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Péptidos penetrantes celulares: descripcion, mecanismo y aplicaciones*

Alicia Rioboo, Ilvan Gallego y Javier Montenegro

Resumen: La membrana plasmatica protege a la célula de la entrada de moléculas bioactivas hidrofilicas como el ADN, proteinas, anticuer-
pos, etc. Los péptidos penetrantes en células (CPPs) son péptidos cortos, normalmente con carga positiva, que pueden atravesar las mem-
branas celulares y liberar una gran variedad de cargos en su interior. Los CPPs pueden usarse para la entrega intracelular de nucleétidos,
polimeros, nanoparticulas, liposomas, péptidos y proteinas. Sin embargo, todavia presentan limitaciones de selectividad, escape endosomal
y citotoxicidad. Por ello, resulta fundamental continuar estudiando los CPPs para el tratamiento de enfermedades con los agentes terapéu-

ticos de nueva generacion.

Palabras clave: Péptidos penetrantes de células (CPPs), quimica biolégica, quimica supramolecular.

Abstract: The plasma membrane protects the cell from the entry of bioactive hydrophilic macromolecules such as DNA, proteins, antibiotics,
etc. Cell penetrating peptides (CPPs) are small peptides (< 20 amino acids), commonly positively charged, which can cross the cell membra-
ne and deliver different cargos. CPPs can be used for the intracellular delivery of different macromolecules such as nucleotides, polymers,
nanoparticles, liposomes and proteins. However, CPPs still present limitations related with cell selectivity, endosomal escape and cytotoxicity.
Itis thus essential to continue the study of CPPs for the delivery and the treatment of diseases with the next generation of therapeutic agents.

Keywords: Cell penetrating peptides (CPPs), chemical biology, supramolecular chemistry.

* Este trabajo esta dedicado a la memoria del profesor Roger Tsien (1952-2016), premio Nobel de Quimica de 2008 por sus trabajos en
el campo de las proteinas fluorescentes (Lippard S. J., Science, 2016, 354, 41). Por ser la fuente de inspiracién de quimicos y cientificos de

generaciones y generaciones por venir. The flame that burns twice as bright burns half as long. Lao-Tzu.

INTRODUCCION

I\/luchos de los compuestos biolégicamente activos ne-
cesitan ser liberados en el interior celular para ejercer su
accion terapéutica en el citoplasma, en el nicleo o en otros
organulos especificos. Sin embargo, la membrana plas-
madtica actia como una barrera hidrofébica que impide
el paso de las macromoléculas ex6genas como moléculas
de gran peso molecular, moléculas polares o cargadas.
Por este motivo, los prometedores agentes terapéuticos de
nueva generacion como los acidos nucleicos, las proteinas
y los anticuerpos, no pueden en muchos casos alcanzar
su diana intracelular.”??! En 1988 los hallazgos de Green,
Loewehstein, Frankel y Pabo documentaron de manera in-
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dependiente que la proteina TAT del virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH-1), a diferencia de la mayoria de
proteinas, internalizaba eficientemente en el interior celu-
lar cuando se anadia al medio de cultivo y se localizaba en
el nicleo.™® La proteina TAT es un factor de activacién de
la transcripcién constituido por 86 aminodcidos.”! Dicha
proteina contiene regiones hélice o. con caracteristicas an-
fipaticas (TAT,g ., con el motivo RKGLGI) y un dominio de
aminodcidos basicos (TAT, ..) que se encuentra desestruc-
turado por la repulsién entre las cargas positivas. En 1997
B. Lebleu, durante el estudio del anémalo comportamien-
to de TAT-VIH, supuso que la region anfipatica hélice a era
la responsable de la captacion celular.

Sin embargo, posteriormente se descubrié que esta
secuencia no era responsable de la internalizacién celu-
lar. La funcién con caracteristicas penetrantes pertene-
cia al dominio catiénico adyacente, lo que se denominé
péptido TAT (TAT,,,., RKKRRQRRR).!” Cualquier cambio
en la secuencia de TAT . producia una reduccién de su
capacidad para atravesar la membrana plasmatica. Por lo
tanto, la capacidad de penetracion a través de la membra-
na se asignoé a pequenas secuencias peptidicas altamente
ricas en residuos basicos catiénicos. Estas secuencias se
denominaron Dominios de Transducciéon de Proteinas
(PTDs) o Péptidos Penetrantes de Células (CPPs).[%
Estas propiedades de translocacion también fueron en-
contradas en el homeodominio de Antennapedia, descu-
bierta por primera vez en Drosophila por A. Prochiantz en
1994.11 Las homeoproteinas son una clase de factores de
transcripcion que se unen al ADN a través de secuencias
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especificas de 60 aminodcidos denominados homeodo-
minios y que estdn estructurados en tres hélices . La
tercera hélice del homeodominio Antennapedia era la
responsable del proceso de translocaciéon. Esta minima
secuencia penetrante que corresponde con los residuos
comprendidos entre 43-58 de Antennapedia se denomi-
no6 Penetratina (RQIKIWFQNRRMKWKK).81 En 1997, estas
caracteristicas penetrantes también fueron encontradas
en la proteina estructural VP22 (NAATATRGRSAASRPTQR-
PRAPARSASRPRRPVQ) del virus del herpes (HSV-1).1!
Estos descubrimientos iniciales que demostraban el
potencial de los CPPs, provocaron la apariciéon de nu-
merosos trabajos en los cuales se describian diferentes
secuencias peptidicas penetrantes unidas a diferentes
cargos moleculares para su internalizacién celular.!”!
Ademads, estos hallazgos permitieron el uso de este cono-
cimiento para expandir este nuevo y prometedor campo
con el estudio de numerosas estructuras con propiedades
penetrantes y desarrollar al maximo el alcance de esta
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péptido TAT, demostrando la importancia de los grupos
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nueva estrategia de transporte y liberacion. En la Figura 1
se detalla la evolucion temporal de las diferentes secuen-
cias de péptidos penetrantes hasta la fecha. Después de
los descubrimientos iniciales desarrollados por diferentes
grupos de biologia y bioquimica, varios grupos quimicos
comenzaron a explorar e investigar las diferentes caracte-
risticas moleculares que gobernaban el comportamiento
de los CPPs. El grupo del profesor P. Wender estudio6 las
caracteristicas de TAT,, - involucradas en el paso a través
de la membrana. Para ello intercambié cada uno de los
aminoacidos de TAT por una alanina y demostré que to-
das las sustituciones disminuian la internalizacion a ex-
cepcién del intercambio de la glutamina.'

