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Contenido V

Resumen

La invasion celular, migracion y metastasis en algunos tipos de tumores es promovida
por la desregulacion en la sefalizacion del factor nuclear kB y la sobre expresion de la
integrina avB6. La presencia de esta integrina se correlaciona con malignidad de las
lesiones, por lo que se considera un biomarcador y blanco terapéutico en células
tumorales. El factor nuclear kB (NF- kB) regula la transcripcién de genes involucrados en
la respuesta inmune y respuestas celulares como adhesion, diferenciacion y apoptosis.
La activacion inapropiada o exacerbada del NF- k3 esta involucrada en diversos tipos de
patologias como enfermedades inflamatorias cronicas, autoinmunes, y el desarrollo y
progresion del céncer, especificamente en carcinomas de seno, pulmén, boca,

estbmago, endometrio, pancreas, y ovario.

En esta tesis reportamos que los péptidos quiméricos P63 y P68, sintetizados con
motivos de union la integrina av6 y un motivo que bloquea la sefalizacion del NF- k3
mediada por la proteina BCL-3. (1) Son capaces de unirse en mayor proporcién a células
de cancer de cérvix, seno, leucemia linfoide aguda, melanoma y pulmén (HelLa, MCF-7,
CCRF-CEM, Skmel 23 y A549 respectivamente) en comparacién con lineas celulares no
tumorales como HEK 293, fibroblastos y células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) de un individuo sano. (2) También, modifican el potencial de membrana
mitocondrial de manera dosis y tiempo dependiente y (3) promueven la expresion de
marcadores de apoptosis en las células tumorales HeLa y MCF-7 pero no en células

normales.

Estos resultados, permiten conocer el funcionamiento de los péptidos a nivel bioldgico y
molecular y arrojan informacién sobre su potencial para controlar procesos tumorales de

una manera especifica y bajo efecto citotdxico en células sanas.

Palabras Clave: Factor Nuclear kp, Integrina av36, Péptidos quiméricos, muerte celular
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Abstract

Effect of chimeric peptides on the proliferation and apoptosis of cancer cell

lines and its correlation with the expression levels of the aVB6 integrin

Cell invasion, migration, and metastasis in some types of tumors is promoted by
deregulation of nuclear factor kB signaling and overexpression of integrin avB6. The
presence of this integrin correlates with the malignancy of the lesions, which is why it is
considered a biomarker and therapeutic target in tumor cells. Nuclear factor kB (NF- k()
regulates the transcription of genes involved in the immune response and cellular
responses such as adhesion, differentiation, and apoptosis. Inappropriate or exacerbated
activation of NF-kB is involved in various types of pathologies such as chronic
inflammatory and autoimmune diseases, and the development and progression of cancer,
specifically in carcinomas of the breast, lung, mouth, stomach, endometrium, pancreas,
and ovary.

In this article we report that chimeric peptides P63 and P68, synthesized with integrin
avB6 binding motifs and a motif that blocks NF-kf signaling mediated by the BCL-3
protein. (1) They are able to bind to a higher proportion of cervical, breast, acute lymphoid
leukemia, melanoma and lung cancer cells (HeLa, MCF-7, CCRF-CEM, Skmel 23 and
A549 respectively) compared to non-tumor cell lines as HEK 293, fibroblasts and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from a healthy individual. (2) Also, they
modify the mitochondrial membrane potential in a dose- and time-dependent manner and
(3) they promote the expression of apoptosis markers in HeLa and MCF-7 tumor cells but
not in normal cells.

These results allow us to know the functioning of the peptides at a biological and
molecular level and shed information on their potential to control tumor processes in a
specific way and with a low cytotoxic effect on healthy cells.

Keywords: Nuclear factor kB, Integrin av6, Chimeric peptides, cell death
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Introduccioén

El Factor Nuclear kB (Por sus siglas en inglés NF- kB) hace parte de una familia de
factores de transcripcion expresado en casi todos los tipos de células(Shih et al., 2011).
Los sitios de union del NF-kB estan presentes en los sitios promotores de alrededor de
500 genes (Gupta et al., 2010a; Oeckinghaus & Ghosh, 2009). Su activacion es inducida
por numerosos estimulos y agentes, entre los que se incluyen citoquinas y mitdégenos,
por lo que es un elemento fundamental en procesos fisiologicos y patoldgicos,
principalmente en aquellos involucrados en transformacion celular, supervivencia,
proliferacion, angiogénesis, metastasis e inflamacion (Pahl, 1999; Tao et al., 2018). La
activacion prolongada del NF-kB puede conducir a una expresion génica irregular, y su
desregulacion en su activacion se ha implicado en patologias como la inflamacién cronica
y cancer(Karin & Greten, 2005a; Shih et al., 2011).

Una vez el NF- kB es translocado al ndcleo este sufre una serie de modificaciones
postraduccionales entre las que se encuentran fosforilaciones, acetilaciones vy
metilaciones las cuales modulan tanto la fuerza como la duracién de su actividad como
factor de transcripciébn, no solo de los genes involucrados en los procesos ya
mencionados sino también en la sintesis de las proteinas involucradas en la activacion
de la via. Como las proteinas inhibidoras, y las proteinas quinasas inhibidoras del
inhibidor del NF- kB (Por sus siglas en inglés IkBs e IKKs), asi como las propias
moléculas de NF- kB(Gupta et al., 2010a; Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales heterodiméricas involucradas en la
adhesion, migracién e invasion, proliferacion, supervivencia y apoptosis celular; también,
permiten la sefializacion bidireccional a través de las membranas celulares (Goswami,
2013; Nieberler et al., 2017). La integrina avp6, cuyo patron de reconocimiento es de
union a dominios RGD se limita exclusivamente a células epiteliales, entre ellas el tejido
renal y pulmonar en desarrollo, células madre epiteliales, y foliculos pilosos (Nieberler et

al., 2017; Xie et al., 2012). Su mayor expresion ocurre durante el desarrollo
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embrionario(Mohazab et al., 2013). En contextos fisiologicos avf6 no se expresa de
forma constitutiva en células epiteliales diferenciadas a menos que sea en un proceso de
remodelacion de tejidos, y/o cicatrizacion de heridas (Nieberler et al., 2017; Raghavan,
2010).

La prevalencia de la expresién de av36 y la regulacién positiva del NF- k3 se ha descrito
en varios tipos de tumores malignos (Bandyopadhyay & Raghavan, 2009; Park et al.,
2013). avp6 considerada como marcador de la invasividad en distintos tipos de cancer
como: el gastrico, pancreético, colangiocelular, de mama, ovario, colon, cabeza y
cuello(Nieberler et al., 2017; Raghavan, 2010). La expresion de avf6 en células
tumorales se correlaciona con mal pronostico para los pacientes con cancer, siendo un
indicador de una enfermedad mas agresiva, y en consecuencia, un prondstico de vida
desfavorable (Nieberler et al., 2017; Raghavan, 2010).

La capacidad del NF- kB de controlar multiples genes involucrados en diversas
enfermedades, y su regulacién a diferentes niveles subcelulares lo postula como un
blanco con potencial terapéutico para enfermedades relacionadas con respuestas
inflamatorias (May et al., 2000).

Este estudio buscé indagar si péptidos quiméricos con motivos dirigidos estos dos
biomarcadores del cancer son capaces de actuar ocasionando muerte celular de manera
selectiva y especifica en lineas celulares tumorales que expresan la integrina avp6 de

manera diferencial.

Nosotros reportamos que péptidos quiméricos sintetizados con un motivo de unién a la
avB6 y un motivo inhibidor del NF-kB inducen muerte celular programada en varias lineas

celulares de cancer, sin afectar lineas celulares sanas.
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1.1 Integrinas y su expresion en cancer

Figura 1: Clasificacién de las integrinas en familias segln su patrén de reconocimiento de
ligandos
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Tomado y traducido de (Arias-Mejias et al., 2020)

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales heterodiméricas, formadas por una
subunidad a y una B. Entre sus principales funciones se encuentran la adhesion celular,
migracion e invasién, proliferacion, supervivencia y apoptosis; también permiten la
sefializacion bidireccional a través de las membranas celulares, lo que resulta en un
intercambio de informacién entre las proteinas de la membrana extracelular (Por sus
siglas en inglés ECM) y las moléculas intracelulares. Las integrinas son clasificadas en 4
categorias segun su patrén de reconocimiento de ligandos: 1) de unién a dominios RGD,
2) unién a colageno, 3) unién a laminina y 4) union a leucocitos (Figura 1). Entre los 24

subtipos de integrina humana conocidos, ocho dimeros de integrina, av1, av3, avp5,
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avB6, avp8, a5B1, a8B1 y allbB3, reconocen el motivo tripéptido RGD! dentro de las
proteinas de ECM. Esos miembros constituyen la subfamilia de receptores de integrinas
mas importante en el desarrollo del cancer y su metastasis (Goswami, 2013; Nieberler et
al., 2017).

