapéuticas para facilitar su liberacion en células diana y aumentar la

probabilidad de una accion farmacologica eficiente. En consecuencia, pTAT ha
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sido conjugado a drogas, anticuerpos, proteinas, péptidos, liposomas y

nanoparticulas con una potencial aplicacion médica.*!]

A nivel del SNC, experimentos in Vivo han puesto de manifiesto la capacidad de
PTAT de atravesar la BHE. Se ha reportado la unién de este CPP a las proteinas
Bel-xL*, FNKM! y mGIuRLI“8l, actuando como neuroprotectores en el
tratamiento de lesiones isquémicas, mientras que su unién con el factor de
crecimiento haFGF promovio la funciéon del sistema colinérgico.*”! Por otra parte,
la conjugacion de pTAT con lipidos*®4% y nanoparticulas poliméricas ha sido
eficaz en la entrega de farmacos para combatir desordenes cerebrales
(epilepsia). Asi también, la conjugacion con particulas superparamagnéticas y
sondas fluorescentes han ampliado el campo de investigacion del pTAT para el
tratamiento y diagndstico de glioblastomas por medio de la terapia de imagen.!>%
No obstante, el pTAT por si solo presenta baja especificidad en el reconocimiento
de células dafadas, teniendo como principal inconveniente la correcta

distribucion de especies bioldgicamente activas en las células afectadas.*!

Para mejorar la distribucion de especies activas en el sitio deseado de accion, se
ha conjugado el pTAT con otros ligandos capaces de dirigir selectivamente el
sistema transportador hacia una proteina blanco que se sobreexprese de manera
especifica en las células dafiadas. Los ejemplos mas frecuentes de este tipo se
observan en el area de la oncologia, en donde el pTAT ha sido modificado para

bloquear al receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-IR) implicado
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en la proliferacion de varios tipos de células cancerosas.P'%2 Asimismo, se ha
reportado que la conjugacion de pTAT con ligandos proteicos como apoptinal®3
y Smacl®? promueve la muerte celular programada de células cancerigenas

inducido por el mecanismo de apoptosis.

De igual manera puede extrapolarse esta accion al endotelio vascular cerebral,
en el cual se encuentran diversos receptores transmembrana que al unirse con
ligandos especificos (insulina, transferrina, lactoferrina o anticuerpos) promueven
la entrada de estos al citosol, superando la BHE.*54 En este sentido, es posible
apuntar al desarrollo de nanotransportadores especificos que ejerzan su acciéon
a través de la interaccion con proteinas que se encuentran sobreexpresadas en

la BHE frente a desérdenes neorodegenerativos, tal como la E-selectina.

1.1.3 E-selectina como blanco para la liberacion de farmacos

Frente a desordenes neurodegenerativos la BHE esta sujeta a un constante
estrés oxidante que conlleva a una inflamacion cronica que da lugar a la
sobreexpresion de proteinas que no estan presentes en el tejido sano.¥ Durante
un accidente cerebrovascular isquémico las células endoteliales estimuladas por
moduladores inflamatorios promueven la expresion de moléculas de adhesion
como VCAM, ICAM-1 y Selectinas.>*%% De igual manera, la misma manifestacion
se observa durante las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, en donde el

continuo dafio tisular es provocado por ciertas biomoléculas presentes en la
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sustancia gris y la sustancia negra del cerebro.3%¢ Dado que el proceso
inflamatorio que acompafa a estas afecciones deriva de la activacion de citocinas
en el endotelio vascular, se desencadena también la expresion de la proteina de
adhesion celular E-selectina, de la que se ha tomado ventaja para ser usada
como biomarcador de procesos nheurodegenerativos, progresion tumoral de
meningiomas y glioblastomas; y también como un potencial receptor en el
tratamiento de estas patologias, ya que aun la forma soluble de la proteina retiene

la habilidad de unirse a sus ligandos.[57-59

Las selectinas son glucoproteinas transmembranales que actian como
receptores de adhesién de leucocitos al endotelio vascular. Tienen en comun un
dominio extracelular homaologo al de las lectinas capaz de reconocer y unirse con
gran afinidad a carbohidratos, como el tetrasacarido de Lewis X y su isbmero
Lewis a, en su forma sializada (sLe* y sLe?).[6061] Estan clasificadas de acuerdo
a su sitio de expresion como L-Selectina (Leucocitos) P-Selectina (Plaquetas) y
E-selectina (Endotelio activado).®% A nivel fisiologico, la expresion de selectinas
se relaciona con procesos inflamatorios y es estrictamente controlada a fin de
limitar las reacciones de los mecanismos bioquimicos asociados. Los avances en
biologia celular y molecular han permitido elucidar el rol que juegan cada uno de
estos receptores en un rango de desoérdenes patoldgicos que afectan al sistema
inmunologico. En este contexto, la E-selectina destaca en la familia al estar
intimamente implicada en diversos desoérdenes inflamatorios que incluyen el

cancer y la metastasis.l62
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E-selectina (64 kDa), conocida también como CD62E, ELAM-1 y LECAM-2, es
una proteina de adhesion vascular que se expresa especificamente por células
endoteliales dafladas activadas por citocinas, razén por la cual resulta ser un

receptor biolégico de gran importancia para la terapia dirigida. [

Ante una enfermedad del SNC, como infecciones, tumor cerebral, accidente
cerebrovascular e incluso enfermedades neurodegenerativas como Parkinson o
Alzheimer, acontece un proceso inflamatorio como respuesta innata del sistema
inmunoldgico, desencadenando una serie de reacciones que conllevan a la
expresion de E-selectina en el endotelio vascular cerebral para el reclutamiento
de leucocitos. En condiciones patologicas tiene lugar la degradacién de la
membrana basal a causa del estrés oxidante ocasionado por incremento en la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS), éxido nitrico derivado de
células endoteliales (eNOS) y de macrofogos (iINOS), juntamente con la
liberacion de citocinas (TNF-a, IL-1) y quimiocinas. Todos estos eventos
conducen a una respuesta de tipo inflamatoria, dando como resultado final la
expresion de moléculas de adhesion y, a su vez, una mayor permeabilidad de la

BHEP*63 (Fig. 1.3).
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Figura 1.3 Estructura de la BHE y principales alteraciones ante una enfermedad del
SNC. Comparacion entre endotelio vascular sano (A) y dafiado por condicion patologica
(B) [54]

Estudios in Vitro han demostrado que la acumulacién de péptidos beta amiloide
(AB), relacionados con la enfermedad de Alzheimer, induce la expresion de
selectinas endoteliales (E-selectina) y receptores integrina (VCAM-1, ICAM-1) en
células del endotelio cerebral de ratones y humanos.[646% Cabe resaltar que
durante la inflamacién cerebral la expresion de estas moléculas de adhesion
aumenta considerablemente y sus formas solubles son liberadas al liquido
cefalorraquideo (LCR), sirviendo como biomarcadores de la inflamacién vascular
y distincién endotelial.[®! En este sentido, se ha indagado en el uso de la E-
selectina como biomarcador objetivo de la enfermedad de Alzheimer para el
diagndstico clinico de esta demencia en personas que, ademas de presentar

otras patologias, muestren resultados negativos al test tradicional tau/ABa42.157]
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Recientemente, se hallé una relacién género-edad con algunas enfermedades en
adultos cognitivamente normales a través de las diferencias de concentraciones
de los biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer (AB42-p-tauis: y tau total) y
lesion vascular (E-selectina).l®® Asimismo, se encontré que el nimero de
genotipos proinflamatarios (genes de citocinas que estimulan la produccion de
moléculas de adhesién), podrian influir en el desarrollo y progresién de la

enfermedad de Alzheimer.[6°]

Por otra parte, durante la enfermedad de Parkinson, la lesiébn o muerte de las
neuronas dopaminérginas ocasiona la liberacion de las proteinas contenidas en
su interior, principalmente a—sinucleina, convirtiendo a la sustancia negra en un
sitio proinflamatorio activo. Esto conlleva a una respuesta inmune de adhesién
de linfocitos T y una inflamacién sistémica que se atribuye a dos causas
principales: incremento de la apoptosis de los leucocitos de la periferia y la

expresion de moléculas de adhesion endotelial como las ya discutidas.l70-72

De igual forma, la sobreexpresion de E-selectina ha sido ampliamente estudiada
en otro tipo de condiciones fisiopatoldgicas, especialmente en el trafico de células
cancerosas, las cuales imitan a los leucocitos para extravasar el endotelio
activado y alojarse en organos distantes formando tumores secundarios
(metastasis).[f1.7374 Esto se ha relacionado con la vascularizacion de novo de
algunos tumores solidos primarios mediada por esta proteina. Estudios in Vivo

han demostrado que la migracion de células de tumores primarios de carcinoma
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de colon, mama y estbmago a dérganos como higado y pulmoén esta
sobreregulada por E-selectina.l®%75 En relacion al SNC, se ha observado la
metastasis en médula espinal de cancer de prostatal’®’"l y también la metastasis
en cerebro de cancer de pulmén y mama.[’8-8% |a malignidad de estas células
cancerosas esta directamente relacionada con la presencia anormal de proteinas
glicosiladas con gran afinidad por E-selectina como PSLG-1, ESL-1, CD44
(HCELL), CD43, DR3, LAMP-1, LAMP-2 y recientemente L1CAM, encontrada en
células de cancer colorectal.l’481.82 Por esta razon, el bloqueo o silenciamiento
de E-selectina ha sido, hasta ahora, la mejor alternativa para impedir la

progresion tumoral in Vivo.[783

En este sentido, E-selectina y sus ligandos glicomiméticos siguen siendo el
centro de atenciéon de la comunidad cientifica para aliviar los sintomas de las
patologias antes mencionadas, mas aun, al ser una potencial proteina blanco

donde pueden dirigirse farmacos a un sitio anatdbmico tan complejo como el SNC.

1.2 PROPUESTA DE INVESTIGACION

En afios recientes se ha reportado la sintesis de nanotransportadores en base a
dendrimeros PAMAM unidos a pTAT con la capacidad de entregar variedad de
moléculas como oligonucleétidos(®¥, acidos nucleicos (terapia génica)!®l, drogas
antitumorales(®l, entre otros. En todos los casos se observé la internalizacion del

sistema PAMAM-pTAT en las células objeto de estudio, pero no en todos se logro
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disminuir la citotoxicidad. De igual manera se ha estudiado el sistema conjugado
L-PAMAM-pTAT, donde el ligando (L) no necesariamente es reconocido por un
receptor, pero su interaccion con la membrana plasmatica facilita el mecanismo
de endocitosis, como es el caso de b-colesteroll®” y las bacterias magneto-
tacticas (BMPs).[88 Un estudio relativo a procesos inflamatorios describe el
disefio de nanotransportadores bifuncionales cRGDyC-PAMAM-pTAT para el
potencial tratamiento de enfermedades neovasculares.® El péptido ciclico
cRGDyC tiene una fuerte afinidad por la av33 integrina, una proteina que se
sobreexpresa durante la angiogénesis en enfermedades como artritis
reumatoide, crecimiento tumoral y metastasis. En todos los sistemas sintetizados
el grado de sustitucion de cRGDyC fue mayor al de pTAT; se observo que el
sistema con mayor nimero de péptidos por molécula de PAMAM tuvo la maxima
captacion celular, lo que sugiere un papel predominante del péptido cRGDyC en

el reconocimiento celular previo a la internalizacién mediada por pTAT.

A pesar de las aplicaciones dadas al pTAT, su uso en el disefio y sintesis de
nanotransportadores bifuncionalizados con ligandos afines a proteinas constituye
un numero infimo de ejemplos; en apariencia, ninguno esta directamente
relacionado a enfermedades del SNC. Por tal motivo, estos antecedentes
constituyen un fundamento importante para la sintesis de nuevas
nanoplataformas basadas en dendrimeros PAMAM y conjugadas con ligandos
especificos de proteinas sobreexpresadas en la manifestacion de enfermedades

del SNC.
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La propuesta de esta investigacion se baso en disefiar y sintetizar un nuevo
nanotransportador de farmacos bifuncional con posible aplicacion en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y cancer cerebral basado en
el dendrimero PAMAM-G4, el péptido penetrante de células pTAT y un péptido

de gran afinidad por la proteina blanco E-selectina (PAE).

Para ello, se realiz6 una busqueda de péptidos glicomiméticos al sLe* con
conocida afinidad por la proteina. De los péptidos reportados
DITWDQLWDLMK,P% YRNFWFGRW[PU e |[ELLQAR,PZ éste ultimo llamé la
atencion por ser un péptido pequefio y ademas poco explorado en cuanto a
modificaciones estructurales necesarias para mejorar su afinidad por la proteina.
Ademas, recientemente se ha utilizado en la sintesis de conjugados con
dermatan sulfato denominados EC-SEAL, como compuestos miméticos del
glicocdlix, para estudiar la actividad antiplaquetaria y el reclutamiento de
neutroéfilos por células endoteliales que sobreexpresan a la proteina de adhesion

vascular E-selectina, mostrando excelentes resultados.93:94

En este sentido, se eligi6 a IELLQAR como péptido nativo para estudiar, en
primer lugar, sus modos de unién y afinidad por E-selectina mediante célculos de
docking, simulaciones de DM y célculos de energia libre de union por el método
MM/GBSA. A partir de las interacciones polares observadas entre los residuos
de aminoacidos se modifico el esqueleto peptidico mediante un disefio racional

para dar lugar a nuevos péptidos mutantes de mayor afinidad.
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La afinidad experimental de los péptidos candidatos seleccionados se evalué por
la técnica de MST y se selecciond al mutante CIELFQAR como ligando para la
sintesis del nuevo nanotransportador bifuncional ACS50-pTAT-CIELFQAR.
Asimismo, se sintetizé un nanotransportador control con el péptido C-nativo
CIELLQAR para comparar sus caracteristicas estructurales en los ensayos de
viabilidad e internalizacion celular. La acetilacion previa del dendrimero PAMAM-
G4 condujo a la disminucion de su carga superficial y con ello se pudo reducir la

citotoxicidad de sus derivados.

