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Resumen

Péptidos modificados derivados de la secuencia RWQWRWQWR: Evalactbriade la
anticancerosa frente a lineas celulares derivadas de cancer de mama

El disefio, sintesis y evaluacipéput@los anticancerigemssuna estrategia utilizada para la busqueda
de nuevas moléculas con potetaibéutico para el tratamientd @éacer H cancer de mama es el
mas diagnosticado a nivel mundial, el cuarto cormmagdidad ysu amplia variacién genéliedva

en la necesidad de diferentes moléculas para su tratamiento.

Los tratamientos utilizados para este tipo de dsoer selectivos por las células cancagesasan
multiples efectos secundarios que disminuyen la calidad de vida del paciente de foeitamhdrstica,
puede presentaesistencia y derivar ecurrenciaazon por la cual la busqueda de nuevos posibles
agentes terapéuticos iggperativa. En este trabajodsefiaron, sintetizaron y evaluaron péptidos
derivados depéptidopalindrémio conactivdad anticancerosdcinB (225piH.N-RWQWRWQWR
CONH

Se evaluargpéptidos con modificaciones en la estructura primaria del péptido palindndoféco

longitud y cargaeta positivacambios puntuales de residuoamaoaroacidos de la misma polaridad o

por aminoacidos no naturales y, funcionalizacién con el mot@rodR@kremo -drminal y/o €

termind. Se determingue el aumento de la longitud y carga de la secuencia mediante adicién de una
Arg (R) y/o la unién al motivo RGD en el exti#emmoil generaron péptidos con un mayor efecto
citotéxico frente a células derivadas de cancer de M@R identificando cuatro péptidos
promisorios: RRWQWRWQWR RRWQWRWQWRR RRWQWRWQWR ¥
RWQWRWQWRos cuales inducen disminucion de la viabilidad celular dependiente de la
concentracian

Se evidencio que los residuos de Arg (R) ubicados en los extreteonimblyd€ la secuencia
palindrémica sorelevantes para mantener la selectividad de los péptidos por células cancerosas,
mientras que la Arg centiial la secuencia es determinante garaerel efecto citotoxicd.os
resultados sugieren que el aumento de la carga neta positiva dgupépdidoite una interaccion
electrostatica inespecifica con la a&uégel Gnico parametro que influye esfealto citotoxico y su
ubicacién m la secuencia es cldweinclusion de la Arg en el extreteorihal RRWOQWWQWR)



increment6 significativamente el efecto anticanceroso, lo cual puede estar asociado a que esta
modificacion hace que se complete el motivo minimo de la LfcinB

Reemplazos puntuales en la secuencia por aminoacidos de la misma polaridad o por aminoacidos no
naturales generaron disminucién del efecto anticanceroso del péptido suge®pdsigleeque esté
involucrada una interaccién especifica pégtidlaLos resultados respect fahcionalizacion con el

motivo RGPEn los extremos fbyGterminalmuestramque cuando la adicion se realiza en el extremo C
terminal el efecto citotéxico disminaygiriendo que los residuos ubicados en ese extremo son
determinantes.

Elpéptido ‘RWQWRWQWHRpresentdnayoractividad citotoxicgue la secuencia original,
ademasndujo disminucion de la viabilidad celuldindas celulares derivadas de los cuatro subtipos
moleculares de cancer de mama (Luminal A, Luminal B, Triple Negativo A y TriplddNagitiue B)
dependiente de la concentracion, rapida y se mantuvo hastaSmoldsérvo que en la linea™MCF
indujo la citotoxicidad mediante la activacion de la via extrinseca e intrinseca de la apoptosis,
acompafiadde la disminucion de la capacidad migratoria celisiainuyendo también los procesos

de invasiérEnsayos preliminares de toxicidad aguda en nmaiebdmnuestran queste péptidee
categoriza como ligarederadamente téxiaodicando que pues una molécula segura para proceder
con ensayos de eficacia. Estos resultado sugieren que ebiedydioEsona molécula que puede ser
consideradeomo un potenciehndidato para el desarrollagentsterapéuticeen etratamiento de

este tipo de cancer.

Palabras claveancer de mama, péptidoicancerosos, lactoferricina



Abstract

Modified peptides derived from RWQWRWQWR sequence: Evaluation of anticancer
activity against cell lines derived from breast cancer

The design, synthesis and evaluation of anticancer pegtided to search for new molecules with
therapeutic potential for the treatment of cancer. Breast cancer is the most diagnosed cancer worldwide,
the fourth with the highest mortality rate, and its wide genetic variation results in the need for different
molecules for its treatment.

The treatments used for this type of cancer are not selective for cancer cells and generate multiple side
effects that drastically reduce the patient's quality of lifen®becan present resistance and lead to
recurrencewhich is why the search for new possible therapeutic agents is imperative. In this work,
peptides derived from the palindromic peptide with anticancer activity LR5pB HK24-
RWQWRWQWRONHwere designedynthesize@&nd evaluated.

Peptides were evaluated with modifications in the primary structure of the palindromic peptide such as
length and net positive charge, specific changes of residues by amino acids of the same pelarity or by non
natural amino acids and, functionalizatidnthvt RGD motif at theiddminal and/ or-rminalend

It was determined that increasing the length and charge of the sequence by adding an Arg (R) and/or
binding to the RGD motif at théeNmninal end generated peptides withoge significantytotoxic

effect againstMCF7 cells (derived from breast cancdlentifying four promising peptides:
RRWQWRWQWRRRWQWRWQWR RRWQWRWQWR arfd RWQWRWQWR

which induce a concentratd@pendent decrease in cell viability.

It wasotedthat the Arg (R) residues located at the Ntanmdi@al ends of the palindromic sequence

are relevant to maintain the selectivity of the peptides for cancer cells, while the central Arg of the
sequence is decisive to exexyttwoxi@ffect. The results suggest that the increase i thegr@tS ¢ A K
positive chargewhich allows a nonspecific electrostatic interaction with the cell is not directly
proportional to the cytotoxic effand its location in the sequence isnodydingArg at the Nerminal

end RRWOQWWR/QWR) significantly increased the anticancer effect, which may be associated with the
modification completgthe minimal LfcinB motif.



Specific replacements in the sequence by amino acids of the same polarity or by unnatural amino acids
generated a decrease in the anticancer effect of the peptide, suggesting that a speamdfic peptide
interaction may be involved. The results regdrdirfignttionalization with the RGD motif at the N

and/or @erminus show that when the addition is made atéhmiBus the cytotoxic effect decreases,
suggesting that the residues located at that end are decisive.

The RWQWRWQWR peptide presented greater cytotoxic activity than theegrigimed

andinduced a decrease in cell viability of cell lines derived from the four molecular subtypes of breast
cancer (Luminal A, Luminal B, Triple Negative A and Triple Blegakigh was concentration
dependentrapid,and maintained for up to 48h. It was observed that in tieliMCFE induced

cytotoxicity by activating the extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis, accompanied by a decrease in
cell migratry capacitgnddecreasing invasion processes. Preliminary acute toxicity iéstaaalel

show that it is categorizedlaghtlyto moderatelyoxic, indicating that it is a safe molecule to proceed

with efficacy trials. These results suggest that the peptide obtained is a molecule that can be used as ¢
potential therapeutic agent in the treatment of this type of cancer.

KeywordsBreast cancer, anticancer peptides, lactoferricin
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Introduccioén

Céncer esdtérmino generalizado para definir un amplio conjunto de enfermedades las cuales
se caracterizan por la malignizacion de células normales a través de la adquisicién, mediante
transformaciones genéticas o epigenéticas, de caracteristicas como: cr&eictivemto s
ventaja proliferativa, alteraciones de la respuesta al estrés que favorece la supervivencia,
angiogénesis, invasion y metastasis, modificacion metabdlica y evasion [ihjn@jitaria

Més de 200 tipos de enfermedades se han agrupado en esta palabra y su variacion radica en s
causas, evolucion y tratamientos posibles, estas malignidades pueden generar tumores en
diferentes partes del cuegiargano o tipo celular donde se oeginanomefine la primera
clasificacioni3] Cuando esta proliferacion irregular se genera en el tejido mamario, se le
denomina cancer de mama, este se caracteriza por la existencia de una masa palpable,
secreciones en el pezén, asimetria mamaria y eritema dermal, ¢fitre otros

El cAncer de mama es una enfermedad heterogénea causada tanto por factores genéticos com
ambientales, cuya importancia clinica ha ido en aumento debido a que es la principal causa de
muerte por cancer en mujeres a nivel m{Bjdabu vez, se ha catalogado como el cancer con
mayor incidencia a nivel mundial con mas de 2.3 millones de nuevos ca§®k 8a B820
determinado que en paises en desarrollo la morbilidad y mortalidad son elevadas debido
principalmente a fallas en los sistemas de salud y condiciongd. de vida

En Colombia el panorama es similar, ya que este tipo de cancer se encuentra entre los tres ¢
mayor prevalencia, incidencia y mortalidad desdig]Pikante el periodo 26A@20 este fue

el cancer mas diagnosticado en mujeres, abarcando el 28% del total de n@vestaasos
tendencia se mantiene y se relaciona con el diagnoéstico tardio en estados avanzados de |
enfermedad representando el 60% de la morbilidad. Lo anterior causa que los tratamientos no
sean oportunogse ha establecido que cerca del 30% de las personas diagnosticadas no reciben
tratamiento y el 50% lo inician 3 meses después del dictamedlOfEdjon el propdsito

de mitigar el impacto de esta enfermedad, en nuestro pais se ha establecido el plan de contro
del cancer donde una linea estratégica estd enfocada a estimular la produccion cientifica en
investigaciones que puedan servir de sopori tpana de decisiones en cuanto a prevencion,
diagnéstico y tratamierjfi?]