La integrina avp6 se limita exclusivamente a tejidos epiteliales, entre ellos el renal y el
tejido pulmonar en desarrollo. Su mayor expresidn ocurre durante el desarrollo
embrionario. En contextos fisioldgicos avB6 no se expresa de forma constitutiva en
células epiteliales diferenciadas a menos que sea en un proceso de remodelacién de
tejidos, y/o cicatrizacién de heridas. La prevalencia de su expresion se ha descrito en
varios tipos de tumores malignos, y se considera un marcador de la invasividad en
distintos tipos de cancer como: el gastrico, pancreatico, colangiocelular, de mama, ovario,

colon, cabeza y cuello (Nieberler et al., 2017; Raghavan, 2010).

La expresiéon de avB6 en células tumorales se correlaciona inmediatamente con mal
pronéstico para los pacientes con cancer, siendo un indicador de una enfermedad mas
agresiva, y en consecuencia, un pronéstico de vida desfavorable (Nieberler et al., 2017;
Raghavan, 2010).

1.1.1 Sefalizacion mediada por integrinas

Los procesos de migraciébn e invasién se han considerado como roles canonicos
orquestados por las integrinas, sin embargo, la sefializacion mediada por estas proteinas
es amplia y dindmica, e impacta significativamente las caracteristicas distintivas del
cancer (Emonard et al., 2015; Seguin et al., n.d. 2015). Al contar con dominios intra y
extracelulares la sefializacién ocurre de manera bidireccional y esto le permite a la célula
sensar el entorno extracelular inmediato e informar la respuesta celular en procesos

como proliferacion, apoptosis o remodelacién de la matriz extracelular favoreciendo la

1 RGD: una secuencia de tripéptido que se encuentra muy cominmente en muchos componentes
de matrices extracelulares, por ejemplo, vitronectina, fibrinectina y fibrinégeno (Goswami, 2013).
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metéstasis. En los ultimos afios se ha reconocido que la interaccion de las integrinas con
una gran variedad de factores de crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento
endotelial (Por sus siglas en inglés EGFR) juega un papel crucial en la resistencia a

diversos medicamentos contra el cancer (Arias-Mejias et al., 2020; Lanzetti & di Fiore, 2008).

La interaccion receptor-ligando de los dominios extracelulares de las integrinas con
elementos solubles o localizados en la membrana celular como el receptor de
crecimiento epidérmico (Por sus siglas en inglés EGFR) permite la sefializacion
intracelular media por las RhoGTPasas y las Src, las proteinas quinasas B (Por sus
siglas en inglés PKB/Akt), proteinas quinasas activadas por mitdégenos y sefiales
extracelulares (Por sus siglas en inglés ERK/MAPK), todas estas proteinas importantes
en procesos que regulan la supervivencia, proliferacion, y migracion celular (Caswell &
Norman, 2008; Nieberler et al., 2017). Esta sefalizacién intracelular ocurre en la cola
citoplasméatica de las integrinas, la cual permite el reclutamiento de receptores de
superficie celular, proteinas de andamiaje, y proteinas quinasas de adhesion focal (FAK)
gue resultan en la activacion de la via Raf-ERK/MAPK, que su vez promueve la

expresion de metaloproteasas (MMP) (Arias-Mejias et al., 2020; Nieberler et al., 2017).

Recientemente se ha encontrado la presencia de integrinas en exosomas liberados por
diferentes tipos de tumores primarios, estos exosomas con integrinas asociadas con
otras proteinas importantes en la modulacion de la activacion y formacién de grupos,
viajan a sitios especificos y se incorporan en la membrana de otros tipos celulares
permitiendo el alojamiento de células madre cancerosas (Por sus siglas en inglés CSC) y
la metastasis(Paolillo & Schinelli, n.d.; Phanie Charrin et al., n.d.). in vitro se ha observado la
capacidad de estos exosomas de contribuir con la transferencia horizontal en células
blanco y conferir o potenciar sus capacidades migratoriasl (Kuroda et al., 2019; Paolillo &
Schinelli, n.d.). Fedele, C. et.al. observaron que exosomas de la linea celular PrCa que
expresa integrina av6 pueden transferir la integrina a células que no la expresan y

adquieren funciones celulares relacionadas con su expresion (Fedele et al., 2015)
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1.1.2 Péptido de unién a la integrina av6:

El péptido de unién a la integrina avB6 fue descubierto durante un tamizaje para la
deteccién de regiones de unién de la proteina gp85 del Virus de Epstein-Barr (Por sus
siglas en inglés EBV). Este virus es causante de mononucleosis infecciosa en alrededor
del 50% de los casos, pero su principal impacto se debe a su papel como iniciador de
tumores o progresor de tumores, la glicoproteina gp85 es necesaria para la unién celular
del virus. Urquiza y colaboradores en el 2004, encontraron 36 péptidos de la
glicoproteina gp85 del VEB, uno de ellos, el péptido 11435 con la siguiente secuencia de
aminoéacidos BTYKRVTEKGDEHVLSLVFGK?® mostré unirse con afinidad en el rango
nM a células tumorales linfoblastoides como Raji, Ramos y P3HR1 y células tumorales
epiteliales como HelLa (Urquiza et al., 2004).

En el 2009 Fletcher y colaboradores, reportaron que el péptido mencionado
anteriormente, se une especificamente a integrinas de la familia av, como lo son las
integrinas avp6, y avpB8 gracias a su motivo de union KGD (Chesnokova et al., 2009). La
estructura tridimensional de la proteina muestra que este péptido se encuentra en una de
las regiones expuestas de la proteina formando una vuelta reversa, en la cual los
residuos KGD juegan un papel fundamental ya que modificaciones de estos disminuyen
drasticamente su capacidad de union a las células que expresan esta integrina (Chen et
al., 2012; Matsuura et al., 2010).
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1.2 Factor Nuclear kB

El factor nuclear kB (Por sus siglas en inglés NF- kB) es una familia de factores de
transcripcién expresado en casi todos los tipos de células, al que pertenecen una gran
variedad de proteinas relacionadas estructuralmente formado tanto homodimeros, como
heterodimeros (Shih et al., 2011). Los sitios de union del NF-kB estén presentes en los
sitios promotores de alrededor de 150 genes y su activacion es inducida por numerosos
estimulos y agentes, entre los que se incluyen citoquinas y mitdgenos, por lo que es un
elemento fundamental en multiples procesos fisiolégicos y patolégicos, por ejemplo,
aquellos involucrados en transformacion celular, supervivencia, proliferacion,

angiogénesis, metastasis e inflamacién (Pahl, 1999; Tao et al., 2018).

Figura 2: Tipos de vias de sefializacion, estimulos que activan factores de transcripcion del
Factor Nuclear kB y consecuencias biolégicas de su activacion
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Tomada y traducida al espafiol de (Karin & Greten, 2005)

Durante la activacién del NF-kB se genera toda una cascada de sefalizacion que da
lugar a la disociacion de sus inhibidores IkB’s, permitiendo la translocacion del NF-k( del
citoplasma al nucleo, donde regula la expresion génica (Beg & Jr, 1993). La activacion
prolongada de NF-kB puede conducir a una expresion génica irregular, y la mala
regulacion en su activacion se ha implicado en patologias como la inflamacién cronica y

cancer (Karin & Greten, 2005b; Shih et al., 2011).
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El NF- kB actia mediante dos vias de sefializacion; una via candnica mediada
principalmente por el heterodimero p50: RelA y la via no candnica la cual es mediada
principalmente por el heterodimero p52: RelB (Tao et al., 2018). La via canonica induce
la expresion de genes inflamatorios, de desarrollo y supervivencia y es activada por
sefales pro-inflamatrorias tales como citoquinas, patrones moleculares asociados a
patégenos y algunos patrones moleculares asociados a peligro. Dichas sefales
desencadenan la activaciéon de complejos de quinasa que dependientes de la proteina
modulador esencial del NF- kB (Por sus siglas en inglés NEMO), también denominada
IKKy (Shih et al., 2011). NEMO activa el complejo IKK (IKKa; IKKB), que a su vez
fosforila al complejo inhibidor del NF-kB (IkB) lo cual resulta en la activacion de la

sefializaciéon mediada por el NF- k3 Figura 2.