Los nanotransportadores indujeron una alta supervivencia celular en las lineas
HUVEC/TERT2 y T98G, que representan un modelo de célula endotelial de la
BHE y un modelo de cancer cerebral. En particular, el dendrimero AC50-pTAT-
CIELFQAR mostré una mayor afinidad por E-selectina en los ensayos de
internalizaciéon celular in Vitro, lo que valida todos los disefios experimentales

planteados.

1.2.1 Hipotesis

A través de estudios computacionales validados por ensayos experimentales es
posible encontrar péptidos de gran afinidad por la E-selectina (Ka < 1 mM) que
puedan unirse covalentemente al dendimero PAMAM-pTAT para sintetizar un
nuevo nanotransportador bifuncional PAE-PAMAM-pTAT, capaz de ser captado

e internalizado eficientemente por células del SNC.
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1.2.2 Objetivo General

Diseflar y sintetizar un nuevo nanotransportador bifuncional basado en el

dendrimero PAMAM-pTAT y un péptido de gran afinidad por E-selectina (PAE).

1.2.3 Objetivos Especificos

i. Identificar péptidos con gran afinidad por el sitio activo de la proteina
blanco E-selectina mediante técnicas bioinforméaticas.
ii. Evaluar la afinidad de los péptidos seleccionados con E-selectina
mediante ensayos experimentales.
iii.  Sintetizar el nanotransportador conjugado PAE-PAMAM-pTAT y evaluar
su citotoxicidad.
iv. Evaluar la internalizacién del nuevo nanotransportador bifuncional PAE-

PAMAM-pTAT en células del SNC.
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CAPITULO 2. Metodologia
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2.1 DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA VECTORIZACION, SINTESIS Y

EVALUACION BIOLOGICA DEL NANOTRANSPORTADOR BIFUNCIONAL

2.1.1 Busqueda de Péptidos “hit” afines con el sitio activo de E-selectina

2.1.1.1 Preparaciéon de la proteina vy los péptidos

La estructura cristalina de E-selectina humana fue obtenida desde la base de
datos de Protein Data Bank,®® formando el complejo E-selectina/sLe* (cédigo de
referencia 1G1T)%! a una resolucion cristalogréafica de 1,5 A. El servidor Swiss-
Model se utilizd para evaluar la secuencia de la estructura de la proteina en
busqueda de residuos faltantes. Los estados de protonacion de los residuos
ionizables se estimaron en condiciones fisiologicas (pH 7,4) utilizando los
servidores PROPKAPF7 y/o H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/).l8l El péptido
glicomimético IELLQAR reportado por Fukuda et.al®? se utilizé6 como ligando de
referencia para posteriores mutaciones. El disefio de nuevos péptidos
glicomiméticos se logr6 cambiando algunos residuos como resultado de la
exploracién previa de interaccion de éstos con la superficie del sitio de unién. La
construccion de los péptidos se realizo utilizando el médulo LEaP del software
AmberTools 16.21. Los parametros de estructura tanto para la proteina como

para los diferentes péptidos se describieron con el campo de fuerza ff14SB.[%
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2.1.1.2 Docking molecular

El calculo automatizado de docking molecular se realiz6 empleando el software
AutoDock Vina (v 1.5.6)12%% en el dominio Lectina, donde se encuentra el sitio de
unién de E-selectina y su ligando natural sLeX. La preparacion de péptidos se
realiz6 utilizando el software AutoDockTools agregando hidrégenos polares,
cargas parciales de Gasteiger y estableciendo restricciones de rotacion para los
enlaces amida y guanidina. El bolsillo de union se delimité a una rejilla cubica de
18 A centrada en la coordenada atomica del i6n Ca?*, en la que se realizé un
docking de ligando flexible manteniendo una estructura rigida de la proteina. De
acuerdo a la funcién de puntuacién, se seleccionaron las conformaciones mejor
clasificadas para las poses de union de los péptidos a fin de establecer
posteriormente las estructuras iniciales en las simulaciones de dinamica

molecular.

2.1.1.3 Simulaciones de Dindmica Molecular para E-selectina/péptidos

Una vez obtenidas las coordenadas iniciales de cada péptido en el sitio activo,
los complejos Proteina-Péptido se sometieron a simulaciones de DM
completamente atomisticas de 20 ns. Todos los sistemas se centraron y
solvataron en una caja cubica de 10 A de longitud con moléculas de agua modelo
TIP3P, seguido de una neutralizacion general con contraiones de Na*. Para tratar

interacciones de largo alcance se utilizaron condiciones periddicas de contorno
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segun el método de Particle Mesh Ewald (PME), mientras que las interacciones
no covalentes se calcularon con un cut-off de 8 A. Las longitudes de los enlaces
se restringieron a sus valores iniciales mediante el algoritmo SHAKE.91 |as
simulaciones de DM se realizaron utilizando los médulos sander y pmemd para
las minimizaciones y calentamientos, mientras que las producciones se llevaron
a cabo utilizando el software pmemd.cuda bajo las implementaciones mejoradas
por GPU de Amberl6. El protocolo consistié en a) 5000 pasos de minimizacién
utilizando el método de descenso por gradiente seguido de 5000 ciclos de
minimizacién de gradiente conjugado, b) 100 ps de equilibrio NVT, en el que los
sistemas se calentaron progresivamente de 0 a 300 K, y finalmente c) 20 ns de
dinamica de produccion NPT sin restricciones a 300 K y 1 bar, con un intervalo
de tiempo de 40 fs. La estabilidad Proteina-péptido se estimé mediante andlisis

de trayectoria RMSD utilizando el software VMD.

Los calculos de MM/GBSA se realizaron con estos datos de produccion
preliminares para comparar los valores de energia libre de unién entre péptidos
mutantes y IELLQAR (nativo). Se eligieron cuatro péptidos mutantes con los
valores mas bajos de AGbin cOmo péptidos "hit" para E-selectina. La identificacion
de formacion de puentes salinos y enlaces de hidrogeno fue posible a través de
los andlisis de trayectorias alineadas con los correspondientes complementos del
software VMD, considerando cut-off de 4.5 y 5.0 A respectivamente, y un corte
de angulo de enlace de hidrogeno de 20°. Estos resultados fueron representados

en mapas de calor, los cuales se graficaron utilizando el paquete ggplot2 del
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lenguaje de programacion estadistica R. Se utilizd el software RStudio para la
visualizacion de datos. Se realizaron simulaciones de DM adicionales afiadiendo
un residuo de cisteina N-terminal a los péptidos nativo y "hit", cuyo tiempo de
produccion se incrementé hasta 50 ns para asegurar el equilibrio de los sistemas,

partiendo de las estructuras finales recuperadas de 20 ns de simulacion.

Considerar la incorporacién de cisteina N-terminal a los péptidos “hit” es crucial,
si se tiene en cuenta que la conjugaciéon de éstos al dendrimero PAMAM es una
etapa clave para la obtencion de los nuevos nanotransportadores, ya que la
cisteina tiene una quimica de bioconjugacién bien establecida y reproducible lo

cual garantiza el buen desarrollo de las etapas experimentales.

2.1.1.4 Célculos de energia libre por el método MM/GBSA

Los célculos de MM/GBSA se llevaron a cabo utilizando el protocolo de
trayectoria Unica en el que los conjuntos necesarios para los calculos de energia
libre de union se recuperaron de los frames extraidos de los dltimos 10 ns
(simulaciones cortas) o 25 ns (simulaciones largas) de las trayectorias
equilibradas de DM de los complejos E-selectina/péptido utilizando el médulo
MMPBSA.py de Amberl6.11%? Los célculos de GB se realizaron utilizando el
modelo de GB modificado por OBC, con los parametros a/p/y de 1.0, 0.8 y 4.85
(igb = 5). En la figura 2.1 se resume el disefio de la metodologia computacional

empleada para la busqueda de péptidos con mayor afinidad por E-selectina.
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Figura 2.1 Esquema integrado para el protocolo de célculos computacionales. El primer
analisis se realiz6 para IELLQAR (nativo). Los péptidos mutantes se sometieron luego a
analisis iterativo.

2.1.2 Ensayos de Afinidad de los péptidos “hit” por la proteina E-

selectina

2.1.2.1 Determinacion de la afinidad de unién por termoforesis a microescala

Las medidas de MST se realizaron con el equipo Monolith™ NT.115Pc
(NanoTemper Technologies GmbH, Alemania) ubicado en el Laborotario de
Biofarmacos Recombinantes de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

Universidad de Concepcion (Chile).

La proteina E-selectina (ADP1-200, Recombinant Human E-Selectin/CD62E,

R&D Systems, Inc., EE.UU) se marc6 con una sonda fluorescente en el rojo
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lejano, siguiendo las instrucciones del kit de marcaje RED-NHS amino reactivo
de segunda generacion (MO-L011, NanoTemper Technologies GmbH,
Alemania). La proteina se marcé con una relacién molar colorante:E-selectina de
0,67. El buffer MST utilizado para los ensayos (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, MgCl2 10
mM, NaCl 150 mM, Tween 0,05%) se complementé con CaCl. 1 mM para
garantizar modos de union correctos de los péptidos en el dominio de lectina. A
su vez, al buffer MST se afiadi6 PEG-8000 al 0,1% y DTT 5 mM para evitar la
agregacion de los péptidos durante las corridas. Los péptidos CIELLQAR,
CIEELQAR y CIELFQAR (Biomatik, Canada) se disolvieron in situ en DMSO y
luego se diluyeron en el buffer MST suplementado, hasta obtener
concentraciones estables de trabajo de 2,4-0,3 mM y una concentracion final de

DMSO de 2%.

Se evaluaron diferentes concentraciones de péptidos frente a una concentracion
constante de E-selectina marcada (1 nM) disuelta en buffer MST suplementado
(Tris-HCI 50 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl. 1 mM, Tween
0,05%). Las muestras se cargaron en capilares premium recubiertos (MO-K025,
NanoTemper Technologies GmbH, Alemania), luego se incubaron durante 10 min
a 20° C y finalmente se leyeron en el equipo a 25° C. Las mediciones de MST se
realizaron utilizando un 60% de potencia MST y un 40% de potencia LED con la
ayuda del software MO.Control v.2.3 (NanoTemper Technologies GmbH,
Alemania). Los tiempos de encendido y apagado del laser fueron de 0 sy 21 s,

respectivamente. Para cada conjunto de experimentos de afinidad, se llevaron a
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cabo tres mediciones de MST independientes. Los conjuntos de datos se
procesaron con el software MO.Affinity Analysis v2.3 (NanoTemper Technologies
GmbH, Alemania), utilizando la fluorescencia normalizada fraction bound para
graficar las curvas de dosis-respuesta. La determinacion de la constante de
disociacion (Kd) se realizo en el intervalo de tiempo de 9 a 10 s. En la figura 2.2

se muestra parte de la instrumentacién y del fundamento de la técnica de MST.

A

Fluorescence
Detection

IR-Laser
IR Mirror
Optics '

Initial Fluorescence
Initial W =eeeee- (no molecule flow) Back-
State MST T-Jump diffusion
o

(no molecule flow)

Thermophoresis/ Backdiffusion
(molecule flow)

Molecules

Thermo-
phoresis

0.9

Steady
State

Normalized Fluorescence

0.84

T T T T T T
0 T 10 20 30 40 T 50
IR-Laser on Time [s] IR-Laser off

Figura 2.2 Montaje experimental y sefial de MST. (A) La fluorescencia dentro del capilar
se excita y se mide a través del mismo elemento éptico. Se utiliza un laser de IR enfocado
para calentar localmente el volumen de muestra que se observa por fluorescencia y se
detecta la termoforesis a través del gradiente de temperatura. B) Sefial tipica de MST
para un capilar. Inicialmente, las moléculas estan distribuidas homogéneamente y se
mide una "fluorescencia inicial" constante. Al encender el laser de IR, se observa un
rapido salto de temperatura (T-jump), seguido de un movimiento termoforético de las
moléculas. La disminucion de la fluorescencia se mide durante unos segundos. Cuando
se apaga el laser IR, se observa un T-Jump inverso, seguido de la difusién inversa de
las moléculas, que es netamente impulsada por la difusién de masa, lo que permite
deducir informacién sobre el tamafio de la molécula.l*03.104
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2.1.3 Sintesis y caracterizacion de los nanotransportadores

El dendrimero PAMAM-NH: de cuarta generacion (412449, solucion al 10% en
metanol), anhidrido acético (242845), linker N-succinimidil-4-maleimidobutirato
(63175, GMBS), fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. La solucién buffer pH 8,0
Certipur® (109460), filtros de centrifuga AMICON® (3 kD, UFC9003; 10 kD,
UFC9010) y los solventes TEA, DMSO, DMF, DMSO-de y D20 fueron adquiridos
en Merck KGaA (Alemania). La sonda Alexa Fluor® 647 NHS éster se adquirio
en Thermo Fisher Scientific, Inc. (EE. UU). El péptido penetrante de células C-
pTAT (CGRKKRRQRRR) y los péptidos afines por E-selectina CIELLQAR (C-

nativo) y CIELFQAR (C-mutante 11) fueron sintetizados por Biomatik (Canada).

En la Figura 2.3 se resumen los pasos de reaccion empleados para la obtencion
de los nanotransportadores bifuncionalizados y mas adelante se describen los

detalles asociados a cada etapa de la ruta sintética.

2.1.3.1 Dendrimero AC50

La acetilacion parcial del dendrimero PAMAM-G4 se realizo siguiendo el método
modificado de Waite et. al,['%! el cual se describe brevemente. El dendrimero
PAMAM-G4 (1,43 mol) fue disuelto en DMSO seco (830 pl) bajo agitacion
magnética constante. A esta solucion se afadio TEA seca (45,75 pmol) y

después de cinco minutos, se adiciond anhidrido acético (45,75 umol) gota a
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Figura 2.3 Ruta sintética para la obtencion de nanotransportadores derivados de
PAMAM-G4 marcados y no marcados. AC50, AC50-pTAT, AC50-pTAT-CIELLQAR y

AC50-pTAT-CIELFQAR.
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gota. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente (20 °C). Luego, se diluy6 con agua destilada y se filtré usando un filtro
de centrifuga AMICON® (3 kD) para eliminar el exceso de solventes organicos
mediante lavados sucesivos con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X
y agua ultrapura. Finalmente, el producto purificado se secd en una estufa de

vacio a 40 ° C durante 24 h.