Estudios pioneros llevados a cabo por la doctora Naomi
Sakai y el profesor Stefan Matile demostraron la gran im-
portancia del intercambio de contraiones de los aminod-
cidos positivos de arginina y las membranas negativas de las
células. Los grupos guanidinio de las argininas se encuen-
tran protonados a pH fisiol6gico, por lo que adquieren

Descubrimiento de que la proteina TAT-VIH era
capaz de atravesar la membrana celular.[**]

Descubrimiento del homeodominio de Antennapedia,
Penetratina, y de sus caracteristicas penetrantes.[”:8]

TAT,05,-VIH era el responsable de la captacion
celular.[§] Descubrimiento de la proteina VP22.1
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Figura 1. Representacion de la linea del tiempo del desarrollo de diferentes transportadores moleculares con estructuras ricas en grupos guanidinio
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carga positiva y se repelen entre si. Como no consiguen
desprotonarse parcialmente, dado su elevado valor de pKa
(~12.5) y para poder minimizar las repulsiones electrostati-
cas, su unica alternativa es la unirse a los aniones presentes
en el medio que los rodea. De este modo, pueden unirse a
diversos contraiones e intercambiarlos. Cuando este anién
es hidrofébico, como, por ejemplo, un lipido aniénico,
el complejo electrostatico formado adquiere un cardcter
anfifilico (hidrofilico e hidrofébico simultaneamente) lo
que favorece enormemente el proceso de translocacion de
membrana e internalizaciéon celular.!'*'?l Esta necesidad
de complejarse con contraiones cargados negativamente
a pH fisiol6gico maximiza la interaccion electrostatica de
las oligoargininas con los componentes aniénicos de la
membrana celular y es responsable del anclaje y posterior
translocacion de los CPPS a través de la membrana celular.

Posteriormente, el grupo del profesor Wender estudio
como los homoligémeros de lisina eran menos efectivos
que TAT , .y, sin embargo, los de arginina eran mucho mas
efectivos."¥ Propusieron asi que esta diferencia se debia a
que los grupos guanidinio de las argininas, en contraste
con los grupos amonio de las lisinas, podian formar enla-
ces de hidrégeno bidentados con la superficie aniénica de
los grupos fosfato de la membrana lipidica como proceso
inicial de la entrada celular."* Basindonos en el modelo
de Matile,"? las oligolisinas, con un pKa de ~9.7, si que
podrian desprotonarse parcialmente a pH fisiol6gico para
minimizar las repulsiones electrostaticas y por lo tanto per-
derian la carga positiva responsable de la interaccion con
los contraiones negativos presentes en la membrana plas-
matica. Ademas, dichas interacciones también pueden ocu-
rrir con dacidos carboxilicos y los sulfonatos presentes en la
membrana (Figura 2). Estas aportaciones permitieron el
desarrollo de poliargininas sintéticas (R) (n = 6-12), lo
que a dia de hoy se emplea como CPPs de referencia y los
cuales internalizan en el interior celular mas eficientemen-
te que otros homopolimeros policatiénicos. !

----0 /,0
N4 -2

Figura 2. Representacion de los enlaces de hidrégeno bidentados entre los
grupos guanidinio de las argininas y, de arriba abajo, los grupos aniénicos
presentes en las membranas lipidicas (grupos fosfato, carboxilato y sulfonato)
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El intercambio en TAT .. de los L-aminodcidos por los
D-aminodcidos y la inversion del orden demostré que las
propiedades penetrantes se mantenian a pesar de los cam-
bios estereo y regio-quimicos.™™ Estos estudios pusieron de
manifiesto que el esqueleto peptidico no era absolutamen-
te necesario para la funcion penetrante. Por este motivo,
se sintetizaron diferentes peptoides (péptidos en los cuales
las cadenas laterales se encuentran unidas al d&tomo de ni-
trégeno del esqueleto peptidico) con cadenas laterales de
grupos guanidinio exhibiendo una captacion similar a las
oligoargininas.!”! También se prepararon estructuras mas
espaciadas entre el peptoide y los grupos guanidinio, me-
jorando asi la captacion celular y sugiriendo que la flexi-
bilidad es beneficiosa en las propiedades de translocacion,
aunque en este caso es posible que el aumento de la hi-
drofobicidad debido a los espaciadores también tuviese una
repercusion en la capacidad de transporte del péptido pe-
netrante.® Posteriores estudios exploraron el cambio de
la amida de los péptidos y peptoides por grupos carbama-
to, exhibiendo una internalizacién igual de eficiente.!"®! La
translocacion celular de estos carbamatos, asi como otros
transportadores ricos en grupos guanidinio pero con una
estructura no natural (B-TAT,, ., f-poli-Arg o D-TAT,, ),
demostraron que el esqueleto peptidico de los transporta-
dores actuaba como un mero soporte donde se disponian
los grupos catiénicos. Sin embargo, se demostr6 que el es-
queleto peptidico puede jugar un papel muy importante
al determinar la disposicion y ordenamiento de los grupos
catiénicos, lo que supone consecuencias importantes para
la internalizacién celular."7'®! Resulté asi muy interesante,
dentro de los transportadores moleculares, el diseno estruc-
tural introducido por Giralt,!" de poliprolinas con confor-
macion helicoidal II, a las cuales se les incorporaron grupos
hidrofébicos y catiénicos (grupos amino y guanidinio) y
que mostraron una mejor y mas eficiente captacion celular
cuando presentaban los grupos guanidinio alineados en su
estructura.”® Otro caso es el de hélices de oligoalaninas, las
cuales facilitan el estudio de las capacidades penetrantes en
funcion de la distribucion topolégica tridimensional de los
aminodcidos.® Ademas se sintetizaron glicésidos guanidi-
nilados de varios derivados de productos naturales como
Tobramycin y Neomycin B, los cuales exhibieron una efica-
cia de translocacion a través de la membrana excepcional y
que compartia similares mecanismos de captaciéon que los
péptidos de poliarginina.?**! Ademds también diferentes
B-péptidos, ! acidos nucleicos (PNAs),!*) estructuras den-
driticas no peptidicas guanidiniladas,'*™ foldameros helicoi-
dales artificiales®”! o polimeros® mostraron una eficiencia

en la internalizacién similar a TAT, .