Figura 3. Principales proteinas que componen la sefializacion mediada por el NF- k.
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Debido a su capacidad de influir en la expresién de alrededor de 500 genes involucrados
en la regulacién del sistema inmune, inflamacion, carcinogénesis, y apoptosis, la
actividad de NF-kB esta altamente regulada principalmente a través de su localizacion
subcelular. El primer y principal mecanismo de regulacion es por medio de proteinas
inhibitorias IkB’s y la quinasa inhibidora del inhibidor que las fosforila a nivel
citoplasmaético, es decir, el complejo quinasa (Por sus siglas en inglés IKK). También se
conoce que una vez el NF- kB es translocado al nucleo este factor sufre una serie de
modificaciones postraduccionales entre las que se encuentran fosforilaciones,
acetilaciones y metilaciones las cuales modulan tanto la fuerza como la duracion de su
actividad como factor de transcripcién, no solo de los genes involucrados en los procesos
ya mencionados sino también en la sintesis de las proteinas IkB's e IKK's, asi como las
propias moléculas de NF- kB (Gupta et al., 2010b; Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

La figura 3. Resume 1) las proteinas propias del NF- k@3, las cuales forman homodimeros
y heterodimeros (p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 y p52), todas estas comparten un dominio
de homologia Rel (Por sus siglas en inglés RHD) responsable de la unién al ADN vy la
dimerizacion. Y difieren entre si, por contener los dominios de transactivacion (Por sus
siglas en inglés TAD) que median la interaccion con cofactores, repeticiones de dominios
de Ankirina (Por sus siglas en inglés ANK), dominio tipo cremallera de leucina (Por sus
siglas en inglés LZ), y dominios de muerte (Por sus siglas en inglés DD). 2) Aquellas
proteinas quinasas que regulan la activacion de la sefializacion IKKs (IKKa, IKKB e IKKy),
todas cuentan dominios LZ y difieren entre si por que algunas cuentan con dominios
hélice-bucle-hélice (Por sus siglas en inglés HLH), dominios de unién a NEMO (Por sus
siglas en inglés NBD), dominios de dedos de zinc (Por sus siglas en inglés Z) y dominios
enrollados (Por sus siglas en inglés CC) (Legge et al., 2020). Finalmente, 3) se
encuentran las proteinas inhibidoras de la sefializacion Ikfs, que comparten entre si, la
presencia de dominios de repeticiones de ANK, estas repeticiones permiten la union a los
dominios de union al ADN de los dimeros del NF- kB, y pueden contar o no, dominios

ricos en prolina, glutamato, serina y treonina (Por sus siglas en inglés PEST).

Ademas, cuentan con otras diferencias a nivel de estructura como lo son los TAD, y la
presencia de un péptido sefial de localizacion nuclear (Por sus siglas en inglés NLS). La
presencia de estos dos Ultimos dominios permite que haya una clasificacion entre los
IkBs, denominandolos inhibidores tipicos (IKBa e IKBpB) y los inhibidores atipicos (IKBg,
IKBC y BCL-3) (Legge et al., 2020).
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la proteina inhibidora Linfoma de células B (Por sus siglas en inglés BCL-3) puede
provocar efectos funcionales a través de todas las ramas de la sefalizacion de NF-kB
debido a sus diversas localizaciones a niveles nucleares y citoplasmaticas (Legge et al.,
2020). Funcionalmente, BCL-3 es un IKB atipico por varias razones, entre ellas su
localizacion subcelular, no sufre degradacién proteosomal después de la activacion del
complejo IKK, como ocurre con los demas inhibidores del NF-kB (Collins et al., 2015). y
se ha encontrado, que una vez se encuentra en el nlcleo esta proteina puede actuar
como represora o potenciadora de la transcripcion de los genes blanco del NF-kB, y que
esto ocurre de manera dependiente del contexto con respecto al promotor, el tipo celular
o los estimulos analizados (Legge et al., 2020).

1.3 Terapias dirigidas contra el NF- k3

La capacidad de este factor de transcripcion de controlar multiples genes involucrados en
diversas enfermedades, y su regulacion a diferentes niveles lo postula como un blanco
con potencial terapéutico para enfermedades relacionadas con respuestas inflamatorias
(May et al., 2000). EIl control de la via de activacion del NFkf es tan importante que se
han reportado mas de 700 inhibidores de este factor, muchos de los cuales son péptidos
pequefios incluyendo péptidos que inhiben la actividad del IKK y la fosforilacion,
degradacién, sobre regulacion de los IkB's y translocacion del NF- k3, entre otros (Gupta,
Sundaram, Reuter, & Aggarwal, 2010),(Gupta, Prasad, et al., 2010)

La sobre expresion de varias de las proteinas que componen la familia del NF- k3 se han
visto involucradas en varias enfermedades como el SIDA, la aterosclerosis, el asma,
artritis, diabetes, la enfermedad inflamatoria intestinal, en accidentes cerebrovasculares,
atrofia muscular e infecciones virales. Ademas, el NF-kB actla como enlace entre la
inflamacién y la progresion del cancer (Gupta et al., 2010b), Hablando particularmente de
BCL-3, se ha considerado que un aumento tanto a nivel de proteina como de RNAm esta
asociado con caracteristicas clinicopatoldgicas adversas y baja tasa de supervivencia en
pacientes con hepatocarcinoma, cancer cervical y leucemia linfoide aguda (Legge et al.,
2020).
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1.3.1 Péptidos Inhibidores del NF-kp.

May y colaboradores (2000), identificaron la secuencia de residuos de aminoacidos de
las proteinas quinasas IKKa e IKKB que interactiian directamente con NEMO, esta region
fue denominada dominio de unién a NEMO (por sus siglas en inglés NDB), y consta de 6
aminoacidos LDWSWL ubicados proximos al grupo COOH-terminal. Péptidos de esta
region que contienen la secuencia WT- LDWSWL impiden la interaccion y activacion del
NF- kB de manera dosis dependiente e interrumpen la sintesis del complejo IKK
enddgeno. Ademas, este péptido causa una disminucion en la expresion de E-selectinas
en la linea celular HUVEC, inhibicion de lipopolisacaridos (LPS) inducidos por liberacién
del 6xido nitrico en lineas celulares de macrofago y una reduccion significativa de
edemas inducidos en el oido de ratones con inflamacion aguda de una manera tan eficaz

como la reduccién lograda con farmacos tales como la dexametasona (May et al., 2000).

En el 2014 Collins y colaboradores realizaron una matriz de péptidos e identificaron los
aminodcidos clave de las proteinas del NF- kB p50 que median la interaccién con la
proteina BCL-3(Collins, Kiely, et al., n.d). la interaccion entre estas dos proteinas ocurre
en la regién donde se presentas las repeticiones de ankirina (ANK) 1, 6 Y 7. Conociendo
esto, generaron péptidos cortos de BCL-3, que lograron imitar el efecto inhibidor de la
secuencia completa BCL-3 in vitro, y encontraron que el péptido denominado BDP2 de
secuencia “AAVYIRILSLFKLGSR!® inhibi6é significativamente la inflamacién inducida
por carragenina en la pata de ratones. Este estudio mostré que imitar la funcién de BCL-3
puede representar una estrategia eficaz para la inhibicion de la inflamacion(Collins et al.,
2015)






2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Establecer la actividad antitumoral de péptidos quiméricos formados por un fragmento de
unién a la integrina av6 y un péptido inhibidor del factor nuclear kB contra lineas

celulares de céancer.

2.2 Objetivos especificos

= Establecer el efecto de los péptidos en la viabilidad y proliferacion celular en

lineas celulares de cancer que expresan la integrina avf36.

= Determinar la unién especifica de los péptidos quiméricos derivados del motivo de
unién a la integrina y del factor nuclear kp a las lineas celulares que expresan
diferentes niveles de la integrina avB6 y relacionarla con los resultados de

proliferacion y apoptosis.

» I|dentificar los posibles cambios ocasionados por el efecto de los péptidos en los

niveles de expresién de genes pro apoptéticos y anti apoptoticos.

» Discriminar entre la via de apoptosis intrinseca y extrinseca a partir de la
expresion de proteinas involucrados en eventos de apoptosis en lineas celulares

que expresan la integrina avf36.






3.Metodologia

3.1 Sintesis de los péptidos

Los péptidos fueron obtenidos mediante sintesis en fase solida por la técnica de t-BOC
(tert-butiloxicarbonilo) en el Nucleo Biotecnologia Curauma (NBC) de la Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, en Chile. Una vez finalizada la sintesis, los péptidos
fueron purificados mediante cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) y
analizados por espectrometria de masas MALDI-TOF, para determinar el peso molecular

esperado para cada péptido.