Para la sintesis del nanotransportador AC50 marcado, se continu6 con el
siguiente paso después de la adicién del anhidrido acético: finalizado el tiempo,
a la mezcla de reaccién se agregd un exceso de TEA seca. Seguidamente, se
afadi6, gota a gota, una alicuota de una solucioén recién preparada de la sonda
fluorescente disuelta en DMSO seco (5 mM) y se mantuvo en agitaciéon durante
12 h adicionales. La relacion estequiométrica utilizada PAMAM-G4:Alexa Fluor®
647 fue 1:1,02. El procedimiento de purificacion se realiz6 como se describié
anteriormente y los derivados marcados se obtuvieron de acuerdo al esquema

de sintesis lineal que se muestra en la figura 2.3.

2.1.3.2 Dendrimero conjugado AC50-pTAT

El dendrimero AC50 (0,935 umol) fue disuelto en buffer Certipur® pH 8,00 (840
HL) en constante agitacion magnética. Luego, se afiadio lentamente una solucion
del linker GMBS (7,48 pumol) disuelto en DMSO (50 pL). La mezcla de reaccion

se coloco en un bafio ultrasonico (75 MHz) durante 5 min y se llevé a agitacion

47



magnética durante 10 min adicionales. Posteriormente, se agregoé, gota a gota,
el péptido C-pTAT (5,61 pumol) disuelto en buffer pH 8,00 (60 pL) en un intervalo
de 5 min, asistido por el bafio ultrasénico. La reaccién se incub6 durante 12 h a
temperatura ambiente (20 °C) con agitacidbn magnética continua. La purificacion
se realiz6 en filtros de ultracentrifuga AMICON® (3 kD) haciendo lavados
sucesivos con agua ultrapura. El concentrado se coloc6 en viales que fueron

posteriormente secados al vacio a 40° C durante 24 h.

2.1.3.3 Dendrimeros conjugados AC50-pTAT-CIELLOAR/CIELFOQAR

El dendrimero AC50-pTAT (0,54 umol) se disolvié en buffer pH 8,00 (430 pL) bajo
constante agitacion magnética. A esta solucion, se afiadio, gota a gota, el linker
GMBS (3,23 pmol) disuelto en DMSO (40 pL) durante 10 min en el bafo
ultrasonico y se llevo a agitacion magnética por 5 min adicionales. A continuacion,
se agregd gota a gota una solucién recién preparada del péptido CIELLQAR o
CIELFQAR (2,15 pmol) en DMF (70 pL) a la mezcla de reaccion durante 15 min
en el bafio de ultrasonido (75 MHz) o hasta la disolucion de todos los reactivos.
Posteriormente, la mezcla se mantuvo en agitacion magnética durante 18 h. La
relacion estequiométrica AC50-pTAT:GMBS:C-péptido fue 1:6:4. Los productos

finales se purificaron como se describié previamente.

La caracterizacién de cada sistema nanotransportador, asi como la estimacién

del grado de funcionalizacion, se realiz6 mediante Resonancia Magnética
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Nuclear (RMN) utilizando técnicas unidimensionales y bidimensionales en un
equipo Bruker Ascend 400 MHz. El disolvente de RMN utilizado fue D20 a menos

gue se indique lo contrario.

2.1.4 Ensayos de Citotoxicidad de los nanotransportadores

2.1.4.1 Cultivo de células

Las células HUVEC/TERT2 (CRL-4053, ATCC®) se cultivaron con medio basal
de células vasculares (PCS-100-030™, ATCC®), suplementado con el kit de
crecimiento de células endoteliales VEGF (PCS-100-041™, ATCC®), mientras
que las células T98G (CRL-1690, ATCC®) se cultivaron usando medio RPMI
1640 (31800022, Gibco®) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%.

Las células se mantuvieron a 37° C en una camara humidificada con 5% de COa-.

2.1.4.2 Ensayos de viabilidad celular

La citotoxicidad de los dendrimeros PAMAM conjugados se evalué en ambas
lineas celulares utilizando dos enfoques diferentes que se detallan a

continuacion:

En microplacas de 96 pocillos se sembré un total de 3x10® (T98G) o 5x10°

(HUVEC/TER?2) células por pozo, éstas se incubaron durante 24 h para permitir
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la adherencia. Acto seguido, se lavaron las células con PBS 1X y se les afiadieron
medios frescos con diferentes concentraciones de dendrimeros (0,1 - 10 uM). Se
utilizé una solucién de Triton al 0,1% como control inductor de muerte y células
sin tratamiento como referencia de una supervivencia del 100%. Al finalizar el
tiempo de incubacion (24 h o 48 h), se evalud la viabilidad de las células utilizando
el kit de ensayo de proliferacién celular en solucion acuosa CellTiter 96® (MTS)
(G3580, Promega). Para ello, se reemplazé el medio con tratamiento por medio
fresco que contenia un porcentaje de este reactivo, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La absorbancia se midié 2 h después en un lector
de microplacas de ELISA (Labsystem Multiskan MS MCC/340) a 492 nm. De
inmediato, las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido
al 3,7% en PBS 1X durante 15 minutos, luego se lavaron y se tifieron con una
solucién de cristal violeta al 0,1% con el fin de evaluar la densidad celular.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X y agua bidestilada hasta
eliminar todo el colorante no absorbido. Las placas se secaron a temperatura
ambiente y el colorante se eluyé con una solucién de acido acético al 10%. La

absorbancia se cuantifico a 540 nm utilizando un lector de microplacas Multiskan.

Los datos obtenidos se normalizaron y graficaron utilizando el software
estadistico GraphPad Prism version 9.0. Las células sin tratamiento se utilizaron
como control de normalizacion. Para evaluar las diferencias entre los datos, se
realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con una prueba Tukey post-

hoc considerando un valor p<0,05 como estadisticamente significativo.

50



2.1.5 Ensayos de internalizacién del nanotransportador bifuncionalizado

PAE-PAMAM-pTAT

2.1.5.1. Captacion celular

Las células (HUVEC/TERT2 o T98G) se sembraron en cubreobjetos que se
encontraban dentro de placas de 6 pozos, a una densidad de 1,2 x10* células por
pozo. Tras la adhesién, un grupo de células fue tratado con los agentes
proinflamatorios TNF-a (10 ng/mL) (210-TA, R&D Systems, EE. UU.) o PMA (1
ng/mL) (P1585, Sigma-Aldrich, Co., EE. UU) para inducir la sobreexpresion de E-
selectinall®®l, mientras que el otro grupo se mantuvo con la expresion basal de la
proteina. Al término de 4 h o 6 h de incubacion, se afiadieron soluciones de los
nanotransportadores, basados en dendrimeros PAMAM conjugados, al medio de
cultivo de ambos grupos para alcanzar una concentracion final de 0,50 6 0,75 uM
en cada pozo. Finalmente, las células fueron incubadas durante 6 h'y 12 h
adicionales para evaluar la internalizacion de los nanotransportadores, y

posteriormente se fijaron para la tincion de inmunofluorescencia indirecta.

Para el ensayo de selectividad por E-selectina, se sembré la misma cantidad de
células en las placas de 6 pozos; sin recibir tratamiento con los agentes
proinflamatorios. Estas se incubaron con el anticuerpo primario anti-E-selectina
(25 mg/mL) (sc-137054, Santa Cruz Biotechnology, Inc., EE. UU.) durante 1 h

para bloguear el sitio de unién de la proteina. En seguida, se afadieron los
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dendrimeros conjugados AC50-pTAT-CIELLQAR y AC50-pTAT-CIELFQAR al

medio de cultivo y se incubaron como se ha descrito anteriormente.

2.1.5.2. Inmunofluorescencia indirecta e imagenes celulares

Una vez fijadas, las células se permeabilizaron utilizando Tritbn X100-PBS al
0,1%. Luego, los sitios de union inespecificos se bloquearon con BSA al
0,5%/PBS vy las células se incubaron durante la noche a 4° C con el anticuerpo
primario anti-E-selectina (sc-137054, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a una
dilucién 1:50. Posteriormente, éstas se lavaron con PBS 1X y se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-raton Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, EE. UU.)
a una dilucion 1:700 durante 2 h a temperatura ambiente. Los cubreobjetos se
lavaron y se montaron en portaobjetos usando medio de montaje antifading
VECTASHIELD® Vibrance™ con DAPI (H-1800, Vector Laboratories, EE. UU.).
Los portaobjetos se analizaron en un microscopio de fluorescencia EVOS FL

(Thermo Fisher Scientific, Inc.) con el objetivo de 40X.

La fluorescencia de la E-selectina y de los dendrimeros derivados PAMAM se
cuantific6 mediante el método de fluorescencia celular total corregida (CTCF).
Para evaluar la diferencia de datos entre dos grupos se realiz6 una prueba t de
student no apareada en el software GraphPad Prism 9.0. Un valor un valor p<0,05

se considero estadisticamente significativo.
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CAPITULO 3. Resultados y
Discusidn
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3.1 CALCULOS COMPUTACIONALES

3.1.1 Estudio tedrico de la afinidad del péptido IELLQAR por E-selectina

El péptido IELLQAR (nativo) es un péptido glicomimético al tetrasacéarido de
Lewis (sLeX) y, al igual que éste, se une a E-selectina en el dominio lectina,
dependiente del ion Ca?*. Para estudiar primero su modo de asociaciéon a la
proteina, se llevaron a cabo céalculos de docking, simulaciones cortas de DM (20
ns) y calculos de energia libre de unidn (AGoind) por el método MM/GBSA

siguiendo el protocolo previamente descrito.

Las interacciones entre los residuos proteina-péptido se delimitaron dentro de un
radio de 5 A utilizando el software VMD (Fig. 3.1). A lo largo de la trayectoria, el
péptido IELLQAR mostré interacciones con un total de 11 residuos del sitio activo
de E-selectina (Fig. 3.1A). Seis de ellos coinciden con lo reportado para sLe*[1%7]
en su interaccion con Glu80, Asn82, Asn83, Glu92, Arg97 y Glu107, mientras que
los otros cinco, corresponden a Tyr94, Lys99, Aspl00, Lys111 y Lys113, los
cuales se han reportado recientemente en los modos de unién de pequefios

farmacos glicomiméticos al sLe* hallados mediante screening virtual.[08]
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Figura 3.1 Poses de union de los péptidos en el sitio de unién consenso de E-selectina.
La interaccion entre los residuos se estimé en una distancia de 5 A. A) IELLQAR (nativo),
B) IEELQAR (mutante 2), C) IEYLQAR (mutante 3), D) IELIQAR (mutante 10) y E)
IELFQAR (mutante 11).

Para estimar la fuerza de la asociacion proteina-péptido se calculé AGpind por el
método MM/GBSA utilizando los ultimos 250 frames recuperados de 20 ns de

trayectorias equilibradas (tabla 3.1). Los calculos para el péptido nativo IELLQAR
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mostraron una energia libre de unién (AGpind) de -26,14 + 0,40 kcal molt. La
descomposicion de la energia libre proporcioné informacion adicional, en la que
se observé que la contribucién principal proviene de la energia electrostatica
(AGele) (Anexo 1). Esto concuerda con la naturaleza altamente polar de algunos
aminoacidos que constituyen el péptido nativo y las propiedades donoras-

aceptoras que ellos poseen para formar enlaces de hidrégeno intermoleculares.

Teniendo en cuenta lo anterior, era necesario identificar y diferenciar los residuos
importantes de aquellos labiles (menor interaccion con el sitio activo) en
IELLQAR para eventualmente modificar su estructura y dar lugar a nuevos
péptidos glicomiméticos de mayor afinidad por E-selectina. En este sentido, el
analisis visual de la topologia en la formacién del complejo E-selectina/I[ELLQAR
fue complementado con los hallazgos reportados previamente por Fukuda et.
al,”? donde se evalu6 la afinidad experimental de otros péptidos obtenidos

juntamente con IELLQAR mediante una biblioteca de fagos (phage display).

Al comparar los 3 péptidos de mayor afinidad IELLQAR > IDLMQAR > ISLLQAR
se hizo evidente la importancia del residuo Glu2 en la estructura. Cuando Glu2
fue reemplazado por otros residuos anionicos (Asp2), polares (Ser2) o hidréfobos
(lle2), la afinidad experimental disminuyé en el mismo orden IDLMQAR <
ISLLQAR < IILLQAR, por lo que era posible que Glu2 participara directamente en
la estabilizacion del complejo con E-selectina. Se hizo un andlisis similar al

comparar los péptidos IELLQAR e IFLLWQR, en donde la afinidad experimental
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de éste ultimo por la proteina disminuy6 drasticamente con el cambio simultaneo
en Glu2, GIn5 y Ala6 por Phe2, Trp5 y GIn6. Por esta razén, se eligieron los
residuos Glu2, GIn5 y Ala6 como residuos importantes de IELLQAR y se asumié
que las posiciones 1, 3, 4 y 7 tenian un caracter labil, es decir, menos

determinantes en la interaccion E-selectina/péptido.

En consecuencia, para el disefio racional de los nuevos péptidos mutantes se
realizaron modificaciones no simultaneas sobre los residuos labiles (llel, Leu3,

Leu4, Arg7) identificados en el esqueleto del péptido nativo IELLQAR.

3.1.2 Busqueda de péptidos mutantes de mayor afinidad por E-selectina

Se disefiaron y evaluaron dieciséis péptidos mutantes glicomiméticos a sLe*
siguiendo los protocolos descritos para docking molecular, DM y MM/GBSA, de

acuerdo a la metodologia condicional e iterativa planteada en la Figura 2.1.