CLASIFICACION

A dia de hoy, el nombre de CPPs designa una gran superfa-
milia de péptidos que difieren en su longitud, carga, hidro-
fobicidad, flexibilidad y solubilidad. La alta diversidad na-
tural de los CPPs tanto en sus propiedades fisico-quimicas
como biolégicas ha complicado la elaboracién de una defi-
nicion exacta para los CPPs y también de una clasificacion
precisa dependiente de sus caracteristicas estructurales.
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En diferentes revisiones en la bibliografia se han realizado
detalladas taxonomias de las diferentes clases de péptidos
penetrantes. % 23! Segiin su origen y naturaleza, los CPPs
se pueden clasificar segiin sean péptidos naturales (deriva-
dos de proteinas) o péptidos sintéticos (con aminodacidos
artificiales). Dentro de esta clasificacion es fundamental
distinguir a los CPPs quimeras, fusiéon de dos péptidos di-
ferentes, los cuales podrian considerarse como un punto
intermedio desde los péptidos naturales a los puramente
sintéticos o artificiales. En la Tabla 1 se muestra un resu-
men de estas y otras secuencias peptidicas con capacidad
penetrante. La clasificacion de los CPPs como naturales,
quiméricos o sintéticos es una de las mas utilizadas. Sin em-
bargo, todavia resulta complicado relacionar la estructura
y secuencia de los CPPs con su capacidad de internaliza-
cion y localizacion intracelular.

Tabla 1. Seleccion de los Péptidos penetrantes en Células mas representativos
clasificados segun su origen o naturaleza. Natural (N), quimérico (Q) y sintético (S)

SECUENCIA NOMBRE TIPO REF.
Cationicos
RKKRRQRRR pTAT,, o, N [4,5,6]
RQIKIWFQNRRMKWKK Penetratina N 7
(R),; n=6-12 Poliarginina S [15]
LLILRRRIRKQAHAHSK pVEC N [32]
RVIRVWFQNKRCKDKK Islet-1 N [33]
SQIKIWFQNKRAKIKK Engrailed-2 N [34]
Anfipaticos
KETWWETWWTEWSQPKK~-KRKV Pep-1 Q [35]
GALFLGFLGAAGSTMGA MPG Q [36]
GWTLNSAGYLLGKINLKA-LAALAKKIL Transportan Q [37]
GLWRALWRLLRSLWRLL-WRA CADY S [38]
KLALKALKALKAALKLA %ﬁi ;n;ggzi?cg;e S [39]
NAATATRGRSAASRPTQRPRAPAR- VP22 N (9]
SASRPRRPVQ
(vxpPP)n Péptms”;::s en N [40-43]
Hidrofébicos
AAVLLPVLLAAP K-FGF N [44]
Anidnicos
LKTLTETLKELTKTLTEL MAP12 S [45]

Segun sus propiedades fisico-quimicas, los CPPs pue-
den clasificarse en funcion de su carga o hidrofobicidad.
Esta division se realiza en catiénicos, anfipaticos (presen-
tan dos caras, una cara hidrofilica o cargada, y una region
hidrofébica) y finalmente hidrof6bicos.*! Algunos pépti-
dos aniénicos contribuyen raramente al aumento de la fa-
milia de los CPPs.M” Sin embargo, continuamente siguen
surgiendo péptidos penetrantes de nueva generaciéon con
caracteristicas mejoradas fruto de recientes esfuerzos in-
vestigadores. 247481
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MECANISMOS DE TRANSLOCACION

Los mecanismos de transporte se clasifican en transporte
pasivo y transporte activo.***°! E] transporte pasivo o in-
dependiente de energia hace referencia al movimiento de
sustancias o moléculas sin la necesidad de un aporte extra
de energia, por lo que tan solo puede llevarse a cabo en
el sentido favorecido por un gradiente de concentraciéon
o carga. Las cuatro clases principales de transporte pasivo
son filtracién, 6smosis, difusiéon simple y difusion facilitada
(mediada por proteinas de membrana especiales). En este
tipo de transporte, el intercambio de contraiones llevado a
cabo por los grupos guanidinio de los residuos de arginina
juega un papel muy importante. De este modo, permite
al péptido adquirir un cardcter hidrofilico o hidrofébico
segun sus necesidades hasta alcanzar el interior celular.™}
El transporte activo o dependiente de energia celular tiene
lugar en contra de un gradiente de concentracion o elec-
troquimico motivo por el cual necesita la energia de las
células. Una de las mas importantes es la bomba de Na*/
K Ia cual utiliza la energia celular en forma de ATP (Ade-
nosin trifosfato). Especial mencion requiere la endocitosis,
otro de los mecanismos responsables de la internalizacion
celular. La endocitosis incluye la fagocitosis y la pinocitosis,
y es un proceso que utilizan las células para la internaliza-
cion de solutos y fluidos del medio extracelular. Asi, la en-
docitosis es el proceso de la ingestion celular con la cual la
membrana plasmadtica se pliega hacia el interior para apor-
tar diferentes sustancias a la célula. La fagocitosis se lleva
a cabo en células especializadas (macréfagos y neutrofilos)
utilizada para la internalizaciéon de grandes particulas. En
cambio la pinocitosis tiene lugar en todo tipo de células
para la absorcién de material extracelular, liquido con po-
sibles moléculas disueltas. La pinocitosis puede clasificarse
en varios tipos de vias: macropinocitosis (tipo de pinocito-
sis que se caracteriza por la formacion de grandes extensio-
nes de la membrana plasmatica), endocitosis mediada por
clatrina o endocitosis mediada por caveolina.!?!