Especificamente para los ensayos de union, se utilizé el péptido P68R marcado con
rodamina. Esta marcacion se realizé durante el proceso de sintesis del péptido, en donde

la molécula de rodamina fue afiadida al extremo N-terminal de la secuencia peptidica.

Los demas ensayos en el presente trabajo se llevaron a cabo con los péptidos P63 y P68

sin marcacién con rodamina.

3.2 Cultivo celular

Las lineas celulares CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™), MCF-7 (ATCC® HTB-22™), SK
MELL-23 (CVCL_6027), Fibroblastos y PBMCs se mantuvieron en medio RPMI 1640
(Gibco®- Thermo Fisher Scientific) y HeLa (ATCC® CCL-2), HEK 293 (ATCC® CRL-
1573) en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal

bovino al 10%, en una atmosfera himeda a 37°C y CO, al 5%.
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El conteo celular se realizé en camara de Neubauer utilizando el método de exclusién por
azul de tripan, previa recoleccion usando tripsina al 0,25% o EDTA 1 mM para las células

adherentes y por centrifugacion para células en suspension CCRF-CEM y PBMCs.
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Figura 4. Expresién de las integrinas en las lineas celulares segun el European
Bioninformatics Institute (EBI).
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3.3 Ensayos de unién

Para evaluar la capacidad de union a cada linea celular por citometria de flujo, se
tomaron 4x10° células de cada una de las lineas celulares y se resuspendieron en buffer
fosfato salino PBS con albumina sérica bobina BSA al 1% para reducir las uniones
inespecificas. Las células se centrifugaron a 300 xg por 5 minutos y se resuspendieron
en solucién de Hanks con uno de los péptidos marcados con rodamina p*68R a 13uM vy
1,7uM. Luego, se incubaron por 30 minutos a 4°C y se procedié a la lectura de la
fluorescencia en PE de 30.000 eventos por muestra. Para la compensacion y andlisis de
los datos obtenidos se tuvo en cuenta la intensidad de fluorescencia media (Por sus
siglas en ingles MFI) de las células sin tefiir como control de autofluorescencia en PE.
Los datos fueron obtenidos en el citometro BD Facs Aria lll y analizados en el sorfware

FlowJo.
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Para confirmar la capacidad de unién a cada linea celular por microscopia de
fluorescencia, se sembraron 10.000 células por pozo en una plaza de 96 pozos, una vez
adheridas, se lavaron con PBS y se bloquearon las uniones inespecificas durante media
hora con PBS-BSA al 1%, luego se procedi6 a la marcacién de nucleos con una solucion
1:5000 del reactivo Hoeschst y el péptido p*68R a 10uM. Las fotos fueron tomadas en el
microscopio EVOS 5000 en los canales para DAPI y RFP que permiten visualizar la

tincién de ndcleos y Rodamina, respectivamente.

3.4 Potencial de membrana mitocondrial AYm

Se sembraron 2x10° células por pozo en una placa de 24 pozos, una vez adheridas se
sincronizaron y se cambid el medio de cultivo por medio de mantenimiento y los péptidos
P63 (---KGD---YRILSLFK---) y P68 (---KGD---RILSLFKL) utilizando concentraciones entre
6,25 ug/ml - 100ug/mL. Se incubaron durante 24, 48y 72 horas a 37°C y CO2 al 5%. Una
vez terminé el tiempo de incubacién se recupero el sobrenadante y las células adheridas
se trataron con tripsina al 0,25%. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en
una solucion de PBS y el reactivo Diocs e incubadas a 37°C durante 30 minutos.
Finalmente, Se procedio a la lectura de la fluorescencia en FITC de 30.000 eventos por
muestra. Para la compensacion y andlisis de los datos obtenidos se tuvo en cuenta el
MFI de las células sin tefiir, como control de autofluorescencia. Las células tefiidas sin
tratamiento, para cada tiempo de lectura como control positivo y células incubadas con
formaldehido al 4% como control de muerte. Los datos de la lectura para las células
tratadas con los péptidos P63 y P68 fueron tomados por duplicado y fueron analizados

en el software FlowJo.

3.5 Ensayos de apoptosis y necrosis

Se sembraron 2x10° células por pozo en una placa de 24 pozos, una vez adheridas se
sincronizaron y se cambié el medio por medio fresco suplementado con SFB al 10% y los
péptidos P63 y P68 a 100 ug/ml. Se incubaron durante 24 horas a 37°C y CO2 al 5%. Se
recuperd el sobrenadante y las células adheridas se trataron con tripsina al 0,25%.
Posteriormente, las células fueron resuspendidas una solucion del buffer de union 1x,
AnexinaV y 7AAD, e incubadas a 37°C durante 30 minutos. Se procedio a la lectura de la

fluorescencia de 30.000 eventos por muestra, en FITC para AnexinaV y en PerCP-Cy-5
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para el 7AAD. Para la compensacion y andlisis de los datos obtenidos, se tuvo en cuenta
el MFI, de las células sin tefiir, como control de autofluorescencia. Las células sin
tratamiento para el control tiempo de lectura y de marcacion basal. Como control
positivo para la marcacion, las células fueron incubadas durante 24h con 10ug/ml de
Doxorubicina 0 H:0,. La lectura fue realizada en el citometro BD Facs Aria Ill y

analizados en el software FlowJo.

3.6 Determinacion de la expresion de genes pro y anti
apoptoticos en las lineas celulares estimuladas con
los péptidos P63y P68.

3.6.1 Extraccion de RNA

La extraccion del RNA se realiz6 utilizando el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher Scientific).
Se toméd un pellet de 1x107 células y se mezcldé con 1 mL del reactivo homogenizando
por agitacion. Posteriormente, se adicionaron 200uL de cloroformo, se homogenizé y se
centrifugd a 12000xg por 15 minutos a 4°C. Se separ6 la fase acuosa en un nuevo tubo
de 1.5 mL y se precipité el RNA con 500 uL de isopropanol. Se centrifugd por 10 minutos
a 12000xg a 4°C. El sobrenadante se retird y el pellet se lavé con 1 mL de etanol al 75%.
Se centrifugd a 7500xg por 5 min a 4°C y el pellet resultante, que contiene el RNA, se
disolvié en agua libre de RNAsas y se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm. Se

midio la relacién de absorbancia 260/280 nm como indicativo de pureza.

3.6.2 Transcripcidn reversa

El cDNA se obtuvo por transcripcion reversa de 5 ug de RNA por accion de la enzima
SuperScript IV (Thermo Fisher Scientific) utilizando hexameros aleatorios en
concentracién de 2.5 pM. El programa de amplificacion se realiz6 segun las

especificaciones del fabricante.
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3.6.3 Ensayos de expresidon génica

Con el cDNA sintetizado se procedié a realizar la amplificacion de los genes anti
apoptoticos BCL2 y SURVIVINA y pro apoptéticos BID y BAX.

Los ensayos se realizaron por duplicado a partir del material de las lineas celulares
utilizando una dilucién del cDNA 1:5 en un volumen de reaccién de 3uL. Con las
condiciones optimizadas se procedié a realizar cuantificacion relativa de la expresion
génica por el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001), utilizando para la normalizacion el valor de la
media geométrica de los Cq del gen de referencia p-actina (Gene ID:60). Los datos en
graficas se muestran como expresion relativa al gen de referencia y barras del error

estandar.

3.7 Determinacion de la expresion de proteinas pro y anti
apoptoticas en las lineas celulares estimuladas con
los péptidos P63 y P68.

3.7.1 Extraccion de RNA

La extraccion de proteinas se realizé utilizando el buffer RIPA. Las células fueron
sembradas en un plato de 60mm al llegar a confluencia fueron estimuladas con 100ug/ml
de los péptidos quiméricos P63 y P68 durante 24h. las células fueron raspada y lavadas
2 veces con BPS suplementado con ortovanadato, El pellet se resuspendié y se mezclé
con el buffer RIPA con pipeteo constante y se incubd en hielo durante 30 minutos.
Finalmente, el lisado celular se centrifugd a 4°C durante 20minutos a 12000xg y

cuantificado por el método de Bradford.

3.7.2 Ensayos de expresidn proteica

Se tomaron 25ug/uL de proteina total de cada condiciébn (Control sin estimulo,
estimuladas con el P63 y estimuladas con el P68) y se sembraron en un gel de
poliacrilamida del 15%. Este gel se corrié en condiciones denaturantes SDS-PAGE y se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa, la membrana fue bloqueada con BSA al 5%
durante 1h e incubada toda la noche con los anticuerpos primarios para las proteinas

(Surivina, BCL2, Caspasa 3, Caspasa 7, AKT-P, AKTtotal, y como control de carga se
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utilizé B-actina) y 2h con los anticuerpos secundarios anti mouse y anti rabbit conjugados

con HRP. Las membranas fueron reveladas con el sistema ECL y fotodocumentadas.