Con el fin de mejorar la fuerza de unién de IELLQAR (nativo) en la posicion 3, se
decidi6 explorar la naturaleza de las interacciones reemplazando a Leu3 por los
residuos Lys3 (cationico), Glu3 (anidnico) y Tyr3 (hidrofébico). El cambio por Lys3
(IEKLQAR, mutante 1) no mejoro la union, probablemente debido a la formacion
de un puente salino intramolecular que involucra a Glu2-Lys3. Sin embargo, se
observé un resultado opuesto al cambiar por Glu3 (IEELQAR, mutante 2) y Tyr3
(IEYLQAR, mutante 3), donde Ila energia libre de unién disminuyé
considerablemente en ambos casos (tabla 3.1).
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Tabla 3.1 Estimacién de las energias libres de unién para la asociacion E-
selectina/Péptido obtenidas por el método MM/GBSA.

Nombre Péptido Secuencia AGbind (kcal mol_l)

nativo IELLQAR lle-Glu-Leu-Leu-GIn-Ala-Arg -26,14 + 0,40
mutante 1 IEKLQAR lle-Glu-Lys-Leu-GIn-Ala-Arg -6,509 + 0,42
mutante 2 IEELQAR lle-Glu-Glu-Leu-GIn-Ala-Arg -54,80 + 0,53
mutante 3 IEYLQAR lle-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Arg -32,41 + 0,52
mutante 4 VEYLQAR Val-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Arg -12,43 £ 0,43
mutante 5 LEYLQAR Leu-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Arg -2,333+£ 0,22
mutante 6 FEYLQAR Phe-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Arg -3,165 + 0,28
mutante 7 IEYLQAT lle-Glu-Tyr-Leu-GlIn-Ala-Thr -8,27 £ 0,37
mutante 8 IEYLQAM lle-Glu-Tyr-Leu-GlIn-Ala-Met -28,93 +£ 0,33
mutante 9 IEYLQAN lle-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Asn -10,75 £ 0,46
mutante 10 IELIQAR lle-Glu-Leu-lle-GIn-Ala-Arg -30,01 + 0,38
mutante 11 IELFQAR lle-Glu-Leu-Phe-GIn-Ala-Arg -30,28 £ 0,41
mutante 12 IELVQAR lle-Glu-Leu-Val-GIn-Ala-Arg 1,320 £ 0,27
mutante 13 VELLQAR Val-Glu-Leu-Leu-GIn-Ala-Arg -28,49 + 0,36
mutante 14 VELKQAR Val -Glu-Leu-Lys-GIn-Ala-Arg -13,93+ 0,43
mutante 15 IELEQAR Val -Glu-Leu-Glu-GIn-Ala-Arg -9,372 £ 0,29
mutante 16 VELYQAR Val -Glu-Leu-Tyr-GIn-Ala-Arg -11,81 + 0,48

Partiendo entonces de la estructura IEYLQAR (mutante 3), se estudio la labilidad
de llel al reemplazarlo por residuos de la misma naturaleza: Vall (VEYLQAR,
mutante 4), Leul (LEYLQAR, mutante 5) y Phel (FEYLQAR, mutante 6).
Curiosamente, los valores de AGeind revelaron que el aminoacido hidrofobico llel
parece ser importante para la conformacion del péptido. Por otro lado, explorando
la labilidad de Arg7, ésta se sustituyd por Met7 y se obtuvo para el péptido
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IEYLQAM (mutante 8) un valor de AGuind Similar al de IELLQAR (nativo), lo que
sugiere que la longitud del péptido podria ser un requisito importante para la

interaccién en el sitio activo (tabla 3.1).

Con el objetivo de evaluar la labilidad de Leud en IELLQAR (nativo), el residuo
fue reemplazado por otros aminoacidos hidrofébicos: lle4 (IELIQAR, mutante 10),
Phe4 (IELFQAR, mutante 11) y Val4 (IELVQAR, mutante 12).
Sorprendentemente, los valores de AGuind para el mutante 10 y el mutante 11
disminuyeron hasta -30,01 + 0,38 y -30,28 + 0,41 kcal mol?. Estos resultados
pueden sugerir la existencia de un efecto estérico que estabiliza a ambas
estructuras peptidicas, desplazando el equilibrio conformacional hacia la
poblacion de conférmeros de menor energia. Cabe sefialar que las
modificaciones adicionales que se realizaron al reemplazar llel y Leu4 (mutantes

13-16) no mejoraron los valores de AGoind (tabla 3.1).

De esta manera, se obtuvo un total de dieciséis péptidos mutantes, de los cuales
cuatro mostraron una mayor afinidad por E-selectina, convirtiéndose IEELQAR
(mutante 2), IEYLQAR (mutante 3), IELIQAR (mutante 10) e IELFQAR (mutante

11) en potenciales ligandos para ser dirigidos a esta proteina.

En la figura 3.1 se muestran los modos de union de IELLQAR (nativo) y los
péptidos mutantes seleccionados con el sitio activo de E-selectina. Si bien a lo
largo de las dinAmicas de produccion las interacciones de estos péptidos “hit” con

los residuos Glu80, Glu92 y Asp100 se conservan, no todos interactian con los
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residuos Asn82, Asn83, Arg97, Lys99 y Lyslll (Fig. 3.1B-E), tal como se
describié previamente para IELLQAR. A fin de conocer la naturaleza de las
interacciones que estabilizan los complejos E-selectina/péptidos se indagd en la
formacion de enlaces de hidrogeno y puentes salinos a través de analisis de

trayectorias de DM en el software VMD con el correspondiente plug-in.

3.1.3 Analisis de las interacciones polares entre el péptido nativo y

mutantes elegidos con E-selectina

Se estim6 la frecuencia de ocupacion de interacciones polares entre pares de
residuos tomando los ultimos 250 frames recuperados de 20 ns de trayectorias
alineadas. Para ello, se consider6 un porcentaje de ocupacion de al menos 10%
en la formacion de enlaces de hidrégeno y puentes salinos intermoleculares entre

E-selectina y los ligandos peptidicos.

Mediante mapas de calor se logré representar de mejor forma las contribuciones
individuales de los residuos del esqueleto peptidico en la estabilidad de los
complejos con E-selectina; éstas estuvieron principalmente asociadas a la

disminucién de la energia libre de unién (AGeind) de los mutantes seleccionados.

En relacion a los enlaces de hidrogeno (H-B), se estableci6 el andlisis dentro de
un cut-off de 5 A (Fig. 3.2), para lo cual el péptido IELLQAR (nativo) mostro un
total de 7 H-B. Las interacciones mas importantes se vieron entre los residuos

Leu4-Glu80, Glu2-Arg97 e lle1-Glu92.
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Figura 3.2 Mapas de calor que indican la formacion de enlaces de hidrogeno entre los
residuos de los péptidos candidatos y E-selectina. La interaccion se calculé a partir de
una persistencia de al menos 10% durante los Ultimos 10 ns de simulacion de cada
complejo de E-selectina con IELLQAR (nativo), IEELQAR (mutante 2), IEYLQAR

(mutante 3), IELIQAR (mutante 10) e IELFQAR (mutante 11).
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Las posteriores mutaciones en IELLQAR dieron lugar a cambios
conformacionales que promovieron la formacion de nuevos enlaces de
hidrogeno, diferentes a los mencionados anteriormente, pero similares en cuanto
al porcentaje de ocupacion. Este es el caso de Glu3-Arg108 y Arg7-Aspl100 para
el péptido IEELQAR (mutante 2), GIn5-Glu80 y Arg7-Glu92 para IEYLQAR
(mutante 3), Glu2-Glu80 y Arg7-Arg97 para IELIQAR (mutante 10), finalmente

Arg7- Aspl00 y GIn5-Glu92 para IELFQAR (mutante 11).

Como se observa en los mapas de calor, los residuos GIn5 y Arg7 que tuvieron
inicialmente los porcentajes de ocupaciéon mas bajos en IELLQAR (< 22%) se
presentan en un rango mayor de ocurrencia (40-100%) en todos los péptidos
mutantes. Asimismo, la participacion del residuo Glu2 fue fundamental en la
estabilidad de los complejos formados con IEELQAR (mutante 2), IELIQAR
(mutante 10) e IELFQAR (mutante 11), mientras que la participacion de llel se
mantuvo solamente para IELIQAR (mutante 10) en un porcentaje de ocupacion

similar (38%) al del péptido nativo.

Por otro lado, el analisis de ocurrencia de puentes salinos en los sistemas
proteina/péptido se establecid dentro de un cut-off de 4,5 A. Las interacciones
entre los pares se representan en un mapa de calor global que contiene a todos
los ligandos (Fig. 3.3). Se puede observar que los puentes salinos de mayor

relevancia entre los complejos E-selectina/péptido estan constituidos por los
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residuos Glu2-Arg97 (nativo), Glu3-Arg108 (mutante 2), Arg7-Glu92 (mutante 3)

y Arg7-Aspl00 (mutantes 2, 10y 11).
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Figura 3.3 Mapa de calor que representa de forma general la formacion de puentes
salinos entre los péptidos candidatos y E-selectina. La interaccién se calculé a partir de
una persistencia (ocupacion) de al menos 10% durante los dltimos 10 ns de simulacion
de cada complejo de E-selectina con IELLQAR (nativo), IEELQAR (mutante 2),
estructura IEYLQAR (mutante 3), IELIQAR (mutante 10) e IELFQAR (mutante 11).

De forma general, estos resultados permitieron corroborar la importancia de los
residuos Glu2 y GIn5 en los péptidos por su tendencia a formar enlaces de
hidrégeno fuertes con E-selectina, y también puentes salinos en el caso de
IELLQAR (nativo). A su vez, los analisis también demuestran que Arg7 paso de
ser un residuo labil en IELLQAR (nativo) para convertirse en una pieza importante
dentro de la estructura de los péptidos mutantes por su capacidad de formar de

puentes salinos estables en el sitio activo.
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Cabe resaltar que las interacciones polares encontradas aqui concuerdan en su
mayoria con las reportadas en otros estudios tedricos para sLe* y cuatro ligandos
glicomiméticos de sLe* que involucran principalmente a los residuos Glu80,
Asn82, Arg97, Lys99 y Lys111 de la proteina.l1°7.1%8 Asimismo, las interacciones
de los péptidos mutantes son comparables con las reportadas para Ac-IELLQAR-
CONHz, particularmente aquellas establecidas con los residuos Ser47, Pro78,

Glu80, Arg97, Asn105y Lys111.1109

3.1.4 Simulacion de los péptidos candidatos con un residuo N-Cys

Hasta el momento los péptidos IEELQAR (mutante 2), IEYLQAR (mutante 3),
IELIQAR (mutante 10) e IELFQAR (mutante 11) figuran como potenciales
candidatos para ser dirigidos a E-selectina en un ensamble macromolecular
(nanotransportador). No obstante, en el disefio de nanoestructuras de orientacion
activa con aplicacion farmacéutica se requiere de estrategias sintéticas que
permitan unir covalentemente a las moléculas activas a través de reacciones de
bioconjugacion, que se llevan a cabo preferentemente en medios acuosos. En
este sentido, se ided la union del péptido de mayor afinidad a través de la
reaccion maleimido-cisteina considerando el extremo N-terminal en llel, dada la
menor interaccion de llel con la proteina. Por lo tanto, fue necesario evaluar una
vez mas la afinidad por E-selectina de los péptidos mutantes seleccionados con

un residuo Cys1 adicional (C-péptidos).
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A fin de conocer la estabilidad de los nuevos complejos E-selectina/C-péptido,
los tiempos de simulacién se incrementaron hasta 50 ns. Se pudo observar a lo
largo de las trayectorias que el residuo Cysl de los C-péptidos no establece
interacciones con ninguno de los residuos de E-selectina en un radio de 5 A, a
excepcion de CIELFQAR (C-mutante 11), el cual forma enlaces de hidrogeno

débiles (< 18%) con Asn105, Glul07 y Glu92 (Fig. 3.4, 3.4E).

En cuanto al resto los residuos, se mantuvo la participacién de Glu3, GIn6 y Arg8
en la estabilidad de los complejos formados. Todos los C-péptidos coincidieron
en su interaccidén con Asn82 y algunos de ellos con los residuos Glu80, Asn83,
Arg97, Tyr94 y Lys99 de la proteina. Dichas interacciones estan representadas
graficamente en la figura 3.4 en los modos de union de los C-péptidos con el sitio

activo de E-selectina (Fig. 3.4A-E).

Adicionalmente, se midié el RMSD de cada péptido para evaluar su estabilidad
estructural en el sitio activo utilizando las trayectorias alineadas de los mismos.
Los péptidos CIELLQAR, CIELIQAR y CIELFQAR reflejaron una gran estabilidad
con un RMSD de ~3 A (Fig. 3.4A, 3.4B, 3.4E). Sin embargo, CIEYLQAR y
CIELIQAR mostraron mayores fluctuaciones a lo largo de las trayectorias que se
correlacionan con los valores de energia libre de union obtenidos (Fig. 3.4C,

3.4D).
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Figura 3.4 Estabilidad dinamica de los complejos formados entre E-selectina y los
péptidos candidatos modificados con un residuo N-Cys. Los RMSDs fueron obtenidos a
partir de trayectorias alineadas de 50 ns considerando el esqueleto proteico y los atomos
pesados de cada péptido A) CIELLQAR (C-nativo), B) CIEELQAR (C-mutante 2), C)
CIEYLQAR (C-mutante 3), D) CIELIQAR (C-mutante 10) y E) CIELFQAR (C-mutante
11).

Para los célculos de AGoind de los C-péptidos se tomaron los ultimos 625 frames
recuperados de 50 ns de trayectorias equilibradas (tabla 3.2). Como se observa

en la tabla 3.2, la adicion de Cys1 le confiere una estabilidad adicional al péptido
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nativo IELLQAR en la formacién del complejo con E-selectina. De igual forma
ocurre con el péptido CIELFQAR (C-mutante 11), cuyo valor de disminuyé hasta
-44,11 + 0,70 kcal molt. Curiosamente, esta tendencia se revierte para los
péptidos CIEELQAR (C-mutante 2), CIEYLQAR (C-mutante 3) y CIELIQAR (C-
mutante 10), quienes mostraron una importante pérdida de afinidad por la
proteina. Esto coincide con las contribuciones de AGele que sugieren un menor
ndmero de interacciones polares entre los complejos (Anexo 2). En
consecuencia, los péptidos CIEYLQAR (C-mutante 3) y CIELIQAR (C-mutante
10) se excluyeron de posteriores validaciones experimentales, quedando como

candidatos finales CIEELQAR (C-mutante 2) y CIELFQAR (C-mutante 11).