Macropinocitosis

Endocitosis mediada por Endocitosis
. clatrina independiente de
“ Ty, clatrina y caveolina

Endocitosis
mediada por
caveolina

Endocitosis

Translocacion directa

Modelo “alfombra” Modelo de barril

s Dinamina 4, CPP &r* Clatrina ' Caveolina ‘

Figura 3. Posibles mecanismos de internalizacion celular
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Existe un gran interés en comprender las reglas gene-
rales que regulan la captacion de los péptidos penetrantes
en células como por ejemplo los efectos de la longitud del
péptido o las propiedades quimicas. Es conocido que pe-
quenas diferencias estructurales causan considerables dife-
rencias en los mecanismos de internalizacion y localizacion
celular de los CPPs.!" Por ello, numerosas investigaciones
se han llevado a cabo para dilucidar el mecanismo de inter-
nalizacion de los CPPs y, sin embargo, los detalles molecu-
lares responsables de los diferentes métodos de transloca-
cién al interior celular todavia son fuente de controversia.l)
Inicialmente se pens6 que la internalizaciéon de péptidos
ricos en residuos de arginina como TAT .. o las poliargini-
nas parecian atravesar la membrana plasmdtica mediante
mecanismos independientes de energia que no requerian
un camino de internalizacién endocitico.'” Posteriores in-
vestigaciones esclarecieron un posible artefacto debido al
andlisis de la internalizacion de los CPPs tras la fijacion de
las células.®?! Este proceso de fijacién causaba rupturas y
perturbaciones en las membranas afectando a la absorcion
de los péptidos de la superficie de la membrana plasmatica
o los cargados en endosomas, dando lugar a una difusion
en el citosol e incluso una localizacién nuclear.®?* A partir
de entonces todos los estudios se realizaron en célula vivay
sin fijacion, encontrando predominantemente estructuras
punteadas.’” Ademads, cuando las células fueron tratadas
con los CPPs a 4°C (condiciones de inhibicion del meca-
nismo de endocitosis) se observo una disminucion de la in-
ternalizacién con ausencia de las estructuras punteadas.”
Estos resultados sugieren un camino endocitico como me-
canismo de captaciéon de estos péptidos. Ademas se han
sugerido la contribucién de una gran variedad de mecanis-
mos de endocitosis, incluyendo el mediado por clatrina,®
caveolina®’ o la macropinocitosis, %! siendo esta tltima
ruta una de las principales de los CPPs cationicos.

El grupo de investigacion del profesor S. F. Dowdy des-
cubri6 la importancia de la macropinocitosis en la capta-
cién celular de proteinas mediada por TAT.® También
demostraron que la internalizaciéon era inhibida con in-
hibidores como Amilorida (un intercambiador Na*/H", el
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Figura 4. Representacion gréfica del proceso de maduracion de los endosomas.
1. Vesiculas endociticas. 2. Endosoma temprano, con sus regiones de: (a) recepcion de
vesiculas, (b) reciclaje y (c) vacuolar. 3. Endosoma tardio. 4. Aparato de Golgi, que envia
vesiculas e hidrolasas acidas (d) al endosoma tardio. 5. Lisosoma. 6. Endolisosoma.®?
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cual ha sido documentado como inhibidor de la macropi-
nocitosis), publicada también para la inhibicién de R8.1!
Estos resultados sugieren que la macropinocitosis juega el
rol mas importante en la captacién endocitica de péptidos
ricos en residuos de arginina y sus derivados.® El profesor
Shiroh Futaki en Kyoto también observé, a una concetra-
cién determinada, una internalizacion difusa y localizacién
en el citoplasma y nucleo de péptidos ricos en argininas a
4°C aunque con menos eficacia que a 37°C en células vivas
sin fijacion. Esto sugiere que a pesar de que el camino ma-
yoritario de internalizacion suele ser endocitosis es posible
que una fraccion de péptido pueda acceder al citosol con
ausencia del mecanismo endocitico.**%

En cuanto a la Penetratina, aunque se trata de un pépti-
do basico, presenta una estructura anfifilica con un tripté-
fano fundamental para su internalizacion.!”’ Por esta razén
se pens6 que los péptidos policationicos presentaban un
mecanismo de captacion diferente a lo que ocurriria con la
Penetratina.'® Ademds, el uso de inhibidores de la macro-
pinocitosis, analogos de Amilorida, mostré inhibicién en la
translocacion de péptidos R8 y TAT 10 pM sin encontrarse
esta inhibicién en la captacion de Penetratina 10 pM. Sin
embargo, si se observé inhibicién cuando las células fue-
ron tratadas con 50 pM de Penetratina.® Estos resultados
sugirieron no solo diferentes mecanismos de captacion en-
tre péptidos policatiénicos y Penetratina, sino también que
el mismo CPP podria usar mas de un mecanismo de inter-
nalizaciéon dependiendo de condiciones como por ejemplo
la concentracién. Esto ocurre especialmente con péptidos
anfipaticos los cuales tienden a interaccionar con los lipi-
dos y adoptar una estructura secundaria con la membrana,
lo que modifica la integridad de la bicapa lipidica.

En los mecanismos de internalizaciéon de los CPPs es
imprescindible mencionar el papel fundamental de los
proteoglicanos, en concreto los que contienen Hepardn
sulfato (HSPG).!*%* Los proteoglicanos son una clase es-
pecial de glicoproteinas, formadas por un ntcleo proteico
unido covalentemente a un tipo especial de polisacdridos,
los glucosaminoglicanos, que presentan la peculiaridad
de encontrarse cargados negativamente bajo condiciones
fisiologicas, debido a la presencia de grupos sulfato. Las
interacciones electrostdticas entre los CPPs y estas protei-
nas aniénicas de membrana facilitan su acumulacion so-
bre la superficie celular, desencadenando posteriormente
diferentes mecanismos de entrada dependiendo del CPP.
Por ello, la deficiencia de HSPG en algunas lineas celula-
res (por ejemplo, CHO) provoca una disminucién de la
internalizacion de los CPPs. Se observé como los proteogli-
canos eran indispensables para la reorganizacion de actina
y la captacién por macropinocitosis.®” Como uno de los
hallazgos mas recientes en cuanto a los mecanismos de in-
ternalizacion de los CPPs, cabe destacar el descubrimiento
por parte del grupo de investigacion del profesor Futaki
del receptor Syndecan-4, el cual favorece la internalizacion
de R8 a través de un mecanismo de macropinocitosis. ®!
Aunque es dificil establecer un esquema general del me-
canismo de captacion de los CPPs y estos todavia siguen
siendo discutidos, existe un consenso general en el que el
primer contacto entre CPPs y la superficie celular tiene
lugar a través de las interacciones electrostaticas con los
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proteoglicanos, y que posteriormente el camino de cap-
tacion celular depende de varios parametros incluyendo:
la naturaleza y estructura secundaria de los CPPs, su ha-
bilidad para interaccionar con la superficie celular y los
componentes lipidicos de la membrana, la naturaleza, el
tipo y la concentraciéon activa del cargo y el tipo de célulay
composicion de la membrana.