Los abordajes terapéutipasa esta enfermedad se definen a partir de las caracteristicas
moleculares, histologicas y el estdiel que se realida diagnostico. Cuando el tumor se
encuentra restringido al area de origen, se procede con un enfoque regional para su erradicaciol
mediante cirugia, la cual puede ser acompafada por radioterapia para evitar la metastasis.
Cuando el tratamiento se ireciain estadio avanzado donde hay presencia de células y tumores
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metastasicos, generalmente el abordaje se realiza por via sistémica para prolongar la
supervivencia de los pacientes y este incluye quimioterapia, terapia hormonal y/o
inmunoterapipd]. Sin embargenla mayoria de estas opcidaegotoxicidagho eselectiva
contraascélulas cancerospsr lo que otros tejidos pueden verse afectados generando efectos
secundarios adversos, que disminayatidad de viddelos pacientes. Por ello se requiere
desarrollar nuevas terapias dirigidasemqgan mayoselectividaghor las células cancerosas

[13]

En este contexto se han evaluado diferentes moléculas con propiedades anticancerosas, dentro
de las cuales se encuentran los péptidos antimicrobianos (AMPs). Los AMPs son péptidos que
tienenmenos de 100 aminoé&cidos y son producidos por diferentes organismos, cuya funcién
principal es la defensa del organismo frente a un amplio espectro de agentes infecciosos. Los
AMPs contienen residuos hidrofébicos y residuos cargados que van a setedetarian
interaccion con el patéggid] ElImecanismo de accigeneralmenteesta asociado a la
desestabilizacion de la membrana o interaccién con blancos intracelulares induciendo dafio al
DNA, inhibicion de la sintesis de precursores o bloqueo de rutas biddp)iDames la

similitud de carga negativa a nivel de membrana entre bacterias y células cancerosas, se ha
evidenciado que algundsMPs ejercen efecto citotoxico efas células cancerosas
denominandose péptidos anticancerigenos (ACPs), los cuales pueden ser considerados como
una fuente valiopara la generacion de tratamientos, terapias adyuvantes o cOmo sistemas de
entregd16]

En trabajos previos se ha identificado el péptido palindromico L-R5pB H24-
RWQWRWQWRONHcomo un ACP promisorio candidato para desarrollar un medicamento
contra el cancer de mama, debido a que ha presentado efecto citotéxico rapido, dependiente de
la concentracion y selectivo contra lineas celulares humanas derivadas de cancer de mama. A
parir de esto, en este trabajalisefiaron, sintetizaron y evalugéptidos derivados de la
secuencia LfcinB-gBhaidentificandgéptidos con iguahwayor actividacitotoxica frente a

lineas celulares derivadas de cancer daqmataasecuenciaginial Se evidencié que cambios
puntuales en la carga y anfipaticidad, y funcionalizacién en el enernaldle la secuencia
potenciaron su efecto téxico y selestiemas, se establecio gjedicionar &ipéptidoRGD

en el extremo -Mrminal se induce muerte principalmente por activacion de las rutas
apoptoticas intrinseca y extrinseca, se disminuye la capacidad de migracion e invasion de la
célulala actividad metaloproteada produccion de-@,IL-10 y arginasa.
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1. Estado del arte

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y con base en sus caracteristica
histopatoldgicas se han identificado 20 tipos de tumores, depelaiiegdode origeynde

sus atributos morfolégicds] Basado en el tipo celular donde se origine la malignidad se
presentan dos clases; los carcinomas, que son aquellos donde la desregulacion proliferativa s
genera en células epiteliales; y los sarcomas, en los cuales las células de origateson aquellas
componente estromal de la m§h&}

Otro factor utilizado en la clasificacion del cancer de mama es la capacidad de invasion cor
respecto al lugar de origen; en caso de encontrarselsbtag® origerse denominaran

sity si las células cancerosas tienen la capacidad de modificar su morfologia para atravesar |;
membrana basal y llegar a otros tejidos cercanos se defimeasoyailas células ya se han
diseminado a otros tejidos donde han prdifemduaio la vascularizacion y gedera

tumores se conocera cametastasi¢p3], [19]Basado en estos rasgos el cancer de mama se
clasifica com@0], [21]17], [22]

- Carcinoma ductad situ Ete tipo de cancer presenta tanto célukisvasivas como pre
invasivag € desarrolla Unicamente dentro de los ductos mamarios, pero tiene la capacidad
de volverse invasivo.

- Carcinoma ductalvasivoEn este se incluyen aquellos canceres originados en los ductos
mamarios cuyas células pueden llegar a otros tejidos, como lo son el carcinoma tubular,
medula, mucinoso, papilar y cribiforme.

- Carcinoma lobular situ Este se encuentra restringido espacialmente a los l6bulos y ductos
terminales cuyas células generalmente mantiene una morfologia uniforme.

- Carcinoma lobulanvasivoSe caracteriza por células redondeadas pequefias con baja
adherencia encontradas en grupos invadiendo tejidos adyacentes a los l6bulos.

- Cancer de mama inflamatorio: Es un tipo de cancer invasivo con alto potencial metastasico e
cual induce sintomatologia inflamatoria, como enrojecimiento, hinchazén y comezén.

- Carcinoma papilar: Presenta caracter invasivo y generalmente se origina en los ductos, er
este tipo las células se organizan en forma de proyecciones longitudinales.

- Enfermedad de Paget: Usualmente se iniciaderctiospero se extiende por el tejido
epitelial de la aureola y pezon, en este caso las células cancerosas tienen una tasa de divisi
mayor a la de otros canceres.
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Tumor filodes maligno: Las células malignas pertenecen al tejido estromal y presentan
morfologia fibroepitelial comion estrecha entre ellas formammyeccionede tejido

largas en forma de dequpilares.

Angiosarcoma de mama: Se origina en las células que recubren los vasos sanguineos o
linfaticos, tienen alta capacidad invasiva por lo que normalmente otnostefidos se

ven afectados.

1.1.1 Subtipos moleculares

La tipificacién del cancer de mama ha permitido que se genere la clasificacion molecular, la cual
ha sido de gran impacto en el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos ya que las
caracteristicas fenotipicas relacionan caomportamientos y respuestas diferenciales a
farmacos. Mediante ensayos inmunohistoquimicos y de expresion génica se han identificado
cuatro subtipos de tumores homogéd8ys[2Z[24}

Luminal A: Las células pertenecientes a este subtipo poseen un perfil inmunofenotipico
similar al componente epitelial luminal de la glandula mamaria con expresion de
citoqueratinas luminales, genes asociados a su activacion (LIV1 y CCND1), receptores de
estrogeno (ERy de progesterona {PEstas células expresan el factor de crecimiento
epidérmico humano (HER® los niveles de expresion génica relacionados con proliferacion
celular son bajos (por ejempl®, /i

Luminal B: Este subtipo al igual que el aqisFg®nta caracteristicas del epitelio luminal
mamario y receptores de estrégent), (RRgesterona (PR factor de crecimiento
epidérmico humano (HERademas de alta expresion @& ior lo cual su crecimiento es

mas rapido comparado con el Luminal A.

Enriquecidas en HER2: Presenta escasos genes relacionados con el fenotipo epitelial luminal
y nopresenta receptores de estrogen)d (ERrogesterona (PREstas célula®bre

expresa los receptores de factor de crecimiento epidermal, entre eltog GIEB2

ademas de genes relacionados con la proliferacion celular.

Triple negativTNBC) Estas células son negativas para los receptores de estrogeno,
progesterona y HER2, s@xmresa-kit, factores de crecimiento y citoqueratinas de alto

peso molecular como CK5, 6 y 17; generalmente esta relacionado con la mutaciéon en BRCAL.

1.1.2 Epidemiologia

En el afio 2020 el cancer de mama se registrO como el cancer con mayor incidencia a nivel
mundial, independiente del sexo, con cerca de 2.3 millones de nuevos diagredsficosy
cancer con mayor mortalidath684.996nuerteseportada$25], [26]Se proyecta que para
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2030enCentro y Sur Amérgm presentandn incremento del 70% en ambas {233sEn

Colombia para el afio 2019 se reportaron cebodd@auevos casos y 2.843 muertes
relacionadas con esta malignidad; ademas se registraron mas de sesenta mil casos prevalente
en la poblacion de los cuales dLéfin de caractar sity el 96% de canaerasivdos que

en su mayoria fueron detectados en estadi{8ll y IlI

Respecto a los tipos de cancer ne®a% de los diagnosticos son de tipo invasivo, 80% de
caracter ductal, el 15% lobuklr5% restante esta relacionado con los demas tipos de cancer. Si
tomamos en cuenta los subtipos moleculares enti#&b 6@ los diagndsticos son de tumores

tipo Luminal A, seguido por Luminal B coi2@¥d Gaquellos catalogados como enriquecidos
enHER2 corresponden al3% y los triple negativo abarcan entré®%al@e los diagnosticos
restante§13]18] De manera similar en Colombia, de los nuevodiagsosticadoen el

ultimo afigel 55% fueron clasificados de tipo Luminal y 31% enriquecido en HER2 y el 18% triple
negativg8].