Tabla 3.2 Estimacion de las energias libres de unién para la asociacién de E-selectina
con los péptidos candidatos modificados con un residuo N-Cys obtenidas por el método

MM/GBSA.
Nombre Péptido Secuencia AGyping (kcal mol?)
C-nativo CIELLQAR Cys-lle-Glu-Leu-Leu-GIn-Ala-Arg -28,74 £ 0,40
C-mutante 2 CIEELQAR Cys-lle-Glu-Glu-Leu-GIn-Ala-Arg -33,80 + 0,36
C-mutante 3 CIEYLQAR Cys-lle-Glu-Tyr-Leu-GIn-Ala-Arg -7,65 + 0,35
C-mutante 10 CIELIQAR Cys-lle-Glu-Leu-lle-GIn-Ala-Arg -7,57£0,21
C-mutante 11 CIELFQAR Cys-lle-Glu-Leu-Phe-GIn-Ala-Arg -44,11 + 0,70
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3.2 ENSAYO DE AFINIDAD EXPERIMENTAL POR TERMOFORESIS A

MICROESCALA (MST)

Una de las dificultades que se presenté al momento de disefiar el experimento
de afinidad de los C-péptidos por E-selectina fue la baja solubilidad de éstos en
medio fisiolégico, debido al alto porcentaje de residuos hidrofébicos que

conforman sus estructuras.

Aun cuando se han establecido diferentes técnicas para determinar la afinidad
proteina-ligando en términos de la constante de disociacién (Kad), la eleccion de
la adecuada estara restringida a la naturaleza de las moléculas a evaluar asi
como al valor de Kq esperado, ya que, para obtener un buen ajuste, se requiere
evaluar los ligandos a un rango de concentraciones que exceda de 10 a 100

veces la concentracion del receptor.

A este respecto, los métodos desarrollados para medir variaciones en la
intensidad de fluorescencia de las moléculas se caracterizan por ser los mas
accesibles y también figuran entre los de mayor sensibilidad, comparados con
otros como calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) o resonancia del plasmon
superficial (SPR). Si bien inicialmente se pensé en disefiar un experimento de
competencia por el sito activo de E-selectina entre los C-péptidos y un fluoréforo
externo, se hizo muy dificil llevarlo a cabo dado que la concentracion de

saturacién de éste ultimo para la formacion del complejo con E-selectina (300
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uM) ameritaba explorar rangos de concentraciones superiores de los péptidos

gue no fueron estables en el buffer de prueba.

En la busqueda de otros métodos alternativos para la determinacién de Kad, y
luego de intentar alcanzar este objetivo mediante la cuantificacién indirecta de los
C-péptidos, la afinidad experimental por E-selectina se realiz6 finalmente por la

técnica de termoforesis a microescala (MST por sus siglas en inglés).

La termoforesis describe el movimiento dirigido de las moléculas a lo largo de un
gradiente de temperatura. Una diferencia local de temperatura AT, inducida por
un laser infrarrojo, conduce a un cambio local en la concentracién de moléculas
solvatadas (agotamiento o enriquecimiento), cuantificado por el coeficiente de
Soret S, Chot/Ceold = eXp(-STAT).120 En condiciones de amortiguacién constantes,
los cambios en la termoforesis de una concentracion fijja de una molécula
fluorescente (receptor) reflejan los cambios en su tamafio, carga o la entropia de
solvatacién inducidos por la union de otra molécula no fluorescente (ligando). La
medicion de este comportamiento a diferentes concentraciones de ligando

permite cuantificar la union y determinar la afinidad. (1941111

Para validar los resultados computacionales, se evalué experimentalmente la
afinidad hacia el sitio activo de E-selectina humana de los péptidos CIEELQAR
(C-mutante 2), CIELPQAR (C-mutante 11) y CIELLQAR (C-nativo), sirviendo este
altimo como ligando de referencia. Las medidas de MST se realizaron en un
equipo Monolith™ NT.115P, del que destacan las siguientes ventajas: bajos
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limites de deteccidn de la sonda fluorescente (> 50 pM), rango de estudio de Kq
entre pico-nano molar (pM-mM) y volumenes pequefios de solucién de complejos
proteina-péptido (20 uL). Esto permiti6 disefar los experimentos de acuerdo a la

solubilidad de cada péptido en el buffer de prueba.

En la Figura 3.5A se muestran los termogramas o curvas de MST a diferentes
concentraciones de los C-péptidos. La amplitud de ellas denota cambios entre la
forma unida y no unida de la proteina con sus ligandos. Durante todo el
experimento el laser de excitacion del fluor6foro permanece encendido, mientras
que el laser de IR, que induce el gradiente de temperatura, se enciende desde el
tiempo O hasta los 21 s de movimiento termoforético. Las curvas de dosis-
respuesta (Fig. 3.5B) se obtuvieron con el software MO.Affinity Analysis v2.3, en
donde el cambio en la termoforesis se expresa como la variacion en la
fluorescencia normalizada (AFnorm), es decir, la razén entre la fluorescencia
registrada en la region caliente y la registrada en la zona fria (Fhot/Fcold), €n funcién

de la concentracién de los C-péptidos.

Estas medidas de fluorescencia son directamente proporcionales a la
concentracion de proteina unida al ligando [BL] y la concentracién de proteina
libre [B], de acuerdo a la siguiente reaccion de equilibrio, en donde la constante
de disociacion Kad es equivalente al inverso de la constante de asociacion Ka:

[B] [L]
[BL]

[B]+[L] = [BL] Kq =

70



El cambio relativo en la concentracion se normaliza con respecto al valor de
saturacion, en el que todas las moléculas se encuentran en el estado de unién.
La unién de los ligandos a un receptor especifico se caracteriza por la Ka y la
concentracion total de sitios de union, [Bo]. La determinacion de estos dos
parametros puede lograrse utilizando curvas de saturacion de union obtenidas en
el equilibrio mediante la funcion de ajuste (1)1**2, que se deriva de la ley de accion

de masas:

[BL]  ([Lo] + [Bol + Ka) — /(([Lo] + [Bol + K))? — 4[Lol[Bo] (1)
[B] 2[B,]

La variable [Lo] es igual a la cantidad de ligando afiadido en cada punto de datos
y [BL] es la concentracion de complejos formados entre los sitios de union, [B], y

el ligando, [L].

El ajuste confiable de los resultados obtenidos (regresién no lineal) requirié un
test previo de fluorescencia inicial de E-selectina (zona fria) para todos los
capilares en cada repeticién, con el fin de descartar un aumento en la intensidad
de fluorescencia, quenching o photobleaching a causa de la unién con el ligando.
En consecuencia, las curvas ajustadas para cada péptido muestran las

variaciones ocurridas so6lo durante el movimiento termoforético (Fig. 3.5B).

Las curvas de afinidad de los C-péptidos se representan en términos del fraction

bound, que resulta de dividir cada valor de AFnorm entre la amplitud de las curvas
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originales para obtener una escala de 0 a 1, en donde pueden comparase los
resultados de los tres ligandos de manera conjunta. La forma sigmoidal

demuestra que todos los péptidos tienen un soélo sitio de union a E-selectina.

A pesar de que CIELLQAR (C-nativo) fue el péptido mas soluble en buffer MST
suplementado (2,4 mM), éste no logr6 alcanzar la concentracion de saturacion
de la proteina (Fig. 3.5B). No obstante, los datos fueron suficientes para estimar

un valor de K4 promedio de 1916,8 = 2,59 uM (tabla 3.3).

Por su parte, los péptidos mutantes CIEELQAR (C-mutante 2) y CIELFQAR (C-
mutante 11) si lograron alcanzar la concentracion de saturacion, aun cuando su
maxima solubilidad en el buffer MST suplementado fue 1,2 mM. Las curvas de
dosis-respuesta muestran que se necesita una menor concentracion de estos

ligandos para alcanzar el equilibrio en la formacion del complejo con E-selectina.

Los valores estimados de Kg promedio para CIEELQAR (C-mutante 2) y
CIELFQAR (C-mutante 11) fueron 41,05 + 0,89 y 18,86 = 0,77 uM
respectivamente, lo que convierte a éste ultimo en el péptido de mayor afinidad

experimental por E-selectina.
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Figura 3.5 Ensayo de afinidad de los C-péptidos por E-selectina. Termogramas de la
formacion de complejos E-selectina/C-péptidos (A). La franja azul indica la zona fria
donde se cuantifica la fluorescencia inicial (Fcod) Y la franja roja indica la zona caliente
elegida para la lectura de fluorescencia final (Fnot). El 1aser de IR permanece encendido
desde 0 hasta 21 s mientras se registran los trazos del movimiento termoforético (lineas
de colores). Las medidas que registraron formacion de agregados fueron descartadas
para la cuantificacion (lineas grises). Curvas dosis-respuesta de la union E-selectina/C-
péptidos (B). Se realiz6 un ajuste no lineal de las fracciones [BL]/[ Bo] para el célculo de
Kq promedio de tres experimentos independientes (error: DE, n = 3). La concentracion
de E-selectina se mantuvo constante (1 nM).
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En la tabla 3.3 se resumen los valores de Kd promedio para cada conjunto de
datos asi como los valores de energia libre de asociacion obtenidos a partir de la
ecuacion de Gibbs (2):

AG = —RTInKa = RTInKd (2)

Tabla 3.3 Constantes de disociacion (Kd) y energias libres de union (AGyoind) de
los complejos E-selectina/C-péptidos obtenidos por termoforesis a microescala

(MST)
Nombre Péptido Ka (UM) AGping (kcal mol?)
C-nativo CIELLQAR 1916,8 + 2,59 -3,71 £ 0,59
C-mutante 2 CIEELQAR 41,05 = 0,89 -5,98 £ 0,07
C-mutante 11 CIELFQAR 18,86 £ 0,77 -6,45 £ 0,15

Estos resultados permitieron validar la tendencia de afinidad de los C-péptidos
por E-selectina obtenida previamente por calculos computacionales
(CIELFQAR> CIEELQAR> CIELLQAR), lo que conllevd a seleccionar, sin lugar
a dudas, al péptido CIELFQAR para la sintesis del nuevo nanotransportador

bifuncional.
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3.3 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS NANOTRANSPORTADORES

DERIVADOS DE PAMAM

3.3.1 Caracterizaciéon de los péptidos adquiridos comercialmente

El péptido penetrante de células C-pTAT (CGRKKRRQRR) asi como los péptidos
afines a E-selectina CIELLQAR y CIELFQAR fueron caracterizados por RMN 'H
para corroborar su integridad y también ubicar aquellas sefiales que permitieran
determinar el grado de funcionalizacibn con respecto a la estructura del

dendrimero PAMAM-GA4.

3.3.1.1 Péptido C-pTAT (CGRKKRRQRR)

La asignacion de las principales sefiales de C-pTAT se realizo de acuerdo a los
desplazamientos quimicos reportados para los aminoacidos libres y algunos
péptidos constituidos por menos de cinco aminodcidos, pudiendo dividirse el
espectro en 3 regiones fundamentales (Fig. 3.6A): region |, que contiene los
protones Ha de todos los aminoacidos; regién Il, donde se ubican principalmente
los protones Hd de Arg (R) y He de Lys (K); y regién Il donde se encuentran los
protones mas apantallados HpB, Hy y Hd de los respectivos aminoéacidos. Por ser
un péptido sintético, éste viene acompafiado del contraibn acetato, que se

evidencia en el singlete desplazado a 1,77 ppm.
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Figura 3.6 Espectro de RMN H del péptido C-pTAT (CGRKKRRQRR) adquirido de la
casa comercial Biomatik. A) Asignacién preliminar de las sefiales de acuerdo a lo
reportado para las regiones I, Il y lll. B) Asignacion final para los protones deducida por
experimentos de RMN en dos dimensiones. La sefial sombreada fue seleccionada para

la cuantificacion.
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Seguidamente, se cuantificé el nimero de protones por regién y comparo con los
valores tedricos esperados. En la region |, la suma de todas las integrales fue de
12.40 H que concuerda exactamente con el numero de protones Ha presentes
en la estructura. En la region I, la sefial asignada para Hé Arg (R) también se
acercO al valor teorico correspondiente de 12.00 H, mientras que el triplete
asignado para He Lys (K), que integra para 5.03 H, parece solaparse con la sefial
de un protén geminal de Cys (C) que aparece al mismo desplazamiento quimico.
Por otra parte, en la region lll, la suma total de las integrales fue de 42.23 H, valor

que difiere ligeramente del nimero de protones esperados (40.00 H).

Al ser los mas desapantallados, los protones Ha resultaron ser de gran interés y
los mejores candidatos para cuantificar una proporcion relativa de C-pTAT en
relacion al dendrimero AC50. En este sentido, la asignacién correcta tanto de los
Ha asi como del resto de los protones se logré con analisis de RMN bidimensional
mediante los experimentos de correlacion homonuclear *H-'H COSY y TOCSY.
Una vez identificados, los protones permitieron ubicar los nucleos de carbono
directamente unidos a través del experimento de correlacion heteronuclear *H-
13C HSQC, mientras que los carbonos cuaternarios fueron asignados con el

experimento HMBC.

En la figura 3.6B se muestra finalmente la asignacion realizada a todos los
protones de C-pTAT. Algunas sefiales importantes de mencionar son dos

dobletes centrados en 3,85 y 4,01 ppm correspondientes a los dos Ha Gly (G),
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un triplete ubicado en 4,04 ppm asignado al Ha Cys (C), un triplete centrado en
4,08 ppm atribuido a un Ha Arg (R) y un multiplete desplazado a 4,20 ppm que
integra para el resto de los Ha de la estructura (8H), siendo elegido éste ultimo

para la determinacién del grado de funcionalizacion.