3.8 Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico y graficas, se utilizé el software Prism (Graph-Pad, San Diego,
USA). Los experimentos fueron realizados por duplicado, el promedio y desviacion
estandar fueron comparados utilizando un ANOVA de una via.
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4.Resultados

41 El péptido quimérico P68 se une a lineas celulares de
cancer que expresan la integrina avpé

El péptido P68, mostré unirse en mayor proporcion a lineas celulares de cancer con
respecto a células sanas PBMCs y HEK 293 Figura 1.

En este primer ensayo se determind la union con base en el desplazamiento de la
fluorescencia de la poblacion celular en el eje X. En todas las lineas tumorales se
evidencié desplazamiento de la fluorescencia de la poblacién celular y un aumento de
esta, consecuente con el aumento de la concentracibn de péptido; De manera
contratante en las lineas celulares normales como los PBMCs y HEK 293 no presentaron
unién dependiente de la concentracion. En las lineas CCRF-CEM y MCF-7 presentaron
unién heterogénea al péptido, ya que observan dos tipos de poblaciones celulares

posiblemente con diferente afinidad pon el péptido Figura 5 costado derecho.

En paralelo, a la evaluacién de la unién por citometria, se observé la union del péptido
por microscopia de fluorescencia, donde se observa el mismo fenémeno, las células
incubadas a la misma concentracion de péptido marcado con rodamina, 10uM. Muestra
unirse de manera diferencial, y preferiblemente con células tumorales. Ya que
nuevamente, en PBMCs y en HEK 293 no se observa la fluorescencia correspondiente a

una unién especifica Figura 5 costado derecho.
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Figura 5: Unién por parte de los péptidos a
lineas celulares.

Células normales: células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) y HEK 293; células
de cancer: HeLa, CCRF-CEM, MCF 7, A549 y
SKMEL23. Al costado izquierdo microscopia de
fluorescencia de la unién del P*68R de color
rojo y en azul la tincion de ndcleos con
HOESHT. Al costado derecho los histogramas
que representan la unién del péptido P*68R a
las células, medida por citometria de flujo. En
rojo las células sin péptido, en naranja y azul las
células incubadas con el péptido a 1,7 y 13uM.
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4.2 Los peéptidos quiméricos afectan el PMM de lineas
celulares de cancer

El potencial de membrana mitocondrial (PMM), fue perturbado de manera diferencial
entre lineas celulares y entre péptidos quiméricos.

El péptido P63 mostro6 la capacidad de despolarizar la membrana mitocondrial,
principalmente en la linea celular HelLa, cuya despolarizacién fue dosis dependiente a 24
h (p < 0,05 comparadas con las células no tratadas)

y su efecto se mantuvo hasta las 72h. En la linea celular CCRF-CEM se observé una
diferencia significativa en el potencial de membrana Unicamente a las 72h de estimulo,
mostrando que su efecto en PPM es tiempo dependiente, en comparacion a lo ocurrido

con HelLa (P<0,05 comparadas con las células no tratadas) Figura 6.A; Cy E.

El péptido P68 tuvo efecto despolarizante del PMM, principalmente en las lineas
celulares SK MELL-23 a 24h y CCRF-CEM a 48h. En esta ultima, se observé un efecto
dosis dependiente de hiperpolarizacion de la membrana, es decir un aumento del
potencial y su consecuente despolarizacion a las 48h (P<0,005 comparadas con las
células no tratadas). La respuesta de SK MELL- 23 resulté en la despolarizacion de la
membrana de manera sostenida en el tiempo hasta 72h, de manera similar entre el
gradiente de concentraciones (P<0,005 comparadas con las células no tratadas) Figura
6.B; Dy F.

Contrario a lo ocurrido con las lineas de cancer, El PMM en HEK 293 no fue perturbado
de manera significativa a 24h y 48h, sin embargo, a las 72h el potencial de membrana
decay6 por lo menos un 20% con todas las dosis de péptido adicionadas Figura 6. A, Ey
F.
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Figura 6: Efecto de los péptidos quiméricos en el potencial de membrana mitocondrial (PMM).

Las lineas celulares HEK 293, HeLa; CCR-CEM y SK MELL-23 fueron estimuladas con los péptidos P63 y
P68 durante 24h, 48h y 72h a diferentes concentraciones 6,25 ug/mL; 12,5 ug/mL; 25 ug/ml, 50ug/mL y 100
ug/mL. Después de la incubacion las células fueron tefiidas con el colorante catiénico Diocs y analizadas
por citometria de flujo. A; Cy E. Efecto a 24h, 48h y 72h con el péptido P63; En B, D y F. Efecto a 24h, 48h
y 72h con el péptido P68. En el eje Y se muestra el porcentaje del MFI de cada tratamiento respecto a su
control sin estimulo y en el eje X se muestra el gradiente de la concentracion de cada péptido.
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4.3 Los péptidos quimeéricos inducen la muerte celular
programada unicamente en lineas celulares de
cancer

Los péptidos quiméricos P63 y P68 indujeron la muerte celular programada (MCP) en
lineas celulares de cancer y no tuvo efecto en células normales HEK 293. Teniendo en
cuenta que a 24h de estimulo con ambos péptidos se observé mayor efecto en el cambio
del PMM en la mayoria de lineas celulares y que a 100ug/ml (equivalente a 40uM) fue la
concentracion a la que la mayoria de lineas celulares mostraron mayor despolarizacion
en la membrana. Se indagé si dicho cambio estad relacionado con la muerte celular

programada, por apoptosis 0 por necrosis.

Mediante citometria de flujo se evalu6 la exposiciéon del marcador de apoptosis fosfatidil
serina (PS), reconocida por la AnexinaV y la incorporacién de LA 7-Actinomicina D
(7AAD) que reconoce el dafio de la integridad de la membrana celular, e indica muerte

celular por necrosis.

Los péptidos quiméricos indujeron apoptosis en las lineas celulares de cancer Hela,
CCRF-CEM y MCF7. Ambos péptidos indujeron la exposicién de la PS. Esta se expuso
de manera diferencial entre péptidos Figura 7. El péptido P68 ocasioné muerte celular
programada por apoptosis en mayor proporciéon que el P63 (90% VS 32%), aunque
ambos péptidos desencadenan muerte por apoptosis, las células tratadas con el péptido
P68 llegan a la apoptosis tardia en mayor porcentaje que el P63 (24,8 vs 76,4%) en la
linea MCF-7 Figura 7.

Con la linea celular HelLa, se observé un efecto similar, ambos desencadenaron muerte
celular por apoptosis (22,23% VS 23,93) a diferentes etapas, mientras que con el P63
mostro el 22,23% de apoptosis temprana, el péptido P68 mostré un 23,93% de apoptosis
tardia, ademas este péptido fue mucho mas agresivo a esta concentracion, que el P63,
ya que es la poblacion restante se encuentra dentro del cuadrante Q3, positivo para la
marcacion con 7AAD, mostrando muerte celular por necrosis Figura 7. Sin embargo, a
una concentracién menor, 25ug/mL la muerte celular fue Unicamente por apoptosis, con
valores de 12,7% y el 12,8% para cada péptido en el cuadrante Q1 para apoptosis
temprana ANEXO 2. En comparacion las células HEK293 donde no se evidencié ninguno

de los dos fenotipos de muerte celular con ninguno de los péptidos Figura 7.



26

Efecto de péptidos quiméricos en la proliferacién y apoptosis de lineas
celulares de cancer y su correlacion con los niveles de expresién de la
integrina aVB6

HEK 293

CCRF-CEM HelLa

MCF-7

Amex”

Control

[e5)
8,88E-3

P63

Q1

0,29

Q2
9,69E-3

P68

@

E

az
941E3

FITG-A

10 10 10 R S 10 10
PE-CY5-A PE-CY5-A

FITC-A

B 4 s T Lol T T T T L T T
w0 0 10 0 3

3
PECyEA a0’ o 10 10 w0’ o w0’ 10 10
PE-Cy5-A PECy5-A

FITC-A : Anexy.

FITC-A Anexy

w3 E
3 Joaf 0,056 33974

a a 4 s .
W oa o W ? ? * f °

1w
PAICP-GYS-5-A : TARD PerCP-Cy5-5-A 7 TAAD 2 2 ? 5

s o1 az s o1 az
512 332 1 F022 2,28

Q4 a3
33770 184 a
T T T T T

3 4 s
w0 o o U S o 10
PEICP-Cy5-5-A PRICP-Cy-5-A

TAAD

-

Figura 7: Efecto de los péptidos quiméricos en lainduccién de apoptosis.