1.1.3 Tratamientos

Cuando el cancer de mama tiene carastigera primera aproximacion consiste en la reseccién
quirdrgica y toma de muestras o extraccion de los ganglios linfaticos axilares; las mas frecuente
son la lupectomia donde solo se remueve el tumor, la mastectomia en la que se extirpa por
completo el tajp mamario y la mastectomia subcutanea con reconstruccion de mama que
permite mantener una morfologia similar. Estas cirugias incrementan la expectativa de vida del
paciente pero al ser procesos altamente invasivos generan severas secuelas psicoldgicas cor
ansiedad o depresion y fisicas como dolor o malestar 28| @@

Regularmente en el tiempo previo o postquirdrgico se utiliza la radioterapia como coadyuvante
con el fin de evitar la metastasis y reducir las probabilidades de rdcaumadficigrapia se
realizamediante la radiacion ionizante a la mama o pared toracica y en ocasiones de las cadena:
ganglionares axilares y supraclaviculares. Aunque en la actualidad las dosis son fraccionadas pa
evitar efectos tdxicos a largo plazo en tejido normal, el lpgehla dadiacion no llega sélo al

tumor genera efectascsndarios como inflamacién, dolor, pérdida de cabello y enfermedades
cardacag30], [31]

Cuando el tipo de cancer diagnosticado es isVaoraje es preferiblemente sistémico, la
principal opcion terapéutica es la quimioterapiaonsisten la administracion de farmacos
capaces de destruir células cancerosas que han podido dispersarse por el organismo, las que ni
cirugia o radioteragaeden eliminaAl tener este amplio alcaasgélulas no cancerosas se
vendestruidagienerando efectos secundarios como fatiga, pérdida de apetito, problemas del
suefio, problemas cognitivasglosupresion, entre otf82], [33]
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La terapia hormonal permite ralentizar o detener el crecimiento del tumor al bloquear la
capacidad del cuerpo de producir hormonas esteroideas o al interferir con los efectos de
estimulacién de las hormonas sobre las células cafidéfdSasha comprobado que esta
deprivacion hormonal genera citotoxicidad en otros tejidos afectando principalmente el sistema
reproductivo, musculoesquelético, cardiovascular y neyvigeoera molestias como
irritaciones, osteoporosis, angina de pecho y disfuncion gafgjnitiva

Otro tratamiento que ha tenido gran impacto en los dltimos afios es la inmunoterapia, esta
comprende un gran numero de alternativas que incluyen inhibicién de puntos de control
inmunoldgico, anticuerpos monoclonales o conjugados de ariicoeapd36] Losefectos
secundarios mas comunes son leves doemoojecimiento, sintomas gripales, dolores
corporales, etta desventaja dssta terapia es el alto costecual no siempre es cubierto por
aseguradoras o los servicios de[8&|ud

Dado que todos estos tratamientos presentan desvantajasto a costos y disminucion de

la calidad de vida del pacieesenecesario el desarrollo de nuevos farmacos poco invasivos,
selectivos que dismimnylos efectos secundarios a la salud fisica y psicologica de los pacientes.
Como una alternativa se han evaluado péptidos sintéticos que contienen secuencias
provenientes de diversas fuentes bioldgEasiales han presentado resultados prometedores

y tienen como ventajas quaiso no induce reianes adversas, Son in0auenps pPropensos

a generar resistenaajersidad en las vias de administracion y su costo puede permitir amplia
cobertura.

1.2 Péptidos anticancerigeQa€Ps)

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son una forma de rgepusstancuentra desde los
organismos procariotas hasteariota,a la presencia de bacterias, hongos, protozoos y virus;

ante la presencia de patdgenos se activa la respuesta inmune innata que reconocera los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), en este momento es cuando los péptidos
enddgenos producenauaccion rapida de defensa movilizandose hacia el lugar de infeccién y
neutralizando el microli88] Dada esta capacidad un gran nimero de péptidos aislados de
diferentes organismospgptidossintéticos, generados a partir de estas secuencias, se han
evaluado como potenciales agentes terapg8€fos

Los AMPs generalmente comprenden péptidos cortos (max. 50 aa) con caracteristicas
principalmente catidnicas (carga neta +2 a +9) y anfipaisassttugturas primarias y
secundarias son variabless mecanismos por los ceskes péptidogjercen citotoxicidad

son diversos y no estan completamente elucidados, pero existen dos principalEs hipétesi
ambas el péptidoteractiaon la membrareelularjuego puedé) internalizarse para llegar
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a dianas intracelulares donde puede inducir dafio al DNA, inhibir vias metabdlicas de
supervivencia o mantenimiento de membran@gjnducir la disrupcion denteembrana
celular por interaccion con la bicapa lipidica indutieade celuldd.5], [40]

Esta interaccion péptideembrana se ha caracterizado en bacterias, donde se evidencian
interacciones electrostaticas entre los residuos cargados positivamente y las moléculas de
membrana cargadas negativamente como fosfatidilglicerol, cardiolipitiditsdosta(PS) o
lipopolisacaridopt1]38] De manera similatgbido a cambios metabdlicos propios de la
malignizacioyla cara externa dent@mbranaelularde las células cancerosas preserda

carga parcialegativadebidoa la exposicion de la fosfatidilserina, presencia de mucinas O
glicosiladas, disminucion de colesterol y presencia de anionpRlaf4&iContrario a esto

la membrana de células-tramnsformadas poseen en la cara externa mayoritariamente
moléculas zwitterionicas como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina o esfingomielina
confiriéndole a la membrana en su cara exta@nearga neta neutra. Estarencia entre

células cancerosas y no cancerosas posibdieetimidad inducida por caggmerado un

nuevo grupo de péptidos que pueden ejercer toxicidad a células cancerosas denominados
péptidos anticancerigenos, ACPs, por sussigtié{ 6]

El potencial de estos A@EEa en que pueden actuar ponecanismo o simultAineamente
por varios mecanismos ovelucramisrupcion de la membramaegrnalizacioypotenciaion

o inhibcién devias de sefializacionmunomodulaciéninhibicién deangiogénesisnduaion
demuerte celulgsor necrosis y/o apopto8emas, puedeser usados cortransportadores
enmecanismsde entregg emmétodos de diagnostid®)

En el desarrollo de tratamientos de cancer de mama, actualmente hay 180-airsegses pre

en los que se esta evaluando la toxicidad y/o eficacia de péptidos que actian como adyuvante:
inmunomoduladores, bloqueadores de receptores, inductores deghuarteentre otros.

Algunos se encuentran en las fases I, Il , lll o IV que se requieren para el desarrollo d
medicamentos oncoldgicos (Tabla 1).

Tabla Principales ensayos clinicos finalizados de ACPs en pacientes con cancer de mama.
Fuentewww.clinicaltrials.gtvisqueda realizada marzo 3, 2023.

- . Ruta
Fase Péptido Objetivo - -
administracior
. . Subcutanea,
Derivados de H&fneu Evaluar respuesta de células T _
intradermal.

Péptidetoxoide tetdnico  Evaluar respuesta inmune efectiva cc  Subcutanea,
vacuna Montanide ISA células tumorales intradermal.
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PeptidodGP2 + vacuna @8F  Evaluar tolerancia y respuesta inmu

vaccine + trastuzumab efectiva en pacientes HER2/neu++
Vacuna multipeptidica Evaluar tolerancia y respuesta inmu
hTERT/Survivin + Daclizun efectiva
LTX315,.Tx315 + Evaluar toxicidad, tolerancia y eficacit
ipilimumab, LT815 + péptido litico inmunomodulador com:
pembrolizumab monoterapia o0 en combinacion

Evaluar toxicidad, tolerancia y
Foxy5 farmacocinética de péptido
antimetastasico

Evaluar toxicidad de péptido como
18H-PPRGD2 radiotrazadores para imagenologia (
angiogénesis

Vacuna peptidica del Rece| Bvaluar inmunogenicidaéfjcaciaomo
St [ gPl g adyuvante en TNBC etapa IlI

NeuVaxK75 péptido/factor
estimulante de colonias dt
macrofagos de granulocjto

Evaluar eficacia para prevenir recurre
en pacientes HER2+

Optimizar el método daagenologia de
68 GdMP288 péptido radiomarcado para evidenci
recurrencia en pacientes HER2

Evaluar tolerancia y eficacia en metas

GRN1005 :
cerebral de pacientes HER2+

Evaluar eficacia de péptatiomarcado

68Ga]AB¥25 . o
[ ] para determinar positividad de HER

Evaluar laupervivencia libre de

NeuVax + Leukine .
enfermedadle pacientes tratados

Evaluar eficacia y supervivencia i
Icador P meses de su uso como adyuvan
inmunomodulador

Intravenosa

Intravenosa

Intratumoral

Intravenosa

Intravenosa

Intradermal

Intravenosa

Intravenosa

Intravenosa

Intravenosa

Intravenosa

Intravenosa
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1.2.1 Péptidosnodificados a partir de ACPs

Como se discutio previamente los ACPs presentan grandes ventajas como candidatos para ¢
desarrollo de tratamientosl déancer, sin embargo, hay algunos obstégdose deben
superarcomo en la iestabilidadla bajacapacidad dpermeabilidad de la membrana y la
susceptibilidad a la digestion protealiara superar estos inconvenisataslizan diversas
estrategias, una de las cuales es modificar la secuencia de los ACPs naturales y obtener péptid
modificados mediangéntesigjuimica Dependiendo de las modificaciones quimicas realizadas

a la secuencia original se han clasificado estos nuevos ACPs en tres grupos: (i) Péptidc
modificados: en los que la modificacion no altera el enlace peptidico como la adicion o
eliminacion de residsiomodificaciones eregtremadN o @erminal formacion de moléculas
polivalentes (dimeros, teh@os, polimeros, dendrimeros), formacién de puentes disulfuro,
ciclacion de secuenciatc; (i) Pseudopéptidos: derivados peptidicos en los cuales algunos
enlaces peptidicos son reemplazados por otros grupos como péptidos conjugados con farmaco:
de otra naturalezazapéptidos; y (iii) Péptidos miméticos: estos son mqléamiasetizan

laactividad farmacologicastructura de otro péptideal], [45]

Dentro de los péptidos modificados se encuérdn@alindromosque surgea partir de
secuenciasle péptidosactivos, que pueden tenemayor capacidad de interaccydn
translocaciénon la membrana, aumentando significativamente su actividad antibacteriana y
una baja citotoxicidad frente a célulasansformadaRl6E[48]

A su vedps péptidos pueden ser modificados mediante sustitucion de amirevadados
secuenciagjonde un residuo puede ser adicionado, elimiragonplazad@or otro de la
misma o diferente naturaleZasto permite evalusirlas modificaciones ela carga o
anfipaticidadle la secuencia pueden modalamteraccion con la membrpotenciandsu
efecto citotéxicdauniénde dos o mas secuencias pept(digiaserasgon actividad conocida
puedegenerar sinergia de dasividadeanticancerosale cada secuencia, de forma que pueda
actuar por uno o mas mecanismos de aoaiftementadoy/o adquigndonuevas formas

de interacciop0][49]