3.3.1.2 Péptido C-nativo (CIELLQAR)

La adquisicion del espectro de RMN !H se realiz6 en DMSO-ds (Fig. 3.7). A
primera vista, se observé un singlete en 3,40 ppm que interferia con la ganancia
en la relacion sefal/ruido de los protones del péptido. Esto puede atribuirse a la

presencia de H20 en el polvo liofilizado o en el solvente deuterado.

Las sefales de interés se encuentran a campo alto, en donde se aprecia un
doblete no definido centrado en 0,85 ppm y un singlete no definido en 1,24 ppm,
caracteristicos de los metilos y metilenos de los residuos hidrofébicos lle (1), Leu
(L) y Ala (A). A este respecto, se tom0 la sefial mas apantallada para la
cuantificacion sabiendo que estas no se solaparian con la sefial de los protones

Hy de Arg (R). En dicha sefial se encuentran contenidos los protones Hy Leu (L),

Hyz lle (1) y H3 lle (I) que tedricamente integran para 18 H.
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Figura 3.7 Espectro de RMN !H y ampliaciones del péptido C-nativo CIELLQAR
adquirido de la casa comercial Biomatik. La sefial sombreada a campo alto denota la
integridad del péptido.

3.3.1.3 Péptido C-mutante 11 (CIELFQAR)

En el espectro de RMN *H (Fig. 3.8) se pudo apreciar a campo bajo la presencia
de los protones aromaticos del péptido como un doblete centrado en 7,21 ppmy
gue puede atribuirse a 4 de los 5 H del anillo bencénico de Phe (F). Asimismo,
se observaron a campo alto las sefiales de interés ubicadas en 1,24 y 0,83 ppm.

Esta ultima ahora integra tedricamente para 12 H debido al cambio en los
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residuos Leu5 por Pheb, y corresponde a los protones de los grupos metilo

presentes en los residuos de lle (I) y Leu (L).
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Figura 3.8 Espectro de RMN 'H y ampliaciones del péptido C-mutante CIELFQAR
adquirido de la casa comercial Biomatik. Las sefiales sombreadas denotan la integridad
del péptido.

De esta manera, se lograron identificar exitosamente las sefiales que pemitirian

conocer el nimero de péptidos conjugados a cada sistema nanotransportador en

el transcurso de sintesis de los mismos.
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3.3.2 Sintesis del sistema AC50

La acetilacion parcial del dendrimero PAMAM-G4 es una de las formas de
funcionalizaciébn recientemente estudiadas dentro de nuestro grupo de
investigacion.!*13l Por ser una reaccion reproducible y cuantitativa se espera que
mantenga la monodispersidad en sus derivados. Ademéas de reducir la
citotoxicidad de PAMAM al disminuir su carga superficial, la acetilacion retiene la
permeabilidad celular y mejora la acumulacion en diversos érganos a causa de

su mayor tiempo de circulacién en sangre.[!14.115]

Se eligié un porcentaje de acetilacion de 50% dado que, en ensayos previos, el
dendrimero AC50, por si mismo, no pudo internalizarse en células neuronales de
ratones,'*®l lo que permitié abrir un campo de exploracién en la captacion celular

promovida solamente por los vectores pTAT, CIELLQAR y CIELFQAR.

La reaccion consistié en una adicion nucleofilica de las aminas superficiales de
PAMAM al carbonilo del anhidrido acético, seguido de la eliminacion del ién
acetato para formar el enlace amida. Con el fin de conocer el grado de acetilacion
aproximado, se identific6 previamente en el espectro de PAMAM-G4 la sefial
adecuada para realizar la relacion de integrales. Esta corresponde a un multiplete
centrado en 2,35 ppm (sefial B) que mantiene su desplazamiento quimico a pesar
de las modificaciones superficiales. Contiene los protones b de las ramas internas

y externas del dendrimero e integra por un total de 248 H (Fig. 3.9).
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Figura 3.9 Espectro de RMN *H del sistema AC50. Las sefiales A, B, C,C, Dy D’
corresponden a los metilenos del dendrimero, mientras que la sefial F corresponde los
protones del grupo acetilo.

El cambio mas importante en la estructura, se observa en 1,88 ppm con la
aparicion del singlete F correspondiente al grupo metilo del acetilo. Al normalizar
el valor de su integral con respecto a la sefal B se obtuvo un total de 102 H, que
coinciden con 34 grupos acetilos por molécula de PAMAM-G4, resultando en un

53% de sustitucion. Las sefiales C'y D’, que contienen los protones c y d externos
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de las ramas no funcionalizadas se desplazaron desde 3,15 y 2,63 ppm hasta
3,33y 2,91 ppm respectivamente, 1o que demuestra una cambio en el entorno
guimico de estos protones con respecto a los metilenos ¢ y d de las ramas
funcionalizadas, ya que con la formacion de nuevos enlaces amidas, las sefiales
de dichos protones aparecen al mismo desplazamiento quimico que los protones
c en 3,21 ppm, aumentando en tamafo de la sefal C, la cual integra ahora por
274 H (antes 124 H). El resto de los protones del dendrimero estan debidamente

asignados a las sefiales Ay D, ubicadas en 2,73y 2,55 ppm (Fig. 3.9).

Desde el punto de vista espectroscopico, la ventaja de funcionalizar con el grupo
acetilo es que describe una Unica sefial en el espectro de RMN *H, bien definida
y a un desplazamiento quimico que esta lo suficientemente alejado como para
interferir con las sefiales mas importantes de PAMAM, pTAT y de los péptidos

CIELLQAR/CIELFQAR.

3.3.3 Sintesis del sistema AC50-pTAT

La sintesis de este nanotransportador se llevé a cabo en dos etapas. La primera,
consistié en la reaccion de las aminas superficiales del sistema AC50 con el éster
de N-hidroxisuccinimida del GMBS a través de una sustitucién nucleofilica
bimolecular (Sn?); la segunda, fue la adicion conjugada de C-pTAT
(CGRKKRRQRR) al grupo maleimido del linker GMBS a través del grupo tiol de

la cisteina. En el espectro de protones (Fig. 3.10) se pueden observar las sefiales
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correspondientes al pTAT, en particular, el multiplete asignado a los 8 protones
Ha centrado en 4,23 ppm. Las sefiales del dendrimero AC50 permanecen a los
mismos desplazamientos quimicos. Al normalizar el espectro por la sefial B (248
H), se obtuvo para la sefal asociada a los Ha un total de 28 H, que arroja un valor

promedio de 3,5 moléculas de pTAT por dendrimero.
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Figura 3.10 Espectro de RMN *H del sistema AC50-pTAT. La sefial a indica la presencia
del péptido pTAT en la estructura.
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Con el espectro HSQC se pudo confirmar la unién de pTAT en la nanoestructura
mediante la correlacién C-H a un enlace de los residuos Arg (R) y Lys (K) del
péptido (Fig. 3.11A). Al comparar con las ampliaciones del espectro HSQC de C-
PTAT, se observaron a campo bajo los nucleos contenidos en los multipletes
ubicados entre 1,25-1,80 ppm, asignados a los protones Hp, HB’, Hy y H3 de
estos aminoacidos (Fig. 3.11B). A su vez, a campo medio se observaron los
nucleos de los Ha de gran parte de los aminoacidos, en especial los de Arg (R)
(Fig. 3.11C). Asimismo, se aprecian los nucleos correspondientes a los metilenos

del dendrimero PAMAM entre 2,3-3,4 ppm.
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Figura 3.11 Espectro 'H-'3C HSQC del nanotransportador AC50-pTAT(A). La
conjugacion con C-pTAT se evidencia al comparar con las ampliaciones del espectro
HSQC del péptido, a campo bajo (B) y a campo medio (C).
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A pesar de lo reportado para esta reaccion de conjugacion en otros sistemas
PAMAM similares, la unién de C-pTAT sélo fue posible a pH 8,4, considerando
tiempos cortos entre la adicidén de los reactivos a fin de evitar la degradacion del
grupo maleimido del linker GMBS en presencia de agua. La relaciones
estequiométricas AC50:GMBS:pTAT ensayadas se muestran en la tabla 3.4, en
donde se evidencia una efectividad de conjugacion cercana al 60% con respecto

al valor tedrico.

Tabla 3.4 Relaciones molares AC50:GMBS:pTAT ensayadas para la conjugacion de
pTAT con el dendrimero AC50

Buffer pH Relacién molar Moléculas de pTAT
PBS 7,4 1:8:6 -
Boérax/Borato 8,4 1:8:6 3,5
Bérax/Borato 8,4 1:6:4 2,2

3.3.4 Sintesis de los sistemas AC50-pTAT-CIELLQAR/CIELFQAR

La conjugacion de los péptidos afines a E-selectina al dendrimero AC50-pTAT se
realizd siguiendo la estrategia sintética previamente descrita (Fig. 2.3) a través
del linker GMBS. Debido a la baja solubilidad en agua de los C-péptidos, las
reacciones se llevaron a cabo a un porcentaje final de solvente organico de 30%.

Las relaciones molares estudiadas para la sintesis de AC50-pTAT fueron también
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evaluadas aca. No obstante, el numero de moléculas de péptidos conjugadas no
vario significativamente entre la proporcion 1:8:6 y 1:6:4. La sintesis exitosa de
ambos nanotransportadores bifuncionales se verificd en los correspondientes
espectros de RMN H por la presencia de dobletes y tripletes superpuestos a
campo bajo (G) entre 0,72-0,84 ppm, atribuidos a los protones de grupos metilo

de los residuos de lle (I) y Leu (L) presentes en ambos péptidos (Fig. 3.12-3.13).
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Figura 3.12 Espectro de RMN *H del sistema AC50-pTAT-CIELLQAR. Los protones
contenidos en la sefial G (40 H) confirman la presencia del péptido en la estructura.
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Al normalizar las sefiales G en funcion de la sefal B del dendrimero (248 H), se
obtuvo un total de 40 H para el nanotransportador control AC50-pTAT-CIELLQAR
y 32 H para el nanotransportador de mayor afinidad por E-selectina AC50-pTAT-
CIELFQAR que coinciden con la unién de 2,22 y 2,63 moléculas de sus

respectivos péptidos.
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Figura 3.13 Espectro de RMN !H del sistema AC50-pTAT-CIELFQAR. Los protones
contenidos en la sefial G (32 H) confirman la presencia del péptido en la estructura.
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Teniendo en cuenta las caracteristicas hidrofébicas de ambos péptidos y la
posibilidad de ser encapsulados por el dendrimero AC50-pTAT durante la
reaccion, se realiz6 un espectro NOESY para verificar que la unién fuese
netamente covalente y no por la formacion de un complejo supramolecular. Como
ejemplo, se muestra el espectro NOESY para el nanotransportador bifuncional
AC50-pTAT-CIELLQAR (Fig. 3.14), en donde se observa una correlacion
espacial entre los protones de las ramas internas y externas del dendrimero, pero
no se aprecia una correlacion de éstos con los protones de los amioacidos
hidrofébicos mas abundantes lle (1) y Leu (L). De esta manera, se comprueba la
conjugacion exitosa de los péptidos CIELLQAR y CIELFQAR, los cuales tendran
la funcion de direccionar a los nanotransportadores hacia la proteina blanco E-

selectina.

Cabe resaltar que para la sintesis de los nanotransportadores bifuncionales
marcados con la sonda Alexa Fluor® 647 se siguié el mismo esquema sintético
(Fig. 2.3) partiendo desde un solo batch de dendrimeros AC50*, funcionalizados
con C-pTAT a una relacién 1:6:4 y posteriormente funcionalizados con los
péptidos CIELLQAR o CIELFQAR a una relacién 1:6:4. Estos sistemas
nanotransportadores marcados con la sonda fluorescente fueron usados para los

ensayos biolégicos de viabilidad e internalizacién celular.

89



—~20

BV

Figura 3.14. Espectro NOESY del nanotransportador AC50-pTAT-CIELFQAR. La
ausencia de correlacion entre los sistemas de spin de los metilenos del dendrimero y los
metilos de los residuos lle (1) y Leu (L) descartan la encapsulacién del péptido durante la
reaccion.

3.4 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR POR MTS Y CRISTAL VIOLETA

Se estudio la toxicidad de los nanotransportadores en la linea celular de endotelio

HUVEC/TERT2 y de glioblastoma T98G a través de dos métodos diferentes:

El primero, fue el ensayo de proliferacion celular con el kit CellTiter 96®, que se
basa en la reaccion colorimétrica de la sal de tetrazolio MTS cuando se
transforma en un producto de formazan soluble en el medio de cultivo por accion

de las células viables. A diferencia del MTT, esta sal de segunda generacion no
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requiere la adicion de DMSO o detergentes para la cuantificacion del formazan,

por lo que las células pueden lavarse y regresar de nuevo a incubacion.1¢l

La reduccién del MTS ocurre mayormente de forma extracelular, tal como se
muestra en la figura 3.15. La reaccion es mediada por etil sulfato de fenazina
(PES), un aceptor de electrones gue tiene la capacidad de penetrar las células y
ser reducido principalmente por el flujo de NAD(P)H en el citoplasma, el cual esta
relacionado con el impulso de energia que mantiene activo el metabolismo
celular. De esta manera, la produccién de formazan, medida por la absorbancia
a 490 nm, se ha relacionado de forma directa con el nimero de células vivas en

el cultivo.l117]
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Figura 3.15 Representacion esquematica del mecanismo propuesto para la reduccion
celular de MTS a formazan. El transporte de electrones es atribuido principalmente a
NADPH o NADH producidos por enzimas deshidrogenasas en células metabdlicamente
activas. (Imagen realizada en BioRender.com)
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Con el fin de evaluar la toxicidad de los nanotransportadores sintetizados, las
células se incubaron con concentraciones crecientes de estos compuestos.
Asimismo, se realiz6 una comparacién precisa entre los cuatro sistemas
mediante un test de ANOVA de dos vias teniendo en cuenta dos variables: la
concentracion del sistema nanotransportador y su grado de funcionalizacién

relacionado a la carga superficial (Fig. 3.16).