Las células de HEK293, HeLa, CCRF-CEM y MCF-7 fueron estimuladas con los péptidos
quimeéricos a 100 ug/ml durante 24h. Después de la incubacién las células fueron tefiidas con
AnexinaV/7AAD y analizadas por citometria de flujo en las lineas celulares para muerte celular
por apoptosis definidas por el desplazamiento de las poblaciones celulares hacia cada
cuadrante (Q). Q1. Porcentaje de células positivas (+) para AnexinaV y negativas (-) para
7AAD; Q2. Porcentaje de células (++) para AnexinaV, Q3. Porcentaje de células (+-) para
7AAD/ AnexinaV y Q4. Porcentaje de células (++) para 7AAD. En la columna izquierda se
encuentran las células control: células sin estimulo; En la columna intermedia las células
tratadas con P63 (100ug/ml) y en la columna derecha las células tratadas con P68 (100ug/ml).



Resultados 27

4.4 Los peptidos quimericos inducen la expresion
diferencial de genes pro y anti apoptéticos en las
lineas celulares.

Debido a que la MCP predominante fue la muerte celular por apoptosis, se evaluo el
efecto de 100ug/ml de los péptidos durante 12h de estimulo en la expresion de genes pro
y anti apoptéticos. Y con esto, hacer un primer acercamiento al mecanismo de
sefializacién desencadenado por los péptidos, conocer si la apoptosis estd ocurriendo
por la via extrinseca o por la via intrinseca. Se valuaron 4 genes distribuidos entre las
dos vias, en cuanto los genes anti apoptéticos se evaluaron los genes SURVIVINA vy

BCL2 y entre los pro apoptoticos los genes que codifican para BID y BAX.

De manera general, la tendencia de expresion de BCL2 fue a aumentar con los
tratamientos con respecto al control sin estimulo en las lineas HEK 293 (P<0,0001), HeLa
y CCRF CEM (P 0,0001), mientras que en las lineas MCF-7 y A549 la tendencia fue a
disminuir la expresion con ambos péptidos. Survivina en cambio, tuvo una disminucion en
la expresiéon en 4 lineas, HelLa, MCF-7, A549 con ambos péptidos y en HEK con el
péptido P63 y un aumento significativo en CCRF-CEM (P 0,0005 y 0,0461

respectivamente).

La expresion de los genes pro apoptéticos vari6 mucho mas entre lineas, y entre
péptidos. Por ejemplo, en HEK 293 (P 0,0002 y <0,0001 respectivamente) y CCRF-CEM
(P 0,0007 y 0,0134 respectivamente) ambos péptidos estimulan el aumento de la
expresion de BID, mientras que en HelLa (P 0,0195) y A549 el P63 la aumenta y el P68 la
disminuye. En MCF-7 el P63 regula a la baja mientras que el P68 (P 0,0015) regula a la a
lta. En cuanto a BAX, se observd la disminucién en la expresion del gen en las lineas
HEK-293 y CCRF-CEM (P 0,0015 y 0,0121 respectivamente), en HeLa y MCF-7 no se
evidencid un cambio en la expresiéon y en A549 hubo una disminuciébn con el
P63(P<0,0001) y un aumento con el P68 (P <0,0001) Figura 8.
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Figura 8. Efecto de los péptidos en la expresion de genes pro y anti apoptético en lineas
celulares.

Linea celular normal HEK 293; B; C; D; E; y F. Lineas celulares de cancer. fueron cultivadas y
estimuladas durante 12h con 100ug/ml de los péptidos P63 y P68 para el andlisis de expresiéon de
genes pro y anti apoptéticos por RTqPCR; utilizando a b-actina como gen normalizador.
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4.5 Los peptidos quimeéricos inducen la expresion
diferencial de proteinas pro y anti apoptdéticas en las
lineas celulares.

Debido a que la MCP predominante fue la muerte celular por apoptosis, se evalué el
efecto de 100ug/ml de los péptidos durante 24h de estimulo en la expresion de proteinas
mediante Western Blot. Se valuaron 6 proteinas distribuidas entre las dos vias de
apoptosis, inicialmente se evalué la activacién por fosforilacion de la proteina AKT
(60kDa), proteinas anti apoptéticas como BCL2 y Survivina y se evalué6 la activacion de
las caspasas como efecto de la activacion de la via de sefializacion de la apoptosis

Figura 9.

Los cambios mas importantes ocurrieron en la linea celular A549, donde dos de las
proteinas anti apoptéticas, Bcl2, y Survivina tienen una tendencia a regulase a la baja
con los estimulos de los péptidos quiméricos, las demas lineas HEK 293, HeLa, CCRF-
CEM, y MCF-7 tiene una ligera tendencia a la alta o a permanecer sin cambios al
compararse con el control sin estimulo, Unicamente en la linea CCRF-CEM se disminuye

la activacion de AKT con ambos péptidos Anexo 4.

En cuanto a las proteinas pro apoptéticas como las caspasas 3y 7, se encontraron en su
forma activa o clivada en la mayoria de lineas, al analizarse por densitometria
Unicamente en la caspasa 7 clivada tiene una tendencia a la alta en las lineas Hela,
CCRF-CEM y MCF-7, en A549 su expresion disminuye con ambos estimulos y en HEK
293 no hay expresion alguna en su forma activa. La tendencia en la expresion de la
caspasa no cambi6é con respecto al control sin tratamiento en la mayoria de lineas,
Unicamente en la linea celular HeLa hay una disminucion en la expresién de esta

proteina Anexo 4.
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Figura 9.Efecto de los péptidos quiméricos en los niveles de expresion de

proteinas pro y anti apoptoéticas en las lineas celulares.
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5.Discusion

El hallazgo clave de este estudio fue que los péptidos quiméricos P63 y P68 inducen
muerte celular programada Unicamente en lineas celulares de cancer, por medio de la

alteracién del funcionamiento de la mitocondria.

Los péptidos utilizados en este estudio, fueron disefiados con un motivo de unién a la
integrina avf6, KGD (Chen et al., 2012; Chesnokova et al., 2009; Urquiza et al., 2004). Y
un motivo que bloquea la sefializacién del NF- kB (Collins et al., 2015). Al evaluar la
unién del péptido p*68-R por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia, se
observé que el péptido se une en mayor proporcion a lineas celulares de céancer.
Ademas, esta union mostré ser dependiente de la concentracidon con respecto a lineas

celulares normales Figura 5.

Nosotros evaluamos esta unidn en diferentes tipos celulares teniendo en cuenta la
expresion de integrinas de la familia av reportada en la literatura, En las células Hela, se
reporta la expresion de las integrinas formadas por las subunidades 1, B4, 5y B6 y en
MCF-7 por las B1, B5 y B6 (Meyer et al., 1998; Taherian et al., 2011; Werner et al., 2012).
De la misma manera en la linea de melanoma SK MEL-24 y 28 se ha reportado la
expresion de diversas integrinas entre ellas las 1, B3, B5, 6, B7 y B8 (Galletti et al.,
2014; Kopatz & Selzer, 2020; Kuroda et al., 2019). De manera contrastante, Como ya se
conoce, la integrina av36 se regula a la baja en células ya diferenciadas y en condiciones
fisiolégicas normales, nosotros utilizamos como control de union células normales como
PBMCs de un donante sano, células normales de un cultivo primario de tipo fibroblasto y
la linea celular HEK 293. En esta ultima se ha reportado la baja expresion de las
integrinas formadas por las subunidades B3, B5 y p6 pero niveles altos de B1 y av en

comparacion con otras lineas celulares de cancer (Taherian et al., 2011).
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Adicionalmente, revisamos los reportes generados por el Human Protein Atlas para tener
una idea de los niveles de expresion de integrinas y hacerlas comparables entre si, esta
base de datos nos muestra los niveles de expresién de integrinas obtenidos por RNAseq,
y para la mayoria de lineas nos arroja un resultado en unidades de transcrito por millon,
en la Figura 4, graficamos los transcritos por millon reportados para cada linea, en
cuanto a la expresion de integrinas avB6 y B8. al comprar este dato entre lineas
encontramos que nuestras observaciones en cuanto a la unién selectiva entre lineas

concuerdan con los datos de expresion reportados.