Dentro de las modificaciones mas conenndbPs y ACfSencuentra la adicion denimg

(Arg,R)ala secuencia puesto que sebearvado gugomueve la translocacién de péptidos al

interior de la célul&e ha evidenciadw relacion directamente proporcional entre el contenido

de estos residuos y su actividad antibacteriana independiente del mecanismo por el cual ejerze
citotoxicidad, por ejemplo, la adiciéon de argininas al péptido parasinasacapatiglad de
permeabilizaciéte la membrar{&0]

La sustitucion d&rg por Lisina (Ly¥), ha demostradbuenos resultadodebido a quéa
cadena laterde la Lyss menos basica, este reemplazo genera que se eliminend®iaiones
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cadenadesfavorablegue soninducidas por la fuerte repulsion electrostagicgrdpo
guanidina de larg, lo cual puede favoreteactividafbl]

Otra modificeidnconsiste eal cambio de-dminoacidos por-@minoécidos, en este caso los

enlaces peptidicos generados son mas resistentes a la degeadacianpoenzimas
proteoliticasmejorando asi su estabilidad; ademas, se ha evidenciado que la sustitucién de
todos los residuogor D aminoacidosen AMPs randeooil mantienela actividad
antimicrobiana glisminuyeel efecto citotdéxico sobre eritrocj&®, [53]Una aproximacion

similar es el uso de aminoacidos no naturales, los cuales presentan propiedades fisicoquimicas
Unicas, generan cambios en la flexibilidad de la cadena y mejora su estabilidad metabdlica al no
ser reconocidos por varias proteasas;rseisdenciado no sélo un aumento en citotoxicidad

sino también una mejora en su selectiviéhd

La incorporaciéon de secuencias peptidicas que se unen selectivamente a célulasicencerosas

el tripéptido (RGDa permitido mejorar el efecto citotoxico de losEA@snembrana de las

células de cancer de mama se sobre expresa la iMeymista juega un papel fundamental

tanto en la angiogénesis como en la metastasis. El motivo RGD se une a esta integrina, razén por
la cual se ha conjugado con otras secuencias peptidicas potenolabd@nadela

proliferacion celulgraapoptosis en células de cancer de {bdina

1.3 Lactoferrina, Lactoferricina y péptidos derivados

La Lactoferrina (LF) es una glicoproteina que se encuentra en las secreciones mamiferas como
saliva, lagrimas, leche, entre otros; estd compuesta por cuatro dominios ubicados en dos l6bulos
globulares unidos por Gnbkélice la cual cumple una funcién de bisagra que permite la unién y
liberacion de iones?Fg Fé& para cumplir su funcion de transporte de hierro en fluidos
corporaled.a LEsta cargada positivamefdaue facilita su unién a compuestos anionicos y le
permite ejercer un amplio niumero de actividades de defensa del hospéidete)a

deprivacion del hierro necesario para el crecimiento de algunos pdi@gbids puede

intera¢uar con la membrana de los patégenos, participando como molécula mediadora de
opsonizaciély/oregulando la expresion de citoquinas y quimiofiibhd56]

La lactoferrina bovina (LFB) tiene un peso molecular de 78 kDa y consta de 689 aminoacidos, en
la region Nerminal se destaca un péptido catidnico anfipatico que comprende los +esiduos 17

45 el cual es denominado Lactoferricina Bovina (LfcinB) commatepealso de 3.2 kDa

obtenido a partir del clivaje por la pepsina gastrica. La LfcinB presenta actividad anti patogénica
incrementada entre 9 y 25 veces comparada con la LFB; el estudio de esta molécula ha permitido
identificar que los residuos3@&sta involucrados en la actividad, siendo los resieki®s 20
(RRWQWR) motivo minimo de actividé€ptidos sintéticos derivatibkfcinB que contienen
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el motivo minimdan sido ensayados contra bacterias, parasitos, virus, hongos y células
cancerosqdS6E[58]

1.3.1 Actividad anticancerigena de la Lactoferrina

La actividad anticancerigena de la LF se ha relacionado con diferentes mecanismos dependienc
de la linea celular evaluada; en células de cancer de mama se ha evidenciado el retraso del cic
celular ya que inhibe la via Akt, induciendo la expresion de p21 y p27 quienes inhiben la actividac
de las ciclinas y por endadgresion deliclo celularambién se ha descuiee la Lirdue

la apoptosis al disminuir los niveles de expresion de las proteipgstéintas de la familia

Bcl2, aumentando kxpresién de proteinas -pptéticas junto con las Caspasas 3/8,
generando degradacion del DNA y despolarizacion de la membrana mitocondrial. Desde otro
enfoque se ha demostrado que puede bloquear la angiogénesis asociada al factor de crecimientt
endotelal vasculay disminuir latasa de proliferacion e invasion; se ha evidenciado que el
tratamiento de células cancerosas con LF ha reducido de forma significativa la invasion de ests
células mediante la induccién de la expresidgradbdtina aumentando asi la adhesion-célula
célulg59]

La LF tiene tapacidad de modular la respuesta tanto celular como humoral al promover la
diferenciacion y activacion de linfocitos T/B mediante induccion de la produccion de citoquinas
promoviendo el reclutamiento hacia el tumor y estimulando la respuesta deKcglulas N
macrofagofb5], [6Q] Se ha evidenciado que & ER particular sus fragmentos de péptidos
proteoliticosinducen la expresion de diversas citoquinas que mejoran la funcién inmune y
generan efecto sobre las células careétosajemplta liberacion de interferones disminuye

la proliferacién e induce algunas proteinasppptdticas, 48 disminuye la capacidad de
angiogénesis y otras citoquinas, como INF tipé |,IEBJALY y IL12 tiene la capacidad de

activar las células efectoras del sistema inmune genaeanekpuesta mejorada contra las
células cancerofgH], [62]

1.3.2 Actividad anticancerigena de la Lactoferricina

La LfcinB ha presentado mayor efecto citotoxico que la LF frente a lineas celulares de carcinon
derivadas de tumores malignos de mama, colon y ovarios. A su vez, no se han evidenciado efect
significativosle la LfcinBobre la viabilidad de linfocitos, eritrocitos, fibroblastos y células
endoteliales normales humanas. Se ha propuesto que el efecto del péptidclenceilas T
involucra la union agregaciodel péptido a la membrana causando la formacion de un poro
transmembranal que permite su adrhacia la membrana mitocondrial. La activacion de
Bax/Bak conlleva a la liberacion del citocromo C que interactuaralcpar®paiCiar la
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formacion del apoptosoma que reconocera la procaspasa 9. Luego se produce la activacion de las
caspasas efectoras llevando finalmente a la muerte celular por apoptosis (Fig. 1.). Sin embargo,
tambiénse ha sugerido que la citotoxicidad generada por LfcinB puede ser mediada por necrosis
dependiendo de la concentracion del p4p8Hd64]

A ra =,

[ LfcinB )
.

Especies
reactivas de
oxigeno

Despolarizacign
de membrans

Citocromo C ® o ®
L ]

® (]
ﬁ Procaspasa ¢
APAF-1

0 . S
—
% . efectoras Apoptosis

Apoptosoma 3,6y7
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Figural Mecanismo de accién propuesto de LAcio®.LfcinB se une a la membrana e ingresa al
citoplasma mediante la formacién de poros:I&maliza con las mitocondrias y causa la liberacion de
citocromo C, el cual interactiia conlApahspaSepara formar el apotosoma. Luego se activa la caspasa

3 que finalmente conduce a la apoptosis. Modific§68] 8 La LfcinB forma agregados en la
membrana, creando una gran estructura anfipatica la cual aumenta la capacidad de romper la membrana
celular induciendo necrd6i] Realizado en BioRender.

1.3.3 Actividad anticancerigena de péptidos derivados de la LfcinB

Como previamente se ha desddtdo la LFB como la LfcinB presentan actividad citotoxica
contra diferentes lineas celulares derivadas de cancer, y péptidos cortos derivados de LfcinB he
ejercido efecto citotdéxico mejorado. Dentro de estos, seetgy@ptido lineal LfcinB-26¥:
"HN-FKCRRWQWRBODNHS el cual, a 18 h de tratamiento iéjeitotoxicidad en lineas

celulares derivadas de cancer de leucemia, mama, colargy péptido LfcinB-g6§ indujo

apoptosis por internalizacién a la mitocondria, seguida de idnidereitocromo C y especies
reactivas de oxigeROS)64]

De igual forma los péptidos derivados del motivo minimo de actividad come2bidihB-(20
RRWQWRONH y LfcinB (280} H.N-RRWQWRMKLE&ONH en sus formas lineal,

dimérica, tetramérica y ciclada han presentado actividad mejorada sobre las lineas celulares
derivadas de cancer oral escaf@@dde7y SCC1Yy cancer de maihaCF7 y MDAB-23);

donde el péptido tetramérico LfcinB2@@isminuyo la viabilidad celular en mas de un 80%
generando mayoritariamente eventos apoptféjo$67]
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La recopilacion deflectode péptidos sintéticos derivados de Ldairdglulas derivadas de
cancer de manfiae publicada en el articlitee role of synthetic peptides derived from bovine
lactoferricin against breast cancer cell lines:raviem (degruyter.com)
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2.Antecedentes

En un esfuerzo masarrollatratamientos que generen alta toxicidad a células cancerosas pero
gue a su vez sean selectivas para estas, se han propuesto diferentes abordajes como la teraj
molecular, la regulacion de la apoptosis, la terapia de transduccién de sefialese la terapia d
diferenciacion, la terapia dirigida con radionudclidos y las terapias basadas en acidos nucleicos;
bien estas ultimas han tenido gran acogida por su actividad mejorada comparada con los
tratamientos convencionales, todawige logra la selectividad necesaria y su alto costo hace
gue lacobertura detatamiento sea bastante limitada.