Los resultados de este andlisis estadistico mostraron que el aumento de la
concentracion de los dendrimeros afecta ligeramente a la viabilidad en ambas
lineas celulares estudiadas (p<0,001), mientras que la influencia de la
funcionalizacion afecté en mayor medida a las células HUVEC/TERT2 (p<0,05)

en comparacion con las células T98G (p<0,001).

El analisis de comparacion multiple entre las células HUVEC/TERT2 arrojé una
disminucién del 15 - 25% en la viabilidad después de 24 h de incubacion con los
dendrimeros AC50 y AC50-pTAT, lo cual puede estar asociado a la proporcion
de cargas positivas en la superficie de estos dendrimeros.!**®l Aunque para los
nanotransportadores AC50-pTAT-CIELLQAR y AC50-pTAT-CIELFQAR parece
haber una tendencia similar, se puede observar que la viabilidad celular se
mantiene en un 80%, incluso a altas concentraciones de los mismos (Fig. 3.16A).
No obstante, la actividad metabdlica de las células HUVEC/TERT?2 se recupera
al téermino de 48 h de incubacion con los dendrimeros, en donde la viabilidad

media aumenta hasta un 90% en cualquiera de los casos (Fig. 3.16B).
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Figura 3.16 Ensayo de proliferacion celular por MTS en el modelo endotelial
HUVEC/TERT2 y de glioblastoma T98G. Las células fueron tratadas con los
nanotransportadores PAMAM en un rango de concentracion de 0,1-10 uM. Viabilidad de
HUVEC/TERT2 a las A) 24 h y B) 48 h, viabilidad de T98G a las C) 24 hy D) 48 h. Los
datos se expresan como media £ SD. Prueba de Tukey *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y
****¥n<(0,0001 frente al control (medio de cultivo), n=3.
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Por otra parte, la viabilidad en las células T98G disminuyé entre 5y 10% luego
de 24 h de incubacién con los dendrimeros, especialmente a concentraciones de
0,1 y 1,0 uM. A pesar de que las diferencias fueron estadisticamente
significativas, se puede observar que a concentraciones mas altas, la viabilidad
se mantiene en un 90% (Fig. 3.16C). Esta tendencia se hace mas evidente a
tiempos de incubacion de 48 h, donde el promedio total de la viabilidad celular
supera el 95%, indicando una recuperacion de la actividad metabdlica a cualquier

concentracion (Fig. 3.16D).

Es importante sefalar que existen otros procesos celulares que se caracterizan
por mantener un metabolismo activo en las células, pero que no necesariamente
dan cuenta de la viabilidad de las mismas. Parte de ello se debe al estrés que
generan las células al momento de endocitar o degradar sustancias externas que
no son captadas apropiadamente, desencadenando, el algunos casos, la
activacion de mecanismos de muerte como autofagia, apoptosis, necrosis, entre

otros.[119]

Los cambios en la morfologia de las células durante un proceso de muerte estan
estrechamente relacionados con la falta de adherencia de las mismas al sustrato
de cultivo. La mayoria de las células viables se adhieren firmemente a un sustrato
de cultivo adecuado, mientras que aquellas lesionadas se redondean
progresivamente y acaban desprendiéndose, lo que coincide con la muerte

celular.[t20121] por esta razén, se realizé6 un segundo ensayo de viabilidad, en
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donde se evalu6 la densidad de células adheridas mediante la tincidbn con cristal

violeta.

En la figura 3.17 se muestran los resultados obtenidos desde las microplacas
representativas usadas para el ensayo con MTS (Fig. 3.16). En la linea
HUVEC/TERT2 la densidad celular a 24 h disminuy6 entre un 25-30%, lo que
correlaciona con lo visto anteriormente para el ensayo de MTS. En cuanto al
experimento de 48 h, se observé un aumento general en la densidad, en donde

se evidencia que los dendrimeros no inhibieron la proliferacién de estas células.

Por su parte, las células T98G mostraron una disminucién en la densidad de
hasta 20% en las primeras 24 h de incubacién con los nanotransportadores. Sin
embargo, este porcentaje fue mucho mas variable en el experimento de 48 h ya
gue en las concentraciones de 0,1y 1,0 uM la densidad celular disminuyd hasta
un 30%, mientras que a concentraciones de 0,5y 5,0 uM fue apenas de un 10%.
Estas fluctuaciones se atribuyen a potenciales errores técnicos durante el cambio

del medio de cultivo por el que contenia las soluciones de dendrimeros.

Por lo tanto, tomando el conjunto de resultados de ambos ensayos de viabilidad
celular, se puede concluir que los nanotransportadores sintetizados mostraron
una baja toxicidad (5-15%) a las concentraciones probadas y no inhibieron la

proliferacion de las dos lineas celulares estudiadas.
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Figura 3.17 Ensayo de densidad celular por tinciébn con cristal violeta en el modelo
endotelial HUVEC/TERT2 y de glioblastoma T98G. Las células fueron tratadas con los
nanotransportadores PAMAM en un rango de concentraciéon de 0,1-10 uM. Viabilidad de
HUVEC/TERT2 a las A) 24 h y B) 48 h, viabilidad de T98G a las C) 24 hy D) 48 h. Los
datos se expresan como media £ SD. Prueba de Tukey *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y
**+*%n<0,0001 frente al control (medio de cultivo), n=3.
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3.5 INTERNALIZACION CELULAR DE LOS NANOTRANSPORTADORES

DERIVADOS DE PAMAM

La capacidad penetrante de los nanotransportadores se evalué a través de dos
modelos in Vitro de acuerdo a la hipotesis planteada: a) un modelo de células
endoteliales que asemejan a aquellas que recubren las paredes de la BHE, el
cual esta representado por las células HUVEC/TERT2 y b) un modelo de células
enfermas del SNC, el cual esta representado por las células de glioblastoma

multiforme T98G.

Considerando el proceso de inflamacién cronico que tiene lugar ante la
persistencia de alguna enfermedad neurodegenerativa, se indujo la activacién de
esta cascada de sefializacion en los modelos celulares estudiados a través de
dos agentes pro-inflamatorios. El primero, conocido como PMA, es un
quimiotactico que estimula directamente a la Proteina quinasa C (PKC),!1%2
mientras que el segundo, TNF-q,%l es una citocina que interviene en la
regulacion de las células del sistema inmune. Ambos activan al factor de
transcripcion NF-xB para la sintesis de proteinas de adhesion vascular, entre
ellas ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina. La sobreexpresion de estas proteinas es

sinénimo de un endotelio activado (Fig. 3.18).1*23l
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Figura 3.18 Activacion de las células endoteliales durante la inflamacién del SNC. El
TNF-a activa a NF-kB, un factor de transcripcion critico que se encuentra rio abajo en
las vias de sefializacion de MAPK y la proteina quinasa C. Estas vias inducen la
expresion de una serie de genes y proteinas inflamatorias, como E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1, que son importantes en el rolling y adhesién de los leucocitos al endotelio
activado.

3.5.1 Captacion de los nanotransportadores bifuncionales en células

activadas con PMA

Se evalud la captacidon celular de los dendrimeros AC50-pTAT-CIELLQAR y
AC50-pTAT-CIELFQAR en células activadas y no activadas con PMA con el fin
de comparar el comportamiento de los mismos frente a una sobreexpresion de

E-selectina (PMA +) y niveles basales de esta proteina (PMA -). Para ello, se
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optimizaron los tiempos de incubacion a 6 h'y 12 h de acuerdo a lo reportado
recientemente sobre la captacion del dendrimero AC50 en cultivos primarios de

neuronas del hipocampo de ratén.[113]

En la figura 3.19 se muestran las fotografias representativas obtenidas de las
células HUVEC/TERT2. En el panel A (6 h) se observa de forma general una
acumulacion de los dendrimeros alrededor de células. Esta es mas abundante
con respecto al dendrimero AC50-pTAT-CIELLQAR, sin que haya diferencias
significativas entre las células activadas (PMA +) y no activadas (PMA -). Por su
parte, el dendrimero AC50-pTAT-CIELFQAR describe una menor proporcion en
la acumulacion, la cual parece incrementarse ligeramente en las células

activadas en comparacién a las no activadas.

No obstante, en el panel B (12 h) se puede observar de forma general un aumento
en la intensidad de fluorescencia de ambos nanotransportadores, siendo la
acumulacion mas definida y consecuente con la morfologia en las células que
fueron activadas (PMA +) con respecto a las que no (PMA -). Estos resultados
sugieren que la internalizacion de los nanotransportadores ocurre a tiempos
superiores de 6 h de incubacion, en donde la sobrexpresiéon de E-selectina
contribuye parcialmente con la entrada de los dendrimeros bifuncionales a las

células endoteliales. 33124
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Figura 3.19 Captacion celular de los nanotransportadores bifuncionalizados en células
HUVEC/TERT2 estimuladas con PMA. Imagenes representativas de HUVEC/TERT2
incubadas con los dendrimeros a A) 6 h'y B) 12 h. Todas las imagenes fueron adquiridas
con el objetivo 40X en una escala = 100 pm.
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En este sentido, se decidié explorar lo que ocurria en la linea T98G ya que,
originalmente, estas células también expresan a la proteina E-selectina. En el
panel A (6 h) de la figura 3.20 se observa un comportamiento de los
nanotransportadores similar al visto en las células HUVEC/TERT2 activadas
(PMA +), con una mayor acumulacion de AC50-pTAT-CIELLQAR en
comparacion con AC50-pTAT-CIELFQAR. Sin embargo, en las células T98G no
activadas (PMA -) la acumulacibn de ambos nanotransportadores fue muy

semejante en intensidad.
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Figura 3.20. Captacion celular de los nanotransportadores bifuncionalizados en células
T98G estimuladas con PMA. Imagenes representativas de T98G incubadas con los
dendrimeros a A) 6 hy B) 12 h. Todas las imagenes fueron adquiridas con el objetivo
40X en una escala = 100 pm.

Asimismo, se puede observar en el panel B (12 h) una tendencia parecida a la
vista previamente para la linea HUVEC/TERT2, en donde la intensidad de
fluorescencia de AC50-pTAT-CIELFQAR aumenta en las células T98G activadas
(PMA +) y, de forma general, la acumulacion de los dendrimeros coincide con la
morfologia de las mismas. A pesar de esto, en las células T98G no activadas
(PMA -) no parece haber ninguna diferencia entre las intensidades de ambos

dendrimeros con respecto a las células que fueron incubadas por 6 h.
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A pesar de que en la linea T98G se observd una sefial de los
nanotransportadores bifuncionales en sitios inespecificos, fue mayor la
acumulacion de éstos en la periferia de las células, lo cual apoya la hipotesis de
su captacion celular. Sin embargo, se hizo dificil concluir que los mismos estaban
siendo realmente internalizados por las células T98G desde tiempos menores a
6 h y que la capacidad penetrante fuese independiente de la sobreexpresion de
E-selectina. A modo de comparacion, se llevé a cabo el ensayo de captacion
celular con la citocina TNF-a, cuidando algunos aspectos del protocolo
experimental que permitieran esclarecer los resultados obtenidos hasta el

momento.

3.5.2 Captacién de los nanotransportadores bifuncionales en células

activadas con TNF-a

En estos ensayos, se evalud la captacion celular de los nanotransportadores
AC50-pTAT-CIELLQAR y AC50-pTAT-CIELFQAR en células activadas y no
activadas con TNF-a, incrementando un 50% la concentracion de los
dendrimeros para una mejor sefial de fluorescencia y manteniendo los mismos

tiempos de incubacion de 6 hy 12 h.

Las im&genes representativas obtenidas de la linea HUVEC/TERT2 evidencian
que luego de 6 h de incubacion (panel A, Fig. 3.21) no existe acumulacién y/o

internalizacion de los nanotransportadores bifuncionales, tanto en células

102



activadas (TNF-a +) como en las no activadas (TNF-a -). Curiosamente, tras 12
h de exposicién, la internalizacion de ambos dendrimeros tuvo lugar en las
células que sobreexpresan al receptor de E-selectina (TNF-a +), mientras que en
aguellas que mantienen niveles basales de la proteina (TNF-a -) sélo internalizé

el dendrimero control AC50-pTAT-CIELLQAR (panel B, Fig. 3.21).
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Figura 3.21 Captacion celular de los nanotransportadores bifuncionalizados en células
HUVEC/TERT2 estimuladas con TNF-a. Imagenes representativas de HUVEC/TERT2
incubadas con los dendrimeros a A) 6 hy B) 12 h. Todas las imagenes fueron adquiridas
con el objetivo 40X en una escala = 100 pm.

Estos resultados se complementan con los obtenidos para el ensayo con PMA 'y
permiten confirmar que el ingreso de los nanotransportadores bifuncionales a las

células endoteliales ocurre a tiempos mayores de 6 h y mas aun, que la entrada
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de AC50-pTAT-CIELFQAR si parece estar mediada en mayor mediada por E-

selectina.

Por otro lado, las imagenes representativas obtenidas de la linea T98G
demuestran que los dendrimeros ACS50-pTAT-CIELLQAR y AC50-pTAT-
CIELFQAR son capaces de ingresar a las células activadas transcurridas 6 h de
incubacion. A diferencia del ensayo de activacibn con PMA, no se observd
acumulacion y/o internalizacion de estos compuestos en las células no activadas,
lo que sugiere que el ingreso de los nanotransportadores deberia estar siendo
mediado por el receptor (panel A, Fig. 3.22). También, se observé que luego de
12 h de exposicion ambos nanotransportadores permanecen dentro de las
células cancerigenas activadas, mientras que en aquellas no activadas se
apreci6 levemente la entrada de AC50-pTAT-CIELLQAR y, en menor proporcion,

la de AC50-pTAT-CIELFQAR (panel B, Fig. 3.22).

El conjunto de estos resultados sugiere que los niveles basales de E-selectina en
la linea T98G son mayores que en la linea HUVEC/TERT?2 y que esta tendencia
se mantiene aun con la estimulacién por parte de los agentes pro-inflamatorios.
Con la finalidad de verificar estos hechos, se estimo la cantidad de E-selectina
expresada en ambas lineas celulares mediante la cuantificacion de fluorescencia

total corregida (CTCF) en aquellas células incubadas durante 12 h.