ESCAPE ENDOSOMAL

Ademas de la dificil tarea de atravesar la membrana plas-
matica, los CPPs cuentan con otra importante barrera para
poder entregar con éxito en el interior celular el cargo co-
rrespondiente: escapar de los endosomas. Los endosomas
son organulos celulares que procesan moléculas internali-
zadas desde el exterior celular. Como ya se ha comentado,
la endocitosis es una de las principales rutas de internali-
zacion celular que siguen los CPPs vy, por ello, es impor-
tante conocer sus caracteristicas biolégicas para poder en-
tender como abordar el reto del escape endosomal. Los
endosomas sufren importantes transformaciones desde su
creacion en las membranas plasmaticas hasta su fusion con
los lisosomas. En cada etapa cuentan con funciones y pro-
piedades claramente diferenciadas que permiten hablar de
una ruta de maduraciéon bien definida. Dicho proceso se
inicia con el nacimiento de los endosomas tempranos. Es-
tos endosomas estan presentes en la periferia celular y son
los encargados de recibir los fluidos y moléculas proceden-
tes de vesiculas endociticas. Se caracterizan por tener un
pH entre 6.8 y 6.1 y por su baja concentracién de Ca?'. Ade-
mads de una zona encargada de recibir las vesiculas, dichos
endosomas cuentan con otras regiones como la de reciclaje
(que devuelve las vesiculas a la membrana) o la vacuolar.
Son precisamente los dominios vacuolares los que, al ma-
durar, se transforman en endosomas tardios. Estos nuevos
endosomas son mas grandes, ovalados, tienen una super-
ficie con alta carga negativa y un pH de entre 6.0 y 4.8,
bastante mas dcido que el de los endosomas tempranos.
Por otra parte, ya no se encuentran tan cerca de la mem-
brana, ya que los endosomas al madurar ganan movilidad y
avanzan hacia el nicleo celular.®® Los endosomas tardios
continuan recibiendo vesiculas e hidrolasas acidas desde el
aparato de Golgi hasta que, finalmente, acaban fusionan-
dose con los lisosomas y formando los endolisosomas. Los
lisosomas son organulos con un pH muy bajo (sobre 4.5) y
muy ricos en enzimas cuya funciéon es degradar el material
que reciben para, posteriormente, ser expulsado de nuevo
al exterior celular.!®® En la Figura 4 se muestra un esquema
con los diferentes pasos y procesos que ocurren a lo largo
de la maduracién del endosoma. Analizado este proceso
de transformacion de los endosomas es facil entender que
si los farmacos que realizan su funcion en el citosol o en el
nucleo de las células, no consiguen escapar del endosoma
antes de que este se fusione con los lisosomas, estan con-
denadas a degradarse y a no poder llevar a cabo su funcién
terapéutica. Por ello, un reto de vital importancia para los
CPPs, y las moléculas que transportan, consiste en dotarlos
de mecanismos que les permitan salir de los endosomas y
llegar al citosol antes de que sea demasiado tarde.
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En la naturaleza, los virus realizan esta funcion del
escape endosomal de forma eficiente. Aunque algunos vi-
rus son capaces de atravesar la membrana directamente,
otros muchos entran en la célula a través de endosomas.
Ademas, los endosomas les ayudan a recibir senales con
informacion del lugar en el que se encuentran y a ser invi-
sibles para la célula que infectan. Por todo ello, han desa-
rrollado numerosos mecanismos que les permiten alcanzar
facilmente el citosol y en el momento oportuno.l%”! La
estrategia que siguen los virus es, en primer lugar, unirse
a proteinas o carbohidratos de la membrana de la célula
para poder interaccionar especifica y multivalentemente
con receptores. Estas interacciones desencadenan su inter-
nalizacion por endosomas. A continuacion, el descenso de
pH dentro de los endosomas provoca cambios en los virus
que les permiten introducir en el citosol su cdpside o par-
ticula viral. Por ultimo, ya en el citosol o tras avanzar hasta
el nucleo, los virus replican su material genético e infectan
completamente la célula.’” Los virus sufren diversos cam-
bios dependientes del pH en el que se encuentran. Un caso
es el de los virus que forman poros en la membrana del
endosoma. Estos virus cuentan con ciertos péptidos que,
al encontrarse a pH dcido, adoptan una estructura de héli-
ce o que interactia con fosfolipidos de la membrana y for-
ma poros en ella para el escape del material genético del
virus.[®®! Otro caso posible es el de fusién de membrana, un
proceso que, por ejemplo, lo lleva a cabo el virus de la len-
gua azul. Al pH del endosoma temprano pierde su mem-
brana mads externa, dejando al descubierto la membrana
interior. Esta segunda membrana cambia su estructura al
pH del endosoma tardio y gana la capacidad de fusionarse
con la membrana del endosoma, permitiendo el paso de la
particula viral activa al citosol (Figura 5).1%!

Estos mecanismos biol6gicos han servido de inspira-
cion para la sintesis de CPPs capaces de escapar del endo-
soma. %! Ademds, se ha observado que TAT VIH-1, protei-
na encargada de la transactivacion de la transcripcion del
virus de inmunodeficiencia humano y primer caso descrito
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Figura 5. Representacion grafica del proceso de escape endosomal llevado a cabo por
un virus a través de fusion de membrana. Se puede observar las diferentes fases: 1. Inte-
raccion del virus con receptores celulares, 2. Internalizacion en endosomas, 3. Pérdida de
la membrana externa del virus al pH del endosoma temprano, 4. Cambio de la estructura
de la membrana interna del virus al pH del endosoma tardio, 5. Ruptura del endosoma
por parte de la membrana interna del virus, 6. Liberacion de la particula viral al citosol.!®
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de proteina internalizada en células, interacciona con oli-
gonucledtidos de las membranas celulares y es capaz de
translocar desde los endosomas al citosol gracias a un pro-
ceso de fusion de membrana motivado por el descenso
del pH."™ Asimismo, ha sido demostrado el importante
papel de los residuos de arginina en esta tarea. Liposomas
modificados con octaarginina, péptido penetrante catio-
nico modelo, son capaces de fusionarse con la membrana
del endosoma a pH dcido gracias a interacciones electros-
taticas. Por el contrario, la modificacion con octalisina,
analogo de la octaarginina pero carente de los grupos
catiénicos guanidinio, pueden desprotonarse para evitar
repulsiones entre amonios adyacentes y por lo tanto su ca-
pacidad de translocacion es menor.[’!! En base a todo este
conocimiento, se han desarrollado numerosas estrategias
basadas en CPPs para el escape endosomal. Destacan por
ejemplo los péptidos derivados de la subunidad HA-2 del
virus influenza. Esta proteina viral cuenta con una region
hidrofébica en el extremo N-terminal que queda expuesta
al descender el pH y permite la fusion con la membrana
del endosoma. Basados en su secuencia, varios péptidos
impulsores de la fusién han sido preparados.”