H estudio de la témo molécula anticanceroaaignificado un gran avance en la busqueda de
alternativas en el &reaa#eicer de mama, por ejemplo, se ha evidenciado su actividad citotéxica
frente a las lineeslulare3-47, MDAVB-231, Hs578T y MGisminuyendo su viabilidad hasta

en un 70% a una concentracion dgM &5ademas, en MTRdujo apoptosis por la via
intrinsecd68] A su vez, la LfcinB tambamostradcitotoxicidad frente a las células MDA

MB-435 mediante apoptosis generando fragmentacion del DNA, condensacion de la cromatina 'y
fragmentacion nuclear, dicha actividad se ha visto poteltmadznael péptido con otras

terapias como Tamoxifensxdamidg69] ACPs generados a partir del motivo minimo de
actividad (RRWQWR) también han evidenciado ser activos frente a este tipo de cancer, en la line
MDAMB231 se observo una disminucion de la viabilidaeb0ed 80andtas célulase

trataron con péptidos quiméricos del motivo activo de la LF bovina y la LF hum@h#CKfcinB11

y hLF1R-LfcinB1, obtenidos mediante quimica click y unién por una prolina, respectivamente
[58]

Dentro de este contexto, en el grupo de investigacion de Sintesis y Aplicacion de Moléculas
Peptidicas (SAMP) se han evaluado péptidos derivados del motivo minimo de LfcinB frente &
lineas celulares de cancer de mama obteniendo interesantes resytokicdod déméricos

y tetraméricos obtenidos a partir de las secuencias L8B (204-LfcinB (131) fueron

citotéxicos para MEMB468 y MDMB-231 con 4§por debajo de 3M [70] El péptido
tetramérico LfcinB (28) y el péptido dimérico (RRWQWRFKKIABX ejereiron
citotoxicidad frente a las dos lineas previamente mencionad&s yakéG#sta Ultima el tipo

de muerte generada fue apoptotica evidenciado mediante cambios morfoldgicos, exposicion de
PS y despolarizacion de membrana mitoc¢6d}idv1]

Ademas, el péptido palindromico LfcinB5§{Fig. 2)H.N-RWQWRWQWRONHha sido
evaluado como AMP frendéé&sscherichtalj StenotrophomomedtophiligSalmonellanteritici
generando una mejor actividad no solo bacteriostatica sino también bactericida comparado
tanto con la LEfcinB yfcinB (2@5) lo que llevo a ser catalogado como posie2hAGEe
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evaluosu efecto citotoxideente a células MTMDAMB468 y MDMB231 ejerciendo
citotoxicidad en las tres lineas celulares sanel@res a 72M e induciendo cambios
morfolégicos como redondeamiento, disminucién del tamafio y contraccipiBL&siar

péptido indujopatrones moleculares caracteristicos de la via intrinseca apoptoética frente a la
linea MGH[74]

NH, HN NH2 HN NH2

NH o) NH,

L {gééf}éé

Figura 2Estructura del péptido palindréntitN-RWQWRWQWRONH) derivado de
LfcinB. En azul la arginina, verde el triptéfano, vinotinto la glutamina y negro el enlace
peptidico.

Cabe resaltar, que este péptido palindromico contiene nueve residuos y es el mas corto que ha
presentado actividad citotoxica para las lineas derivadas de cancer de mama. Dada la actividad
gue presentd el péptido palindromico, se considera que tiemepategi@al como agente

citotdéxico y antitumoral contliéerentes subtipos de cancer de mama, y que a partir de esta
secuencia se podrian derivar péptidnsefecto citotoxico mejorado. En este trabajo se
sintetizaron y evaluaron péptidesvados de secuencibl,N-RWQWRWQWRONHen los

cuales se adicionarmsiduos 0 secuencias acts@liminaron residua® sustituyeron

residuosy seincorporaon aminoacidos no naturgleson el fin de establecer si estas
modificaciones pudigsgroveer ventajas biolégicas y genm¥ptidos que puedan ser
considerados promisorios para desarrollar nuevos métodos que sean alternativos y/o
complementarios en el tratamiento de esta pat®logia.anterior surge la siguiente pregunta

de investigacion:
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3. Pregunta de investigacion

¢ Cudl sera el impacto en la actividad anticancerosa selectiva del péptid@5}fcinB (21
RWQWRWQWR frente a lineas celulares derivadas de cancer de mama, causado por: (i
reduccion de la longitud,iigremento o disminucion de la carga neta, (iii) cambios puntuales

de Arg por Lys, (iv) cambiosaieihoacidos por-8minoacidos (v) incorporacion del dominio

RGD a la secuencia?

4. Hipotesis

Modificaciones de la secuencia Lfc2B}2 RWQWRWQWR en cuanto a la longitud, nimero

de cargas, cambios de Arg por Lys, cambi@andeoécidos por -@minoacidos y/o
incorporacion del dominio RGD; potenciaran su efecto anticanceroso selectivo frente a células
derivadas de cancer de mama estmubiado a eventos apoptoticos.
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5.0bjetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad anticancerosa de péptidos modificados de25¢mnBRYZOWRWQWR
en lineas celulares derivadas de cancer de mama.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto citotéxico frente a célulag M&Electividad ante a fibroblastos de 6
péptidos lineales sintetizados con secuencias ankfods @25

Obtener 2 péptidos lineales modificados a partir del cambio de Arg por 1ys y de L
aminoacidos por-&@minoacidos en la secuencia que mejor actividad presentd en el objetivo

1, caracterizandoesacto citotoxico frente a células-KiC8electividad ante a fibroblastos.
Generar 4 péptidos funcionalizados con el motivo RGD a partir de la secuencia con mejor
actividad del objetivo 2, describiendo su efecto citdtégimo a células MZFy

selectividad ante a fibroblastos.

Determinar el efecto citotoxico y selectivo del péptido mas promisorio frente a 4 lineas
celulares derivadas de diferentes subtipos de cancer de mama.

Establecer mecanismos asociados a la actividad anticancerosa del péptido que presente
mejor actividad citotoxica en la linea celular mas sensible mediante ensayos de citometria de
flujo, funcionales y expresion génica.
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6. Métodos

Para el desarrollo da éssise diseffenpéptidos modificados a partir del péptido LfcinB (21
25).; RVQWRWQWR/ombrado com®®RR para mayor facilidad de lectu@giguidéuna
metodologia excluyente donde se sintatizawoléculas modificadas y sus controles para
evaluar de manera preliminar su efdtatoxico El péptidgue presedtmejor actividad
continuda la siguiente etapa de modificaciones y asi sucesivameittentificsagel péptido

con mayor efecto citotoxico y selectividad; estecs@onpara evaluar de manera preliminar
el mecanismo de accidwitro

H trabajo se divilencuatroetapagFigd):

Etapa I: Esta congigin el disefio y sintesis de péptidos analdgbB¥®Raon el fin de
obtener upéptidocon efecto citotdxico mejorado.

En la etapa IA se sintet@agpéptidos analogos aambios en la carga nakediante la
adicién o remocién de residuos de Arg (sefialados en rojo), estasosarediante
ensayos de viabilidad celular frente a la lineafM@ie a las células M2Has cuales son
inmortalizadas a partir de tejido mamaricamaerospcultivo primario de fibroblastos con

el fin dadentificarel péptidocon mejor actividad.

En la etapa IB se le realizanodificaciones puntualesaasecuencia dpéptido que
presenté mejor efecto en la Etapa IA, essastieooren (i) reemplazar los residuos de Arg
por Lys y (ii) sustitutaminoacidos por-8minoacidos con el fin de establecer si estos
cambios confieren ventajas sintéticas o de estabilidad manteniendo/incrementando su
citotoxicidad frente a MTly selectividaante fibroblastos.

Etapa Il: Se funcionaloralos péptides mas promisorfoobtenids de la Etapad
adicionandel motivo de unién a integrina RGD en su extimoihaly/oGterminal, se
evaliosu efecto frente a las célM@s7 y fibroblastos
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Etapalll: Radié en evaluar el efecto citotdxico y selectilas péptides con mejores
resultados de la Etdg#frente a lineas celulares de los demas subtipos de cancer de mama
MDAMB-231BT474MDAMB-468y cultivo primario de fibroblastos con el fntedéificar

el péptidocon mejor actividad?ermitiendo identificar el espectro de accién del péptido y
contra qué subtipo preseabha mejor actividad.

- Etapa IV: Haciendo uso de la linea celulsemsédese determinde manera preliminar
losmecanismos asociados a la actividad anticancerosa del péptido: tipo de muerte celular
inducido, efecto sobre migracion e invasion y posible actividad inmunomoduladora.

RWOWRDW@WR

Generar péptidos modificados
(Potenciar caracteristicas del péptido)

Longitud & carga [ Sustitucion de aminoacidos J [ Adicion secuencia activa ]
B (RIS B DWAR R—»K Laa—»Daa RABD - (RW QW RY WY wWR
R W QW RWQWR)I(E W QWE W QW RWDWERWOWXE AR DR DA DR CRG
ARW QW RWQWRE DWW RW W& @WW@WOw® 22@ - - ARERONROE" PRG
) @ ¢ W Q@) R
WY QW R(WY QW R AW QWIE W QW(R @@ @@ 2OB S AR PO
R(W)( Q) (W) R W) Q)W WD WY AW aw@y.,ﬁw’q\wa
= RGN D}" RI WY QW R WIQIWI(R)" (RN GXD,
WIQIWIR)WIQ(W l
§ -~ » ¥ MCE7 Fibroblastos
& ¥ MCF7 Fibroblastos . MCF-7 Fibroblastos > @® FEritrocitos
> ® FEritrocitos ®
%
ETAPA IA ETAPA IB ETAPA Il

Péptido con mayor citotoxicidad y selectividad

e MCF-7, BT-474, Fibroblastos
MDA-MB-231, MDA-MB-468

ETAPA Il

.