En la figura 3.23 se puede confirmar que la expresién de esta proteina es
significativamente mayor en células activadas en comparacion a las no activadas,
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tanto para HUVEC/TERT2 (Fig. 3.23A) como para T98G (Fig. 3.23B). De igual
forma, el andlisis estadistico demuestra que los niveles de E-selectina el modelo
de glioblastoma estan significativamente mas elevados con respecto al modelo
endotelial, bien sea en la forma de expresion basal o en la estimulada con TNF-
a (Fig. 3.23C). Esto reafirma la idea de que los nanotransportadores bifuncionales
estan siendo endocitados principalmente a través de este receptor, siendo mas

evidente en la internalizacién de AC50-pTAT-CIELFQAR.
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Figura 3.22 Captacion celular de los nanotransportadores bifuncionalizados en células
T98G estimuladas con TNF-a. Imagenes representativas de T98G incubadas con los
dendrimeros a A) 6 h'y B) 12 h. Todas las imagenes fueron adquiridas con el objetivo
40X en una escala = 100 pm.
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En este sentido, el ingreso del nanotransportador control AC50-pTAT-CIELLQAR
en las células no activadas de ambas lineas celulares podria verse ademas
favorecido por un mecanismo de transporte pasivo 0 transcitocis adsortiva,

haciéndolo menos selectivo por la proteina.
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Figura 3.23 Cuantificacion de la fluorescencia de E-selectina por el método CTCF.
Comparacion entre los niveles de expresiéon de E-selectina en A) HUVEC/TERT2, B)
T98G y C) ambas lineas celulares. Los datos se expresan como media + SD. Prueba t
de student *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 y ****p<0,0001, n=12.
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3.6 ENSAYO DE SELECTIVIDAD PARA EL RECEPTOR DE E-SELECTINA

Con el objetivo de estudiar la potencial selectividad in Vitro de los péptidos
CIELLQAR y CIELFQAR hacia E-selectina, se pre-incubaron las células
endoteliales y cancerosas no activadas con el anticuerpo anti-E-selectina para
bloquear el sitio activo del receptor. Posteriormente, se evaluoé la captacion de los

nanotransportadores bifuncionales durante un tiempo de exposicién de 12 h.

En la figura 3.24 se observa que luego de 12 h de incubacion (panel A) tiene lugar
una gran acumulacion de AC50-pTAT-CIELLQAR en las células HUVEC/TERT?2,
incluso en sitios inespecificos de la superficie. Esta acumulacion alrededor de las
células no se aprecia con el dendrimero AC50-pTAT-CIELFQAR, por lo cual,
estas observaciones sugieren una menor selectividad del péptido CIELLQAR

hacia E-selectina expresada en las células endoteliales.

En cuanto a las células T98G (panel B), se observo un comportamiento diferente
respecto al posible mecanismo de ingreso de los nanotransportadores, puesto
que para el dendrimero AC50-pTAT-CIELLQAR no se evidencia una
acumulacion y/o internalizacion en esta linea celular, a diferencia de lo observado
en las células endoteliales HUVEC/TERTZ2. De igual forma, el dendrimero AC50-
pTAT-CIELFQAR tampoco es internalizado por las células cancerosas T98G.
Debido a que la proteina se encuentra bloqueada por su respectivo anticuerpo,

estos resultados indicarian la elevada selectividad del péptido CIELFQAR por E-
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selectina y que la internalizacion del nanotransportador AC50-pTAT-CIELFQAR

deberia estar mediada fundamentalmente por su unién a este receptor.
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Figura 3.24 Selectividad in Vitro de los péptidos CIELLQAR y CIELFQAR hacia E-
selectina. La afinidad se evalud incubando los dendrimeros AC50-pTAT-CIELLQAR vy
AC50-pTAT-CIELFQAR durante el bloqueo del sitio activo de la proteina con un
anticuerpo anti-E-selectina. Imagenes representativas al término de 12 h de exposicién
A) HUVEC/TERT2y B) T98G. Todas las imagenes fueron adquiridas bajo el objetivo 40X
en una escala = 100 pm.
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Ademas, estas evidencias resaltan las diferencias que existen entre las lineas
estudiadas en relacion a la composicién de sus membranas celulares y como a
traves de ellas se establecen las diferencias en la entrada de un
nanotransportador bifuncional por sobre otro. La expresion basal de E-selectina
en la células HUVEC/TERT2 no es suficiente para que el dendrimero AC50-
pTAT-CIELFQAR pueda ingresar, ni siquiera a tiempos largos de incubacién (12
h). Esto indicaria, que el nanotransportador aparentemente no utiliza otro
mecanismo alterno de ingreso a la célula que no sea el mediado por la proteina.
En cambio, el nanotransportador control AC50-pTAT-CIELLQAR, utiliza un
mecanismo de transporte diferente cuando los niveles de este receptor son bajos.
Como se observo en las células T98G, los niveles basales de E-Selectina podrian
ser lo suficientemente altos como para guiar a AC50-pTAT-CIELLQAR a un sélo

mecanismo de entrada mediado por este receptor.

Las suposiciones anteriores estan ademas sustentadas en los resultados de
internalizacion obtenidos para los nanotransportadores AC50 y AC50-pTAT
ensayados en las mismas lineas celulares, en donde se observo el ingreso de
ambos compuestos en HUVEC/TERT2 (TNF-a -) al cabo de 6 h de incubacién,
indicando explicitamente que la internalizacion fue mediada por un mecanismo
de transcitocis adsortiva (Anexo 4). De forma similar ocurrié con la linea T98G,
para la cual fue evidente el ingreso de estos dos compuestos al término de 12 h
de exposicion, tanto en las células activadas como en las no activadas (Anexo

5). En este sentido, se puede confirmar la mayor afinidad por E-Selectina del
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nanotransportador conjugado con el péptido mutante CIELFQAR comparado con
el nanotransportador AC50-pTAT-CIELLQAR, el cual se utiliz6 como sistema de

referencia en estos estudios.
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CAPITULO 4. Conclusiones y
Proyecciones
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CONCLUSIONES

A través de estudios de docking, DM, andlisis estructural y célculos de energia
libre por el método MM/GBSA se encontraron cuatro péptidos mutantes
IEELQAR, IEYLLQAR, IELIQAR y IELFQAR con gran afinidad por E-selectina,
derivados del péptido nativo IELLQAR. Tras ser modificados con un residuo N-
Cys, los péptidos mutantes seleccionados mostraron variaciones en su energia
libre de union a E-selectina. Los C-péptidos que mantuvieron una alta afinidad

por la proteina fueron CIELFQAR > CIEELQAR > CIELLQAR.

La alta sensibilidad de la técnica de termoforesis a microescala (MST) permitié
comprobar experimentalmente la afinidad de los C-péptidos candidatos. Los
valores promedio de Kqg validaron la tendencia de afinidad que se obtuvo
previamente para estos ligandos por los métodos computacionales. El péptido
CIELLQAR fue seleccionado para la sintesis del nanotransportador bifuncional
de mayor afinidad por E-selectina, mientras que el péptido CIELLQAR fue elegido

para la sintesis del nanotransportador bifuncional de referencia.

La sintesis de los nanotransportadores bifuncionales se logré exitosamente
mediante el esquema sintético planteado. La acetilacion de PAMAM-G4 condujo
a la unién de 34 grupos acetilos por molécula de dendrimero. La sintesis de

AC50-pTAT mostré un porcentaje de eficiencia de 60% (aprox) a relaciones
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molares AC50:GMBS:pTAT de 1:8:6 6 1:6:4. Estas relaciones molares fueron
también utilizadas en la sintesis de los nanotransportadores bifuncionales (AC50-
pTAT.:GMBS:CIELLQAR/CIELFQAR), sin embargo, no se observaron diferencias

en el numero de molécula conjugadas. El pH 6ptimo para las sintesis fue 8,4.

De forma general, las células estudiadas mostraron una elevada supervivencia
(85-95%) luego de ser incubadas con los nanotransportadores sintetizados.
Tanto la concentracibn como la carga superficial de los nanotransportadores
sintetizados afectd en mayor medida la viabilidad de las células HUVEC/TERT?2
en comparacion a las células T98G durante las primeras 24 h de incubacion. Sin

embargo, la viabilidad en ambas lineas se recuperd luego de 48 h.

Los ensayos de internalizaciéon celular mostraron la preferencia de los
nanotransportadores bifuncionales hacia el receptor E-selectina para mediar su
entrada. Los resultados obtenidos con los agentes pro-inflamatorios revelaron
gue el ingreso de estos compuestos en células activadas ocurre luego de 6 h de
incubacion en la linea HUVEC/TERT?2 y durante las primeras 6 h de incubacion

en la linea T98G.

El ensayo de selectividad in Vitro de los péptidos CIELLQAR y CIELFQAR por E-
selectina confirmd la mayor afinidad de AC50-pTAT-CIELFQAR por sobre AC50-
pPTAT-CIELLQAR. En presencia de altos niveles de expresion de E-selectina se
favorece un mecanismo de entada mediado por este receptor para ambos
nanotransportadores, mientras que a niveles muy bajos sélo AC50-pTAT-
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CIELLQAR es capaz de ingresar a las células mediante un mecanismo de

transcitocis adsortiva.

La bifuncionalidad en AC50-pTAT-CIELFQAR le confiere a este dendrimero el
potencial de ser usado como una novedosa macromolécula acarreadora que
pueda ser dirigida hacia la BHE en el tratamiento de enfermedades del

neurodegenerativas, cancer cerebral y otras enfermedades del SNC.
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PROYECCIONES

Realizar ensayos de encapsulacion y liberacién de farmacos de interés en el
nanotransportador bifuncional AC50-pTAT-CIELFQAR con el fin de elaborar

formulaciones estables que puedan dosificarse en experimentos in Vitro e in Vivo.

Realizar ensayos in Vivo utilizando modelos murinos para el estudio de
biodistribucién del nanotransportador AC50-pTAT-CIELFQAR, asi como estudios
de internalizacion celular en tejidos de cerebro, médula espinal o tumores
mediante las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) y tincién con hematoxilina-

eosina (H&E).

Particularmente, la evaluacion en tumores puede lograrse a través de
xenoinjertos con la inoculacion de células de glioblastomas o neuroblastomas
que sirvan como modelo de cancer cerebral. También se puede inducir la
tumorogénesis directamente en el cerebro, lo cual seria un modelo mas

adecuado que implica atravesar la BHE.

De igual forma, los nanotransportadores pueden evaluarse en modelos in Vivo
de isquemia cerebral o de enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y

Alzheimer.
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Por ultimo, se podria explorar en la unién covalente de un fotosensibilizador a la
estructura del dendrimero AC50-pTAT-CIELFQAR para que sea probado en
células de cancer del SNC que presenten resistencia a tratamientos con quiomio

o radioterapia.
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Anexo 1. Descomposicién de la energia libre de unién de los complejos E-
selectina/péptidos extraido de los Ultimos 10 ns de trayectoria

ANEXOS

peptide Energy Component Mean *SD
VDWAALS -32.4746 +0.2362
nativo EEL -168.7049 +1.8808
EGB 180.9255 +1.5723
ESURF -5.8821 +0.023
DELTA TOTAL -26.1362 +0.4033
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -20.35 +0.4429
mutante 2 EEL -476.5944 +1.4365
EGB 449.1355 +1.1857
ESURF -6.9914 +0.0568
DELTA TOTAL -54.8004 +0.5341
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -23.0993 +0.2947
mutante 3 EEL -216.6939 +1.975
EGB 213.143 +1.5344
ESURF -5.7646 +0.0241
DELTA TOTAL -32.4148 +0.5204
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -37.7735 +0.3333
mutante 10 EEL -146.9184 +1.2673
EGB 162.8239 +1.0616
ESURF -8.1458 +0.0282
DELTA TOTAL -30.0138 +0.3859
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -20.4729 +£0.4214
mutante 11  EEL -214.1087 +1.979
EGB 210.6805 +1.6515
ESURF -6.3767 +0.0402
DELTA TOTAL -30.2778 +0.4146

127



Anexo 2. Descomposicion de la energia libre de unién de los complejos E-
selectina/péptidos extraido de los ultimos 10 ns de trayectoria

peptide Energy Component Mean *SD
VDWAALS -13.5429 +0.2466
C-nativo EEL -250.3067 +1.4557
EGB 239.947 +1.2459
ESURF -4.8358 +0.0255
DELTA TOTAL -28.7383 +0.4
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -14.9737 +0.2259
C-mutante 2 EEL -274.6675 +1.1496
EGB 261.4495 +0.9627
ESURF -5.6111 +0.0173
DELTA TOTAL -33.8028 +0.3655
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -9.7602 +0.2093
C-mutante 3 EEL -154.5864 +1.4856
EGB 160.4349 +1.2331
ESURF -3.7359 +0.0273
DELTA TOTAL -7.6476 +0.3525
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -15.4244 +0.2185
C-mutante 10 EEL -132.3712 +0.8487
EGB 143.8855 +0.722
ESURF -3.6608 +0.0177
DELTA TOTAL -7.571 £0.209
Energy Component Mean *SD
VDWAALS -16.5293 +0.3964
C-mutante 11 EEL -475.2123 +1.7936
EGB 454.0323 +1.2973
ESURF -6.4016 +0.023

DELTA TOTAL -44,1109 +0.7045




Anexo 3. Internalizacion celular de los nanotransportadores AC50 y AC50-pTAT en la
linea HUVEC/TERTZ2. A) 6 h de incubacion en células activadas, B) 12 h de incubacion
en células activadas, C) 6 h de incubacion en células no activadas y D) 12 h de
incubacién en células no activadas con TNF-a.
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Anexo 4. Internalizacion celular de los nanotransportadores AC50 y AC50-pTAT en la
linea T98G. A) 6 h de incubacidn en células activadas, B) 12 h de incubacién en células
activadas, C) 6 h de incubacién en células no activadas y D) 12 h de incubacion en
células no activadas con TNF-a.
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