Para la linea celular CCRF-CEM no hay un reporte concreto en articulos y en la base de
datos revisada para concluir esta uniéon, sin embargo, al revisar el origen de esta linea en
la ATCC podemos decir que es una linea de derivada de la sangre periférica de una nifia
caucasica de 4 afios con leucemia linfoblastica aguda (LLA), el tipo celular son linfocitos
T. Recientemente en el 2021 Dodagatta-Marri y coinvestigadores reportan que al utilizar
un anticuerpo dirigido contra la integrina B8 en un modelo de ratdn, este anticuerpo logra
unirse y blogquear el efecto de aquellos linfocitos T reguladores caracterizados como
CD4+ y CD25+ positivos, al comprar el origen de la linea y este reporte podemos sugerir
gue la union observada en estas células posiblemente se deba a la unién a receptores de

integrinas avb8 (Dodagatta-Marri et al., 2021)

Una vez concluimos que existe union por parte de los péptidos, quisimos revaluar si esta
union tenia algun efecto en los procesos de muerte celular y proliferacion en estos tipos
celulares. Inicialmente, evaluamos el cambio en el PMM con dosis de cada péptido (entre
6,25ug/ml-100ug/ml equivalentes a 2,5-40uM) y observamos a manera general un efecto
en el potencial de membrana, en la mayoria de lineas celulares tumorales se observo la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, esto ocurri6 de manera dosis dependiente
en algunas lineas como Hela, y tiempo dependiente como en el caso de la linea CCCRF
CEM, en otras lineas como es el caso del melanoma SK MEL-23 observamos que hubo

un efecto marcado en la despolarizacion de la membrana desde la minima dosis de
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péptido, y este efecto en la despolarizacion fue sostenido en el tiempo, por los menos
hasta las 72h después del estimulo.

En las células HEK 293 en cambio, el PMM no fue afectado significativamente. Podemos
sugerir que el mecanismo de seleccién y de accion de estos péptidos demuestra un
potencial terapéutico a futuro. La selectividad de los compuestos antitumorales ha sido
un inconveniente a lo largo de los afios en los pacientes que padecen céncer, por el
hecho de que estas terapias antitumorales en la mayoria de los casos desencadenan
efectos adversos a en la homeostasis de otras células circundantes al tumor e incluso a
organos adyacentes (Schirrmacher, 2019). En cuanto al mecanismo de accion por parte
de estos péptidos, es un efecto deseado por parte de un compuesto antitumoral y
ademas conocido en otros compuestos. Normalmente, las moléculas dirigidas a las
mitocondrias logran eliminar células cancerosas resistentes a medicamentos y terapias
anti cancer, debido a su capacidad de iniciar la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial independientemente a los procesos de sefalizacién corriente arriba, que

pueden verse afectados en las células tumorales (Wen et al., 2013).

Entre las funciones clave de la mitocondria se incluye el metabolismo energético, la
homeostasis de calcio, regulacion redox y la apoptosis. la alteracion de los procesos
llevados a cabo en la mitocondria ocasiona cambios importantes en el metabolismo
energético celular, afectando significativamente el destino de las células y la respuesta a
los farmacos (Wen et al., 2013). Por lo cual, la busqueda de compuestos capaces de
inestabilizar las funciones mitocondriales es considerados como una estrategia

terapéutica atractiva para erradicar las células cancerosas.

Al comparar el efecto de los péptidos P63 y P68 en el PMM, se observa que, aunque
presentan los mismos motivos de union a integrina y bloqueo del NF- kB (---KGD---
YRILSLF---) y P68 (---KGD---GGYRILSLF) la adicion de glicinas al P68 podria cambiar
el efecto del péptido ya sea por el aumento de la flexibilidad de los motivos que
componen la quimera, el aumento de aminoacidos apolares podria cambiar la direccién
del péptido hacia las mitocondrias o podria cambiar su estructura (Kalafatovic & Giralt,
2017). Por ejemplo, el PMM en CCRF-CEM, linea que fue estimulada con ambos
péptidos. Se observa que mientras que el péptido P63 no tiene efecto aparente a 24h y

48h, y s6lo a las 72h de estimulo se empieza a despolarizar la membrana Figura 6.
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Opuesto a lo observado con el P68, quien a las 24h de estimulo hiperpolariza la
membrana de manera significativa y de manera dosis dependiente. Luego esta se
despolariza a las 48h e incluso, a las 72h se observa que el efecto en la despolarizaciéon
de la membrana permanece en las concentraciones mas altas (25ug/mL — 100ug/mL)
gue ocasionaron hiperpolarizacién a 24h se observa un aumento en el potencial. Lo que
podria ser un segundo ciclo de hiperpolarizacién-despolarizacién de la membrana
mitocondrial. Este comportamiento de polarizacion y despolarizacion del PMM se ha
reconocido como una especie de sensibilizaciéon de las células a la MCP por apoptosis, y
dicho mecanismo se ha observado también en células derivadas de cancer de laringe
(Capozzi et al., 2012) (Pallis et al., 2001).

El efecto en el PMM se correlacioné con la expresion de marcadores de MCP por
apoptosis, la exposicién de PS fue diferencial entre péptidos, el P63 a 24h muestra
principalmente apoptosis temprana, mientras que el P68 apoptosis tardia para MCF-7
Figura 7. En Hela, el efecto diferencial entre el tipo de muerte celular es mucho mas
marcado, mientras que el P63 ocasiona muerte por apoptosis, el P68 presenta
principalmente muerte por necrosis. Sin embargo, el tiempo en el que actlan los péptidos
podria indicar que el efecto observado es un efecto controlado, la MCP por apoptosis se
asocia tradicionalmente con una pérdida de la integridad de la membrana relativamente
tardia (Ying & Hacker, 2007). Ademas, pese a que la muerte celular por necrosis,
(también conocida como necroptosis cuando es regulada (Galluzzi et al., 2018)), es poco
aceptada por desencadenar efectos poco favorables como la inflamacion e
inmunogenicidad, dirigirse a la necroptosis a través de varios farmacos, compuestos y
agentes que la inducen ha surgido en los dltimos afios, principalmente para contrarrestar

la resistencia a la apoptosis (Gong et al., 2019).

Estos resultados nos permiten sugerir que, tanto la union como el efecto en la induccion
de MCP evidenciada en este trabajo podrian estar relacionados con la presencia del
motivo de unién a integrinas, el aumento en la uniébn a células tumorales indica

especificidad por células tumorales, posiblemente por la sobreexpresion de esta
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integrina, mostrando también, que no solo la union sino el efecto en el PMM puede estar
relacionado con el contenido de esta proteina.

Hasta este punto la principal respuesta de las lineas celulares utilizadas en este trabajo
nos indica que la MCP por apoptosis esta ocurriendo principalmente por la via
mitocondrial, similar a la apoptosis inducida por quimioterapia, estrechamente regulada
por el equilibrio entre las proteinas de la familia Bcl-2 pro y antiapoptéticas (Naci et al.,
2012).En varios estudios mencionan que la sobreexpresion de genes y proteinas
antiapoptéticas como Bcl-2, Bcl-XL, and Mcl-1 puede estar asociada a un efecto de
resistencia a farmacos, este efecto se ha visto en leucemias como la leucemia
monocitica y linfoide aguda, en linfomas no Hodking, nefroblastomas, cancer de ovario y
carcinomas de células escamosas (Hernandez-Luna et al., 2016; Placzek et al., 2010;
Ugarte-Alvarez et al., 2020).

Nosotros observamos por gPCR que nuestra linea control HEK-293 sobre expresa Bcl-2
al ser tratada con los péptidos, posiblemente como mecanismo de resistencia ante un
estimulo externo, ademas de no presentar union al péptido por la carencia de integrinas
avp6/B8 esta podria ser una de las razones por las cuales no observamos eventos de
MCP. Placzek y coinvestigadores reportan que Bcl-2 es solo uno de varios genes anti
apoptéticos (por lo menos 6) relacionados con la supervivencia y respuesta a farmacos
en esta linea y otras como las empleadas en esta investigacion MCF-7, A549, SK-MEL-X
y Hela la respuesta la expresion de Bcl-2 es minima segun lo reportado, por lo que la
respuesta anti apoptética podria estar siendo regulada mayoritariamente por Mcl-1
(Placzek et al., 2010). Para la mayoria de lineas tumorales la expresion de Bcl-2 no varid
de manera significativa, sin embargo, pese a esto y los reportes ya mencionados
logramos evidenciar que la expresion de Bcl-2 y de Survivina en A549 tuvo una tendencia
a disminuir su expresion con los tratamientos, este efecto se observé también a nivel de
proteina y nos indica que la linea esté siendo sensible a nuestro tratamiento Figuras 8y
9.