Mecanismos asociados al efecto citotoxico

ETAPA IV

Figura8 Disefio experimental del proyecto de investigacion.

6.1 Sintesis de péptidos

En este trabajo se disefiaron péptidos modificados analogos de lgpaéodeimiao LfcinB

(2225p.; RWQWRWQWidRcual presedactividad citotdxica frente a lineas celulares de cancer

de mam§fr4] para ello se realizaron las modificaciones presentadas en la Tabla 2, descritas
previamente end&tapa I-1V. Para facilitar la lectura del documento, en adelante el péptido
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palindrémico LfcinB {29p. H.N-RWQWRWQWRONH sera nombrado cori@RR y a

partir de estaomenclatura se estalidesl codigo de los demas péptidos modificadom

control positivo se utilizé la secuencia palindiBRiBacon actividad conocida y como control
negativo se uso el péptido LfcinREPB.N-RRWQWRONH, que no presentd actividad
citotdxica frente a lineas celulares cancerosas, importante mencionar que a partir de la secuenci
de este péptido se origind el palindféifjo

NotaEn bdos los péptidos obtenidos en este trabajo el extenmin@l esta amidadory e

extremo Nerminal el grupo amino esta libre, para mayor facilidad de lectura, en las secuencias
de los péptidos se omitira la escritura de los extremos, por ejemplo: la secuencia del péptido
palindrémico IN-RWQWRWQWRONHSsera escrita como RWQWRWQWR.

Tabla 2 Secuencia de los péptidos derivados de LfABR. (Ehnegritase resaltan los
residuos de Arg incorporadas__ indica ldelecionde un residuo de Aygel verde la
funcionalizacién con el motivo RGD.

ObjetivoObtenepéptidosanalogos con diferencia en el nimerardapositivay mejor
actividad citotoxica frente a MGElectividad frente a fibroblastastividad hemolitica

Caodigo Secuencia modificada
RRRRR RRWQWRWQWAR
ETAPA IA RRRR RWQWRWQWR
RRRR RRWQWRWQWR
R _WQWRWQW
R RWQWRWQW
RR _WQWRWQWR

ObjetivoObtenepéptidosanalogos con modificaciones puntuales que les confieran v
sintética o mayor estabilidad manteniénci@mentandeu actividad citotdxica frente a-N
7,selectividad frente a fibroblastestividad hemolitica

ETAPA Modificacién Secuenciagleccionadas
Reemplazo residuos de Arg por Lys RWQWRWQWRRWQWRWQWR
Reemplazo-aminoécidos por-&minoacidos RRWQWRWQWR
ObjetivoObtener péptidduncionalizadecon motivo RGRIgterminar sactividad citotoxi
potenciaddérente a MGF, selectividad frente a fibroblastestividad hemolitica
Modificacion Secuencias seleccionadas
ETAPA | RGDBAhxSecuencia
SecuencidhxRGD RRWQWRWQWRWQWR
RGDBAhxSecuenciahxDGR RRWQWRWQWR
DGRAhxSecuencidhxRGD
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ObjetivoEvaluar efecto citotdxico y selectivo del péptido frente a lineas celulares de
cancer de mama
Ensayo Secuencias seleccionadas
ETAPA | , — p
Determinar el efecto citotoxico en las lin RWOWRWOWR RWOWRWOWE
celulareMDAMB 231, MDMB468BT | 1 QVRWQWRIGEANRWQWRWQW
474 RRWQWRWQWR cRRWQWRWQW
ETAPA \ObjetivoDeterminade manera preliminarecanismos asociados al efecto anticancero
Ensayo Secuenciseleccionada
Ensayos de citometria de flujo, ensayog
migracion, invasion y actividad -RWQWRWQWR
inmunomoduladora

6.1.1 Sintesis en fase soélida Fmoc/tBu

La sintesis peptidica se realiz6 mediante sintesis de péptidos en fase sélida manual SPPS,
empleando la estrategia Fmoc/tBu , siguiendo el protocolo dispuesto en el grupo de investigacion
SAMP (Fig 4).

En breve, 200 mg de resina Rink Amida (0.046 mEq/g) fue hinchada y solvatada de acuerdo con
lo estipulado por el fabricante.

Seguido se procedio a la desproteccion de la resina mediante la remocion del gstapo Fmoc

se corroboré mediante la deteccion de grupos amino libre por la prueba de Kaiser, un resultado
positivo (coloracion azul, indica la presencia de grupos amino libre) muestra que la remocion del
grupo Fmoc fue efectiva. Luego se realizé el acppimateaminoacido del extremo C

terminal de la secuencia a la resina, se confirmé la formacién del enlace peptidico mediante la
prueba de Kaiser, un resultado negativo (coloracion amarilla, indica la ausencia de grupos amino
libre) significa que el Framanoacido se acoplé completamente. Estos procesos de
desproteccion y acople se repitieron hasta completar la secuencia peptidica. Finalmente se llevd
a cabo el clivaje del péptido de la resina y la desprotégsicadeémas laterales.
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Figura 4Proceso de sintesis de péptidos en fase solida del péptido-25§inBP42¢ 1

At | FirdzU St KoaAggt f F-angnddeSitindFAmerAino&cidldBicoplgdo St Pt
a la resina, paso 2 reaccion de acople delrimogcido a la resina o repiatido y paso 3

reaccion de clivaje, desanclaje de la cadena peplédieaida y desproteccion de las cadenas
laterales. En esfera azul esta la resina Rink Amida, morado el grupo protector Fmoc, azul oscur
la arginina, verde el triptofamimotinto la glutamina y rosado los grupos protectores de cadenas
laterales.

6.1.1.1Reaccion diesproteccién

et K DAgoagK | fdUg SamindRle losfamiKoddilbs estéh protegiceés d S| N
grupo Fmoc, este se removid por tratamiento con una basatdgdd, la resina con 4
metilpiperidina al 2.5% y tritdbn 0.1%, erdipitiiformamida (DMF) (v/v) por 10 min (2x) en
agitacion, luego se descart6 la solucion de piperidina y la resin@éptidsina lavdé con DMF

(5 x 1 min) y Diclorometano (DCM) (3in). Luego la resina o rpsipado se dégecar y (Fig.

4,pasdal) y se realiz6 monitoreo mediante la prueba de Kaiser.

6.1.1.2 Reaccion deople de los Fmaminoacidos

Los Fmeaminoéacidos fueron acoplados a la resina op@siitn, formandda cadena
peptidica creciente unida a la resina. Para que se forme el enlace amida entre el grupo amino d
la resina o reshp@ptido y el grupo carboxilo del Famiaoacido, se requiere la formacion de
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un éster activo, lo cual procede mediante la preactivacion -dehiradmido, disolviendo
FmoeAA/DCC (Diciclohexilcarboidimida)CH8OBt (&lore hidroxibenzotriazol) (1/1/1
equivalente y 5 excesos respecto a la sustitucioén de la resina) evii2 negtel®mezcla de

reaccion se dejo en agitacion por 15 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo,
la mezcla de reaccién se adicioné a la resina-pémsiloa(Fig. gasa?) y se dejé en reaccion

con agitacion constante a tempeasmbiente hasta resultado negativo de la prueba de Kaiser.

6.1.1.3 Reaccion de Clivaje

Una vez incorporaeiadltimocaminoacido de la secuencia, se realizo la remocion del grupo Fmoc

(Fig. 4, 1) y se procedi6 a desproteger las cadenas laterales y desanclar el péptido de la resina,
tratando la resiggéptido seca con una solucion de Acido trifluroacético (TFA)/H20/Etanoditiol
(EDT)/Trisisopropilsilano (TIPS) (92.5/2.5/2.5/2.8:%yW)(por 4 h con agitacion constante

a temperatura ambiente (Fipado3). Posteriormente se separ6 la resina de la solucion por
filtracion y la solucion se tratd con éter @&tidica 4 °C por 20 rpara precipitar el péptido.

Luego la solucifure centrifugada a 500 g por 10 min y se descarto el sobrenadante, este proceso

se repitid 5 veces hasta eliminar el TFA por cif@pleto

6.1.2 Caracterizacion por cromatografitlIREC

En un cromatégrafo Agilent series 1260 con detector UV vis, se inpkade@ramaGsolucion

peptidica (1 mg/mL) en una columna monGlitioanolit® C18 (50 x 4,6 mm) y se empled un
gradiente de eluciéfbB8% Solvente B (TFA al 0,05 % en ACN) y Solvente A (TFA al 0,05 % en
agua) en un gradiemi@8 min con un flujo de 2,0 mL/min y la longitud de onda para la deteccion
fue de 210 nfv5]

6.1.3 Purificacién por extraccion en fase sélida

Columnas de extraccién en fase sélida Supelel&aSRE de 5 g, se activaron con 30 mL de
metanol, 30 mL de Solvente B y se equilibraron con 30 mL Solvente A. EIl péptido disuelto en
Solvente A (150 mg/mL) se sembro en la columna yrssdeday® un gradiente escalonado

con concentraciones crecientes de Solvente B, las fracciones se recolectaron y analizaron por RP
HPLC, luego se reunieron las fracciones con mayor pureza cromatografica y [§&]iofilizaron
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6.1.4 Analisis por espectrometria de masas

Los péptidos (J@/mL) se analizaron en un espectrometro Brugactith LC-QOF MS

equipado con una fuente de ionizacion por ESI operada en modo positivo. Las condiciones
cromatogréficas fueron, columna Intensity Solo C18 (2.1 x 10@ninBruk8r Daltonik), a

una temperatura de 2Dy un flujo de 0.250 mL/min. Solvente A4ki@d6rmico (AF) 0,1%),

Solvente B (AGN 0,1%). Gradiente de eluciéon 5/5/95/95/5/5 %B en 0/1/11/13/13,1/15 min. L&
condiciones de la fuente ESI fueron: energi&deiém 500 V, capilar 4500 V, nebulizador 1,8

bar, gas nitrégeno seco 8,0 L/min, temperati@. 226do de escaneo Auto MS/MS con rango
espectral 20000 m/z y tasa espectral 2 Hz y energia de colision de 5,0 eV.