Otro caso es el de los péptidos GALA. Estos péptidos
son ricos en residuos de triptéfano e histidina y cuentan
con la secuencia que da lugar a su nombre, dcido gluta-
mico-alanina-leucina-alanina repetida (GALA). Cuando el
pH desciende en torno a 5.0, GALA sufre un cambio con-
formacional adoptando forma de hélice o anfifilica que
le permite interaccionar con las membranas lipidicas del
endosoma y generar poros por los que pueden escapar mo-
léculas pequenas.l” Otros ejemplos son los péptidos deri-
vados de LAH4. Son péptidos catiénicos anfipaticos ricos
en histidinas y aminodcidos hidrofébicos. A pH neutro se
encuentran en una posicion transmembranal, pero al des-
cender el pH, los residuos de histidina se protonan y provo-
can un cambio conformacional que modifica su posicién y
permiten la interaccién electrostatica con los aniones de la
membrana, provocando la ruptura de los endosomas. !>
Un caso diferente es el de la internalizacion fotoquimica,
donde se usan moléculas que generan una especie muy re-
activa de oxigeno al ser irradiadas con luz, la cual rompe
la membrana de los endosomas permitiendo el escape del
contenido.[™ Ademas de estos péptidos con secuencias op-
timizadas para responder ante el cambio de pH, existen
ejemplos de péptidos fusionados a otro tipo de moléculas
encargadas de proporcionarles las capacidades de escape
del endosoma. Existe asi el caso de péptidos unidos a lipi-
dos con capacidad para fusionar membranas, como, por
ejemplo, DOPE. Su mecanismo de accién en muy similar
al de los péptidos derivados de HA-2, los cuales cuentan
con una region hidrofébica que se fusiona a la membrana
endosomal al descender el pH. En el caso de los polimeros
policationicos como PEI se ha planteado que podrian fun-
cionar a través de un mecanismo de efecto de esponja de
protones, mediante la captaciéon de protones, lo que con-
duce a la entrada de numerosos aniones para contrarrestar
la carga, de modo que el aumento de la presion osmética
provoca la ruptura de la membrana. Sin embargo, se ha
demostrado que el pH del endosoma no cambia en presen-
cia o ausencia de polilisinas.”® Ademads, la supresién de la
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acidificacion del endosoma inhibe el escape de nanoparti-
culas modificadas con oligoargininas y sorprendentemente
aumenta el escape de las nanoparticulas modificadas con
oligolisinas.I”"™ Estos resultados generan actualmente
ciertas dudas sobre el escape endosomal promovido por
un efecto de esponja de protones.'®! De todos modos y a
pesar de los avances, el escape del endosoma sigue siendo
un complejo reto por superar sobre todo para macromo-
léculas biolégicas, como por ejemplo los anticuerpos, o
nanoparticulas inorganicas con potencial aplicacién biolo-
gica. Todavia se investiga en la busqueda de métodos mas
generales y capaces de funcionar in vivo, ya que ninguno
de los existentes hasta el momento ha llegado aun a fases
clinicas.[™

CARGOS

Los CPPs han resultado ser unos vectores con gran poten-
cial para el transporte de cargos biolégicamente activos
gracias a su capacidad penetrante y a su gran potenciacion
del transporte de macromoléculas.'™ Asi, el transporte
de cargos con actividad biolégica se ha convertido en su
principal aplicacion y su potencial es muy elevado. Para
que un CPP pueda actuar como transportador de otras
moléculas es necesaria la formaciéon de un complejo CPP-
cargo. Estos complejos pueden ser de diversa naturaleza
y ello los dotard de diferentes caracteristicas. El caso mds
comun es el del empleo de enlaces covalentes entre el pép-
tido y el cargo. Estos enlaces implican la comparticion de
electrones y la formacion de un enlace estable y de los mas
fuertes que se pueden presentar.’™™ Dentro de este tipo de
enlace existe la posibilidad de unién del cargo a la cade-
na lateral de uno de los aminodcidos del CPP (Figura 6).
Son muy utilizadas las cadenas laterales de las lisinas y las
cisteinas, ya que sus grupos amina y tiol, respectivamente,
cuentan con un gran caracter nucleofilico. En otros casos
también son utilizadas pequenas moléculas bifuncionales
espaciadoras que permiten una mayor distancia entre las 2
subunidades, lo que disminuye los impedimentos estéricos
y facilita las interacciones del CPP con la membrana.t””

El enlace disulfuro es otro caso y puede formarse entre
las cisteinas del péptido y tioles del cargo. Este enlace tiene
la capacidad de romperse en el ambiente reductor intrace-
lular, lo que permite liberar el cargo una vez en el citosol
celular (Figura 6). En concreto, el glutatiéon, un tripépti-
do presente en el interior celular en una concentraciéon
entre 1-10 mM y encargado de la reduccién de especies
oxidantes peligrosas para la célula, es el encargado de esta
ruptura. Por ello, los enlaces disulfuros son ampliamente