Se hace necesario que evaluemos también otras proteinas anti apoptéticas como Mcl-1,
en otros estudios se ha concluido que uno de los mecanismos de resistencia a
tratamientos con Doxorrubicina ocurre mediante un efecto protector sobre la

despolarizacion y apoptosis de la membrana mitocondrial a través del mantenimiento de
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los niveles de proteina Mcl-1. Ellos concluyen que la eliminacién de Mcl-1 por si sola

conduce a un aumento en la despolarizacion mitocondrial (Naci et al., 2012).

De manera particular con la linea CCRF-CEM observamos un efecto dual en la expresion
de todos los genes, si bien es conocido que es necesario observar ese desbalance en la
expresion de genes pro y antiapoto6ticos en un tratamiento, para esta linea se reporta que
a diferencia de los tumores sélidos la supervivencia es regulada principalmente por Bcl-2,
nosotros observamos a un unico tiempo de estimulo que los genes pro y anti apoptéticos
se encuentran regulados a la alta en esta linea y este efecto ha sido mencionado por
otros investigadores como evidencia de algun tipo de regulacion y proceso de
sensibilizacién a farmacos es este tipo de cancer. Tal fendmeno de sensibilizacién a nivel
de genes concuerda con lo que observamos anteriormente con la despolarizaciéon de la

membrana mitocondrial en esta linea (Capozzi et al., 2012).
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Figura 10. Conclusiones Qr:é\ficas del efecto de los péptid'os guiméricos en las lineas celulares.

Efecto de los péptidos quiméricos en 1. La unidn selectiva a células de cancer que expresan la
integrina; 2. La muerte celular programada por la via intrinseca en las lineas celulares de cancer;
3. El cambio en la expresion de genes pro y anti apoptoticos y 4. El cambio en la expresion de
proteinas que regulan las vias de supervivencia y apoptosis en las células estimuladas con los

péptidos quiméricos.
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6.1.1 Conclusiones y recomendaciones en cuanto ala union

El péptido P68 se une principalmente a células tumorales y esta unién ocurre de
manera dosis dependiente lo cual podria estar asociado con la sobreexpresion de

la integrina avp6 y avp6 las lineas celulares tumorales.

Es necesario ahondar en los ensayos de unién por medio de curvas de union e
inhibicion para determinar las constantes de afinidad de estos péptidos y asi
caracterizar a fondo las caracteristicas farmacocinética y farmacodimia de estos

péptidos con el fin de escalar a otros niveles de estudio con estos péptidos.

6.1.2 Conclusiones y recomendaciones en cuanto al efecto en la

MCP

Los péptidos quiméricos P63 y P68 inducen la despolarizacion de la membrana
mitocondrial de manera selectiva en varias lineas celulares de cancer que

expresan la integrina avp6, pero no en lineas celulares normales.

El péptido P63 mostro la capacidad de despolarizar la membrana mitocondrial,
principalmente en la linea celular HelLa, cuya despolarizacion fue dosis
dependiente a 24h y su efecto se mantuvo hasta las 72h. En la linea celular
CCRF-CEM se observo una diferencia significativa en el potencial de membrana
Unicamente a las 72h de estimulo, mostrando que su efecto en PPM es tiempo

dependiente, en comparacion a lo ocurrido con HelLa.

El péptido P68 tuvo efecto despolarizante del PMM desde las 24h, lineas
celulares HelLa, SK MEL-23 y CCRF-CEM. En esta ultima, se observo un efecto
dosis dependiente. La respuesta de SK MELL- 23 result6 en la despolarizacion de
la membrana de manera sostenida en el tiempo hasta 72h, de manera similar

entre el gradiente de concentraciones.

El hecho de afectar la supervivencia celular mediante vias mitocondriales e

inducir MCP tanto por apoptosis como por necrosis muestra un posible papel
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terapéutico no solo en aquellos tipos de cancer que han mostrado ser resistentes
a las terapias tradicionales

6.1.3 Conclusiones y recomendaciones en cuanto a la expresion

de genes

El estimulo con los péptidos quiméricos genera cambios en los niveles de
expresion de genes pro y antia apoptéticos en todas las lineas celulares, sin
embargo, estas responden de manera diferencial. La linea celular A549 mostro
ser mas susceptible a los tratamientos ya que los genes pro apoptdticos

aumentan y anti apoptoticos disminuyen.

La expresion de genes pro y anti apoptdticos en las lineas celulares HEK 293,
CCRF-CEM y SK-MEL23 se relaciona con un efecto de resistencia al tratamiento
a este tiempo de estimulo (12h), pese a este efecto ambas lineas celulares
tumorales logran llegar a algun tipo de muerte celular programada mientras que la

linea celular normal no lo hace.

En las lineas celulares MCF-7 y Hela no se aprecian cambios significativos a
nivel de transcrito pese a esto, en ambas lineas se observé muerte celular

programada.

Es necesario ampliar la cantidad de genes y tiempos de estimulo a analizar y
centrarnos en genes de mayor expresion en tumores soélidos para apreciar mejor

los cambios en la expresion de genes en lineas como MCF-7 y Hela.

6.1.4 Conclusiones y recomendaciones en cuanto a la expresion

de proteinas

Los eventos MCP en las lineas celulares estimuladas 24h con los péptidos
guiméricos se soportan en la disminucion de las proteinas anti apoptéticas como
BCL2 y Survivina y el aumento en la activacion de las proteinas propias de la

apoptosis como las caspasas.
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Confirmamos que el mecanismo de MCP ocasionado por los péptidos ocurre por
la via intrinseca debido a la disminucion en la expresiéon de BCL2 en las lineas
CCRF.CEM y Ab549 donde los cambios a nivel de ARN y proteina se

correlacionan.

Los resultados de la activacion de ERK y AKT a 24h de estimulos con los
péptidos nos indican que los péptidos ocasionan MCP en las lineas estimuladas,
pero no afectan de manera significativa la proliferacion celular, por lo que
sugerimos evaluar la expresion de estas proteinas con dosis mayores y/o mayor
cantidad de estimulos que permitan potenciar el efecto en la MCP y contrarrestar

la proliferacién celular.
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Anexo 1. Unién del péptido P68 marcado con rodaminaincubado con las lineas celulares.
Células normales: células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), HEK 293 y fibroblastos;
células de cancer: HeLa, CCRF-CEM y MCF 7
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Anexo 2. Efecto individual de los péptidos quiméricos en el potencial de membrana
mitocondrial en lineas celulares.

Las lineas s celulares HEK 293, HeLa; CCR-CEM y SK MELL-23 fueron estimuladas con los
péptidos P63 y P68 durante 24h, 48h y 72h a diferentes concentraciones 6,25 ug/mL; 12,5
ug/mL; 25 ug/ml, 50ug/mL y 100 ug/mL. Después de la incubacién las células fueron tefiidas con
el colorante catiénico Diocs y analizadas por citometria de flujo. A Efecto a 24h, 48h y 72h con el
péptido P63 y P68 en HEK 293; B Efecto a 24h, 48hy 72h con el péptido P63 y P68 en HelLA; C
Efecto a 24h, 48h y 72h con el péptido P63 y P68 en CCRF-CEM y D Efecto a 24h, 48h y 72h
con el péptido P63 y P68 en SK MEL-23. En el eje Y se muestra la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de cada tratamiento respecto a su control sin estimulo y en el eje X se
muestra el gradiente de la concentracion de cada péptido.

mm Control 6,25ugiml  mm 12,5 ug/ml 25 ug/ml
mm 50 ug/mi 100 ug/mi
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Anexo 3. Efecto de los péptidos quiméricos en lainduccién de apoptosis en las lineas

celulares.

A Las células HelLa estimuladas con los péptidos quiméricos, en la columna izquierda se
encuentran las células control: células sin estimulo; En la columna intermedia las células
tratadas con P63 (12,5 ug/ml) y en la columna derecha las células tratadas con P68 (12,5
ug/ml) durante 24h. Después de la incubacién las células fueron tefiidas con AnexinaV/7AAD
y analizadas por citometria de flujo en las lineas celulares para muerte celular por apoptosis
definidas por el desplazamiento de las poblaciones celulares hacia cada cuadrante (Q). Q1.
Porcentaje de células positivas (+) para AnexinaV y negativas (-) para 7AAD; Q2. Porcentaje
de células (++) para AnexinaV, Q3. Porcentaje de células (+-) para 7AAD/ AnexinaV y Q4.
Porcentaje de células (++) para 7AAD. B Tasa de cambio (Fold Change) del porcentaje de
apoptosis y necrosis de las lineas celulares HEK 293, CCRF-CEM, HelLa, y MCF-7 tratadas
con 100ug/ml de los péptidos quiméricos.
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Anexo 4.Analisis densimétrico del efecto de los péptidos quiméricos P63y P68 en la
expresion de proteinas pro y anti apoptoéticas.
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