6.2 Efecto citotoxidn vitro

El efecto citotdxico de los péptidesvaluadalependiendo de la etdpante auno o varios

de los modelos celulareélineas drivadas &l cancer de mapuada una perteneciente a un

subtipo molecular, 1 linea celular epitelial mamaria y 1 cultivo primario de fiboaldafitos

de poder determinar la selectividad de cada péptido. Basado en los resultados de viabilidad
celular seeleccionél péptid@wonla mayor citotoxicidad y selectividad para realizar los ensayos

del estudio preliminar del mecanismo de accion

6.2.1 Lineas celulares

MDAMB-468 (ATCC® HIR)

Linea celular de adenocarcinoma de mama triple negativo basalaAleledeadme

pleural de una mujer de raza negra de 51 afios, presenta morfologia epitelial adherente,
expresa los receptores de factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento
transformante alfa (TGF76]

MDAMB-231 (ATCC® 6B

Linea celular de adenocarcinoma de mama triple negativo basalaRleledimadme

pleural de una mujer caucasica de 51 afios, las células presentan morfologia epitelial
adherente, expresa los receptores de factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de
crecimiento transformante alfa {T(@lemas expresa el oncogen WN'TTB

MCF7 (ATCC® HIB

Linea celular de adenocarcinoma metastasico de mama tipo Luminadebeerache

pleural de una mujer caucésica de 69 afos. Las células presentan morfologia epitelial
adherente conservando varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, incluida la
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capacidad de procesar estradiol a través de receptores citoplasmicos de estrogenos y la
capacidad de formar domos, ademas expresan el oncogéfY8YNT7B

BF474ATCC® HPB)

Linea celular de carcinoma ductal invasivo tipo Luminal 8ddenivadmor solidie una

mujer caucasica 6@ afios con morfologia epitelial adherente presentan crecimiento lento
gue raraez son confluenfés]

MCF12A (ATCC®-IR182)
Linea celular derivada de la glandula mamaria de una mujer caucéasica de 60 afios con
morfologia epitelial adherente e inmortalizacion espof@@hea

Fibroblastos

Cultivo primario de fibroblastos humanos aislados de prepucio en el laboratorio de Fisiologia
Celular y Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
Son células grandes, planas, alargadas (en forma de huso) que Es®sequeree
extienden desde los extremos del cuerpo celular.

6.2.2 Descongelamiento, subcultivo y criopreservacion de las células

El criovial con las células se &pmé&0°C para su descongelamiento por menos de 1 min, se
mezcb con 10 mL de medio de cultivo suplementado (RPMI, SFB°C0%05% 8¢ ¢O
posteriormente se centrifug 300 g por 5 min, se dedartsobrenadante, el pellet se
resuspenid en 5 mL de RPMI suplementado, seGemimna caja de 25°grse incuba 37C

y 5% de GQPasadas 24 h de incubacion, el medio con debris y células no adheridas se rem
se adiciodRPMI suplementado hasta que sezélcanfluencia de ®D%.

Para su subcultivo se detirmedio sin perturbar la monocapa, setdas células con PBS 1X,
se adicioman12 mL de solucién TripsiATA 0.25% durante 3 mirf@, 3&guido a esto las
células se reswierory mezcleon con RPMI en relacion 1:5, se cemtnifaga00 g por 5 min 'y
se resuspergon en medio suplementado, sentaronen camara de Neubauer y se
subcultiveon a una relacion 1:3.

La criopreservacion se réaliza vez que las células alecanz@a0% de confluencia, se
resuspeniéronen SFB, sentaron en cdmara de Neubauer y se tiansfia crioviales a razon
de 2x10células/900L a cada criovial se le afiad 100 L de DMSO y se sdenet a
enfriamiento en una rampa#€ /min hasta alcanzar-8%C. Finalmente se almacena-
130C en fase de vapor de nitrdgeno liquido hast§gid]) uso
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6.2.3 Ensayo de viabilidad celular por MTT

Células en un -B0% de confluencia se subcutiiveen cajas de 96 pozos a razon de 1x10
células/pozo, durante 12 h hasta su adherencia. Luegelsaedio y se afiadn100 L de

RPMI sin suplementar para sincronizar el cultivo por 12 h. Posteriorméetersslietyr se
afladeran 50 L del RPMI suplementado 10% SFB’madd@éptido reconstituido en medio
sin suplementar (400, 200, 100, 50¢/1%). Cada péptido se @dpbr triplicado en tiempos

de 2, 24y 48 h de incubacion. Una vez transcurrido el tiempo, sm ddidicdeMTT a cada
pozo y se incutbmpor 4 h, posteriormente se éatimedio, se adiciona100 L de DMSO
estéril y se incutoam por 30 min a ¥ para solubilizar los cristales de formazan y leer
absorbancia a 570nm.

El blancdue DMSO, el control negativo de muerte célelat subcultivo con células sin
tratamiento y el control positivo de muerte cilalar subcultivo tratado con una molécula de
actividad citotoxica conocida. La citotoxicidad qué e&geliax péptido sobre las células se
determird mediante la medicion de la actividad metabdlica celular reflejada en la conversion de
la sal de tetrazolio (Bromuro déd,3dimetiltiazoi2-il)-2,5difeniltetrazolio) a cristales de
formazan. Este proceso es dehidcigalmente a las deshidrogenasas mitocondriales, las
coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertirdn el MTT en formazan.

El porcentaje de viabilidad se calcula de la siguiente manera:

P QO QMO QI Qa0 pmn Ec.l

Basado en el porcentaje de viabilidad celléas diferentes concentraciones del péptido
evaluadose calcdlel IG,de cada uno de los péptidos evaluados en la linegBtlular

6.2.4 HemoOlisis

Se realizé la extraccion de sangre periférica por venopuncién, se centrifugaron a 800 g por 15 m
a 10°C, se realizaron 3 lavados con solucién salina 0.9%. En solucion salina se prepar6 una mue:
de glébulos rojos de hematocrito 4%, en caja de 9fepionu® en U se transfirieron 100

por pozo y se adicionarow10 ! St P o Ua ¢ doffigon datina §. K0 DG, 2d S5
Www e  Ww ; dadapéitido ge gviallidpor triplicado a un tiempo de incubacion de 2 h a 37°C.
Transcurrido el tiempe sentrifugd la caja a 800 g por 5 min, se transfirierdn de0
sobrenadante a caja de 96 pozos de fondo plano y se leyé absorbancia a 540 nm. Como contr
negativo se utilizo solucion salina 0.9% y como control positivo [82¢&fi @Orcentaje de

hemolisis se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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6.2.5 Microscopia de contraste de fases

Previo a la adicion de MTT en el ensayo de viabilidathselélalas fueron observadas en el
microscopio invertido K2X, y seealid registrofotograficoen aumento 10Mtilizando la
camara digital acoplada al microscopielSPRcon el fin deentificar cambios morfologicos

en las células tratadasno contraccion celular, disminucion del tamafio celular o aparicion de
protuberancias.

6.3 Mecanismos asociados al efecto citotoxico

6.3.1 Evaluacién de la permeabilidad de la membrana

Las células sensbraroren cajas de 24 pozos a raz@&tié células/pozo, una vez adheridas

se reemplazel medio de cultivo con 2@0del medio suplementado con SFB al10% m#s 200

del péptido reconstituido en medio sin suplempataruna concentracion final delli@go

de 2 h de tratamiento las células se casecha tripsina y centrifugaa 500 g por 5 min, se

lavaon con PBS y posteriormentedifieon 30 L de la mezotkefluorocromos SYTO9%,5

v/vy loduro de Propidio (IPp®V8v erPBS del kit comercial LIVE/DEAD® Fungalight. Seguido,
las células se incutrapor 20 min, centrifuga y resuspei@on en 100L de PBS. Se réaliz

analisis de citometria en el equipo BD ActlLierCéste caso se &@ai¥80 nm, se detét

emision deXST@ a 500 nm y la de IP a 635nm. Control negativo: células no tratadas marcadas,
control positivo: células tratadas con actinomicigiérlOpor 24 horasormaldehido 4983]

6.3.2 Evaluacion de apoptosis/necrosis

Las céluldseroncultivadas, cosechadas y tratadas como en el item anterior. Serransfirier
tubos conicos de centrifuga de 2 mL, se cemnifag800 g por 5 min, se dasedrt
sobrenadante y se resuspead en 400 L de solucién de buffer de tincién con los
fluorocromos (Buffer de unién a AnéxitiX, 0,5. de FITC Anexina V yI108e AAD por

cada 5x%@¢élulas). Las células con los fluorocromos seomenbascuridad por 15 mirf@,25
luego se centrifuga a 300 g por 10 min, se resug@yeneén 200 L de PBEDTA 1 mM y se
analizaon mediante citometria de flejoel equipdytek® Guava® Muse® Cell AnGlymer
control de apoptosis las células sedmnatan actinomicina 10 nM por &4fdrmaldehido 4%
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como control de necrosis sermateon EDTA 20 mM por 24 h y como control negativo células
sin tratamient{83]

6.3.3 Evaluaciéon deparmeabilidad mitocondrial

Las células sensbraroren cajas de 24 pozos a razd&tlécélulas/pozo, una vez adheridas

se reemplazel medio de cultivo con 2@0del medio suplementado con SEB/@mas 200

* L del péptido reconstituido en medio sin supleppeEmtauna concentracion final dgl 88

lavaon con PBS vy tifie con 100L de la solucién de trabajo del kit comercial MitaBzteen
(solucion 1:100 de JC1 reconstituido en DMSO: Buffer assay 1X) f@. 20ego asSzom

dos veces con el buffer de ensayo proveido en el kit y isnspredd0OL de este para su

lectura en el citometro BD Accul @8ectando la emisidn de la forma monomérica a 527 nm

y la de los agregados a 590 nm. Control negativo: células no tratadas marcadas, control positivc
células tratadas con actinomicinayk@L por 24dformaldehido 4983]