s QD AL QD

Figura 6. Representacion esquematica de la unién CPP (rojo) / cargo (verde)
a través de la cadena lateral de una cisteina (izquierda) y a través de enlace
peptidico, es decir, como una Gnica secuencia peptidica (derecha).l’”!
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empleados en el suministro de complejos péptido-cargo
que se vuelven activas una vez liberadas.’® Esta misma
estrategia es también utilizada por ciertos espaciadores y
otros enlaces con cardcter covalente dinamico.?#%2 Cuan-
do las moléculas a transportar son péptidos o proteinas, lo
mas comun es sintetizarlas unidas a la secuencia peptidica
o expresarlas como proteinas de fusién.””! En este caso no
requiere reacciones complementarias del cargo, aunque
presenta la limitacion de la dificil desconexion o liberacion
de este en el interior celular. Asi, este mecanismo ha sido
empleado para la internalizaciéon de factores de transcrip-
ciéon como NF-kB, factor capaz de inducir una respuesta en
la transcripcion de genes tanto celulares como virales.[*!
A pesar de la simplicidad y robustez de las estrategias
con enlaces covalentes, estas cuentan con ciertas limitacio-
nes desde el punto de vista quimico. Por ejemplo, la forma-
cion de enlaces covalentes con el cargo puede modificar la
estructura quimica del mismo y causar posibles problemas
por alteraciones de su actividad biolégica. Por ese motivo
han surgido alternativas basadas en enlaces no covalentes
que, a pesar de su naturaleza mds débil, presentan un gran
numero de interacciones (multivalencia) que permiten la
formacion de un complejo estable. Ademads, la unién no co-
valente entre péptido y cargo permite en muchos casos la
separacion o destruccion del complejo en el interior celu-
lar. Existen varios ejemplos en la bibliografia con este tipo
de enlaces, como es el de los péptidos MPG y Pep-1. Estos
péptidos anfifilicos presentan interacciones electrostdticas
e hidrofébicas con acidos nucleicos y proteinas respectiva-
mente, lo que les permite formar nanoparticulas estables
capaces de internalizar tanto in vitro como in vivo.® Cabe
también destacar el empleo de estrategias supramolecula-
res y dinamicas por el profesor Roger Tsien en los péptidos
activables por enzimas. En este caso, se emplean las fuerzas
electrostaticas entre un CPP catiénico y una cadena anioni-
ca de oligoglutamicos para reducir la carga del CPP. Entre
la parte catiénica y la aménica se introduce una secuencia
especifica que puede ser degradada por proteasas que nor-
malmente se sobreexpresan en los tumores. Cuando esta
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Figura 7. Representacion esquematica de un péptido penetrante anfifilico ensamblado

mediante una unién covalente dindmica (hidrazona) entre el esqueleto peptidico y dos

colas hidrofébicas. La complejacion no covalente entre el CPP y la ribonucleoproteina

(Cas9) ocurre a través de interacciones electrostaticas.’® La nanoparticula resultante
puede translocar la membrana plasmatica para realizar edicion génica
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enzima proteasa presente en un tejido tumoral provoca la
separacion de la region inhibidora, se produce la entrega
efectiva y selectiva del CPP y su cargo./5>#8I

Mas alla del tipo de enlace, la naturaleza de los cargos
transportados por CPPs es muy variada y hay numerosos
ejemplos de cada uno de ellos. Uno de los cargos mas inte-
resantes son las proteinas. El transporte de B-galactosidasa,
enzima que cataliza la hidrolisis de ciertos carbohidratos, es
uno de los primeros ejemplos dentro de esta categoria. Se
us6 TAT (RKKRRQRRR) como CPPy se realizaron estudios en
ratones que demostraron la heterogénea distribucién de este
complejo en el organismo.™ Desde entonces, decenas de
proteinas se han unido a CPPs para su entrega intracelular.
(3901 E] transporte de oligunocleétidos ha despertado gran en-
tusiasmo en la comunidad cientifica gracias a las posibilida-
des que la terapia génica ofrece para reparar la expresion de
proteinas.*1%% Para el transporte de dcidos nucleicos, los vec-
tores virales han resultado ser efectivos, pero problemas rela-
cionados con la respuesta inmunolégica han hecho que los
CPPs se erigiesen como una alternativa mas prometedora.®!
Asi, a lo largo de los anos se han descubierto numerosos
péptidos capaces de favorecer el transporte de oligonucle6-
tidos. Destacan por ejemplo los péptidos anfifilicos KALA™"
(variante del GALA anteriormente mencionado), los que
cuentan con su extremo N-terminal estearilado, TAT y
Antennapedia® o los casos mds actuales de modificacio-
nes de tetralisinas con grupos guanidiniocarbonilpirrol.*”
Otro ejemplo muy novedoso es el empleo de péptidos anfi-
filicos modificados mediante enlaces covalentes dindmicos
(por ejemplo, hidrazona u oxima) para el transporte de 4ci-
dos nucleicos*¥ o de la proteina CRISPR/Cas9'™ al inte-
rior celular (Figura 7). Gracias a interacciones de caracter
electrostatico, los péptidos son capaces de formar un sistema
supramolecular con la proteina e introducirla en el interior
celular, dando pie a potenciales aplicaciones en edicion gé-
nica.® Los CPPs pueden ser administrados como profor-
mas para la entrega de agentes terapéuticos, lo que reduce
su toxicidad e incrementa su habilidad penetrante, y han
sido aplicados con éxito a farmacos topicos de tratamiento
cutdneo.” También se estudia muy activamente para la en-
trega citosolica de anticuerpos, muy prometedores para la
elaboraciéon de vacunas o para permitir tratamientos para
cancer mas selectivos. %!

Otro tipo de cargos son las nanoparticulas. En este caso,
nanoparticulas superparamagnéticas de hierro (SPIONs)
fueron funcionalizadas con TAT.!"Y Desde entonces muchas
otras han sido transportadas, y destacan por permitir, gracias
a su presencia, que las células sean observadas por imagen
de resonancia magnética (MRI). De modo similar, también
destaca el transporte de agentes de imagen, los cuales apor-
tan gran informacién al permitir la visualizacion de trans-
portadores o agentes terapéuticos en el interior celular. Sin
embargo, la gran hidrofobicidad de su estructura suele difi-
cultar enormemente su internalizacién y por ello su comple-
jacion con liposomas es muy prometedora. Su empleo tiene
aplicacion tanto en investigacion cientifica académica como
en medicina, sobre todo cuando ofrecen una respuesta lu-
miniscente ratiométrica.’’’ Paralelamente, se ha desarrolla-
do también el transporte de liposomas. Los liposomas son
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vesiculas de tamano nanométrico compuestas mayoritaria-
mente por colesterol y fosfolipidos. Son faciles de sintetizar
y de funcionalizar su exterior. Sobre todo, destacan por su
capacidad para encapsular agentes terapéuticos. La funcio-
nalizacion de las superficies de liposomas con CPPs permite
modificar su farmacocinética y favorecer su interacciéon con
las membranas plasmaticas, necesaria para lograr con éxito
la internalizacién celular.!%?!

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

APLICACIONES TERAPEUTICAS

El gran éxito de los CPPs en estudios in vitro ha permitido
en varios casos dar el paso hacia la realizaciéon de experi-
mentos y pruebas in vivo. En este tipo de estudios los CPPs
llevan a cabo dos funciones principales. En primer lugar,
dadas sus ya tan conocidas propiedades penetrantes, se en-
cargan de ayudar a cargos con actividad biol6gica a cruzar
la membrana plasmadtica. Por otra parte, desempenan una
funcion de direccion. Es decir, los CPPs también tienen en
ciertos casos la capacidad de alterar la biodistribucion de
las moléculas que transportan al dirigirlas a otras dianas o
permitir su acceso a otras zonas antes inalcanzables. Por
todo ello, son ya muchos los casos de CPPs estudiados en
cultivos de diferentes lineas celulares, en animales e inclu-
so en humanos, encontrandose ya varios en diferentes fa-
ses clinicas.”® En el caso de estudios en animales, se han
usado principalmente CPPs candidatos al tratamiento tan-
to toépico como sistémico de enfermedades neurolégicas,
cardiacas y oncologicas, asi como farmacos contra el dolor
y la inflamacién."*!% Cabe destacar por ejemplo aquellos
con aplicacion para pacientes que han padecido un ictus.
Elictus se caracteriza por la oclusién de una arteria, lo que
conlleva la carencia de oxigeno suficiente en el cerebro,
ocasionado enormes danos en pocos minutos. Es muy im-
portante poder conducir a través de la barrera hematoen-
cefdlica farmacos capaces de reducir los danos ocasiona-
dos," lo cual resulta muy complejo dada su exhaustiva
regulacion del transporte molecular para proteger el sis-
tema nervioso central. Sin embargo, algunos péptidos han
logrado atravesarla, como es el caso del tetrapéptido fenil-
prolina [(PhPro),] del profesor Giralt.""! Ademas, ciertos
CPPs han demostrado en varios modelos animales sus lo-
gros en esta complicada tarea al ser administrados por via
tanto intravenal como intraperitoneal. En el caso de trata-
mientos contra el cancer, los CPPs han sido utilizados intra-
tumoralmente como transportadores de moléculas toxicas,
como la doxorrubicina, con el propésito de dirigirlas a las
células tumorales.!"””? También han transportado inhibido-
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res con el propésito de cesar el crecimiento y expansion
del tumor a mds células sanas.!”

Tras los estudios en animales, conocidos como estu-
dios preclinicos, si los resultados observados son buenos
se pasa a estudios clinicos: ensayos en humanos. A la hora
de dar este paso los CPPs suelen encontrarse con una se-
rie de problemas comunes.!"”! Por ejemplo, los CPPs sue-
le carecer de especificidad, es decir, no son selectivos a
un tipo concreto de célula. Eso implica la necesidad de
suministrar una mayor dosis, lo que hace que aumenten
sus niveles de toxicidad. Ademas, en muchos casos son
inestables y son rapidamente degradados por enzimas del
cuerpo humano. A esto se une también el desconocimien-
to sobre el mecanismo concreto de internalizacion para
cada caso, el cual varia dependiendo de numerosos facto-
res como el cargo o la célula a atravesar.!'” Sin embargo,
existen varios ejemplos de CPPs que han sido capaces de
llegar a fases clinicas. En la mayoria de los casos estan re-
lacionados con el tratamiento de enfermedades de la piel
y son administrados por via topica. El caso mas resenable
es el del tratamiento de hipersudoracién.”!Esta dolencia
era tipicamente tratada toxina botulinica (Botox), pero
ello implicaba la administraciéon de cientos de inyecciones
por paciente. Asi, la farmacéutica Revance Therapeutics
propuso el empleo del gel topico RT001. Este gel cuenta
con dicha toxina unida a un CPP, lo que facilita su absor-
cion toépica y evita el uso de agujas. Ademas, ha resultado
también efectiva para el tratamiento de las arrugas y pa-
tas de gallo.!'! Sin embargo, este nuevo farmaco no ha
superado la fase clinica III y actualmente se encuentran
las ultimas fases clinicas de la nueva formulacién RT002.
Similar a este caso, la farmacéutica Capstone Therapeutics
ha desarrollado el fairmaco AZX100 para cicatrizaciones,
el cual llegé hasta fase clinica I1.*7 Un caso para el trata-
miento de psoriasis es Psorban, de la compania CellGate.
Este farmaco consistia en ciclosporina A, un inmunosupre-
sor tipicamente administrado via oral para el tratamiento
de inflamaciones t6picas, pero fusionado con TAT, lo que
permitia su uso tépico. A pesar de los buenos resultados
en fase clinica II, sus estudios se encuentran actualmente
suspendidos."”! Pero ademads de los tratamientos para en-
fermedades relacionadas con la piel, existen varios ejem-
plos relacionadas con otro tipo de dolencias. Por ejemplo,
XG-102 de la farmacéutica XigenPharma permite la admi-
nistraciéon de inhibidores de muerte celular que son uti-
lizados para tratar secuelas auditivas y pacientes que han
sufrido un ictus.!"'”! Asimismo, existen varios ejemplos de
CPPs también en fases clinicas para el tratamiento de can-
ceres de diversas naturalezas.#71%

CONCLUSIONES

Desde su descubrimiento a finales de la década de los 80,
los CPPs han dejado patente su gran potencial como trans-
portadores de cargos biolégicamente relevantes al interior
celular. Este rol se ha visto cada vez mas reforzado con las
nuevas investigaciones y avances, convirtiéndose hoy en dia
en una de las principales vias para la introduccién en célu-
las de moléculas y macromoléculas de interés biologico. Sus
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caracteristicas y versatilidad los han convertido, entre otras
cosas, en una novedosa herramienta para el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos, pues han supuesto el descu-
brimiento de estructuras sencillas capaces del transporte de
numerosos cargos a través de membranas celulares. Pero a
pesar de su enorme potencial, es cierto que los CPPs cuen-
tan todavia con limitaciones a mejorar para poder explotar
todas sus aplicaciones. Son todavia muchos los aspectos que
desconocemos sobre su naturaleza y numerosos los concep-
tos que debemos aprender a controlar y manipular. Es por
ello que los CPPs son un campo de investigaciéon puntera
a dia de hoy en quimica, biologia y medicina. Cada vez se
sigue avanzando mas en su estudio, cada vez son mas los ca-
sos que llegan a fases clinicas y cada vez su gran potencial
se vuelve mas real y tangible. Los nuevos avances concep-
tuales junto con los prometedores resultados de los ensayos
clinicos auguran un futuro prometedor para las aplicaciones
médicas de los péptidos penetrantes, que esperamos pronto
puedan devolver a la sociedad todo el esfuerzo y trabajo que
los cientificos les dedican a ellos.
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