6.3.4 Evaluacion de la expresion de caspasas

Las céluldaeroncultivadas como en el item de viabilidad celular, luego de su sincronizacién, se
retird el medio y se adiciooa 50 L del RPMI suplementado con SFB al 10% méeb0

péptido reconstituido en medio sin suplementar para una concentracion §inalidgbl@e

2 h de tratamiento se ré®f medip se cosecharon las células, se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga en 300de medio completse afiaid{ Ldel reactivo caspaGéo® 8 oydse

incubd por 40 min a 373@yde CAPosteriormenteg £entrifuga 300 g p&min, se removio

el sobrenadante y se adicionaron 566 buffer de lavado; este prosesepitio y se realizd

lectura en el citometro BD AccuM[8% Como ontrol negativee usaronélulas no tratadas
marcadayg control positivo céluteetadas con formaldehido .4%

6.3.5 Evaluacion despecies reactivas de oxigeno

Las células sensbraroren cajas de 24 pozos a razd&tié células/pozo, una vez adheridas

se reemplazel medio de cultivo con 2@0del medio suplementado con SFB al10% més 200

del péptido reconstituido en medio sin suplempataruna concentracion final dell@go

de 2 2/ de tratamiento se retird el medio, se cosecharon las células, se transfirieron a un tubo
de microcentrifugase resuspendieron en buffer de ensayo a una razércélalagin) de

esta suspension tsensfirierorlOuL a tubo de microcentrifuga y se le adicionarpih d®0

solucion de trabaMuse® Oxidative Stresssincubd a 37°C por 30 min y se realiz6 lectura en el
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citobmetro Guavsluse®EI ensayo se realiz6 por duplicado bigldwico ontrol negativo:
células no tratadas marcadasmo ontrolpositivocélulas tratadas con formaldehid§84%o

6.3.6 Evaluacién de secrecion de citoquinas

Las células derivadas de cancer de fumaracultivadas en placas2#gpozos a razon de
1%10 células/pozana vez adheridas se reendphmedio de cultivo c@®0’ L del medio
suplementado con SFB al 10920084 del péptido reconstituido en medio sin suplementar
para una concentracion final del lego d8y 2 h de tratamiento, se recupenalos
sobrenadantgsse almacenaror2®°C hasta su andliBis.tubos dé.5 mkeadicionaron 25
pLde buffer de ensgybpl de sobrenadante de cada tratamigr&fil de la premezcla de
perlasse incubd en oscuridad pes2 bentrifugdl@50 rpmyuego seemovio el sobrenadante

y el pellet séavé con buffer davado. Al pellet se le adicionaropL2te anticuerpos de
deteccién y se incubo6 poef bscuridad, posteriormente, se le agregathrd@5AE y se
continud la incubacién por 30 min Mrasscurrido el tiempo se centrifug6 a 1050 rpm, removio
el sobrenadantselavé con buffer de lavado y se resuspendiduendeSfuffer de lava&e
realin analisis de citometria en el eqGigek Aurorgara determinar la secrecioil-dp70

TNF IL-6, IL-4, IL-1Q IL-W, ArginaseTARQL-1RAIL-12p40IL-23 IFN” e IP-10 (B9)Rara ello

se lizo uso dela plantilla propuesta y software propuesto ldh LEEGENDpl&tHuman
Macrophage/Microglia Pa[@]

6.3.7 Evaluacion de la expresion de genes prayaptbticos

Las céluldseroncultivadas en placas de 6 pozos a razérf déldteblpozo, una vez adheridas

se reemplazel medio de cultivo con 2@0del medio suplementado con SFB al 10% mas 200

* L del péptido reconstituido en medio sin suplementar para una concentraciénsfinal del IC
luego de 15 min y 2 h de tratamiento las ft@duetratadas con TRIZ2H el RNA extraido de
acuerdo con lo estipulado por el fabrif@6iteSe calodla concentracion de RNA mediante la
lectura de absorbancia a 260, 280nn820ego se realifa retrotranscripcion con la enzima
SuperScript lll a partir del volumen equivaleptedee RNA. Con el cDNA obtenido sérealiz

la amplificacién y deteccion en tiempo real de genes papgpadticos (TabB utilizando

* -actina como gen de referefitdd

TablaB Secuencias tesprimes.
Tamano
Gen Secuencia primers Tm producto Tipo

(bp)
. . F: GCGTGACATTAAGGAGAAG .
I -actina R: CAAGGAAGGCTCCAAGAG 56 172 Referencia
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F: GCCAAGAATGGCTTTCATTGG 58

UQCRC2R R:CTGTTCTCGCATTTCACCTC 57 138 Referencia
Box F: AGCAGATCATGAAGACAGGGG 62 " Pro-apoplStico
R: TGCTCGATCCTGGATGAAACC 65
Cosp3 F: TTTTTCAGAGGGGATCGTTG 60 . SO
R: GGCAGGCCTGAATAATGAAA 60
F: TTCTGATGCTTCGCAAACAC 60 »
APAF-I R: CACCCAAGAGTCCCAAACAT 60 6> Pro-apoprotico
i F: TGGCCTTCATATCATCCACA 60 %0 Pro-apoptéice
R: GGAACCTGCACAGTGGAAAT 60
F: GAAGCTGGAAACCACTTGGATGA 61 »
SMAC R: TGAATGTGATTCCTGGCGGTTA 60 i Pro-apoprotico
F: GACCTCAACGCACAGTACGAG 64 »
PUMA R: AGGAGTCCCATGATGAGATTGT 65 o8 Pro-apoptotico
Cospt F: GGTAATGACAATCTCGGACTC 56 . Pro-apoptéice
R: AAAGGTCGTGGTCAAAGC 55
Cosp- F: GAACTAACAGGCAAGCAGC 57 - Pro-apoptétice
R: GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA 59
Survivim F: TGAGAACGAGCCAGACTTGG 62 . Anti-apoptético
R: GTTCCTCTATGGGGTCGTCA 60
Sl F: CATGTGTGTGGAGAGCGTAA 58 . .
R: GCCGGTTCAGGTACTCAGTCA 61

6.3.8 Ensayo deounehealing

Células en un -B0% de confluencia se subantiven cajas de 24 pozos a razén de 3x10
células/pozo, durante 12 h hasta su adherencia. Luegebkmeetio y se afiad00 L de

RPMI sin suplementar para sincronizar el cultivo por 12 h. Con la punta de una micropipeta s
realid ruptura de la monocapa de manera vertical a lo largo del pozbelsmeeliv y se

agre@ medio o péptido disuelto en madlilas concentraciones deJ ¥3Goy2 1Go. En el
microscopise tomarominimo 4 fotografias de diferentes campos quei@emiibrir toda

la longitud de la herida; y este proceso s@éadp#t 2, 12, 24 y 48 mcubaciarCon Image J

se calcdlel area de la lesibanscurrido los diferentes periodos de tiempo y sedcaumpar

que habia a tiempd87]

6.3.9 Ensayo de migracion

Las células derivadas de cancer de forenmiacultivadas en el pozo superior de placas de 12
pozos con transwell de porog®a 8n una densidad de 1%cdlQlas/pozo en 10 de medio

sin suero. En los pozos inferiores se adiciorolumen final de 6Q@Q los controles y
tratamientos con el péptidosd B2IGoy2 1G), se coldaxel transwell sobre el pozo inferior que
contiene el estimulo y se paétatmigracién incubando a 37°C por 2, 12 y 24 h. Transcurrido el
tiempo, el mediolgsestimuls se retiran y se adiciéren el pozo inferior 600 de solucion

de paraformaldehido al 4% durant80lBinutos para permitir la fijacion de las células en la
membrana del pozo super@e.recupérel paraformaldehido y agyedjpozo inferior 600
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de una solucion de cristal violeta al 0.5% en mefendh durante 230 min. Se redifa

solucién y lavan los transwell con agua y copitos de algodon; sé adiciode agua a los

pozos inferiores y 100a los superiores. Al microscopins@ra las células de cada pozo,

luego se retiren las membranas y se cotwcan una placa de 96 pozos, se adiriditi L

de solucién de acido acético al 10% para disolver la tincion y detdysarizncia a 570nm

en lector de microplaca. Se detér el porcentaje de migracion celular de cada pozo,
dividiendo el numero de células que se contaron en el transwell por el nUmero inicial de células
sembradaf88]

6.3.1(Ensayo de invasion

Utilizando material penfriado, se deposita 10QuUL de una solucidén que contenga Geltrex
Invitrogen, buffer de cubrimiento y medio de mantenimiento celular en cada traegivell, se
gelifica por una noche a 37°C en incubadora y luego Gelreaimo proceso del ensayo
demigracion previamente des¢ag&}

6.3.11Zimografia

Las células derivadas de cancer de fmarmacultivadas en placas 2#pozos a razén de
1%10 células/pozana vez adheridas se reendphmedio de cultivo c@®0’ L del medio
suplementado con SFB al 10920084 del péptido reconstituido en medio sin suplementar
para unaoncentracion final dekldG.uego d8y 2 h de tratamiento, se recupenalos
sobrenadantey se almacenaron -20°C hasta su analisge realiz6 -electroforesis
desnaturalizantge los sobrenadantam gel de separacari0%uplementado con gelatina

al 0.05% gel concentrador al 495 mA por 2.55eguido a esto el gel se lavé tres veces con
Tritdbn x100 3% Yy tres veces con agua des8adecubd en buffer de activacion de gelatinasas
por 30 mina T amb y por 14 h a 37°C. Posteriorifgéntensazul de Coomassie en NéaOH

por 3 h, se lavé 3 veces con agua qadreb@emiy luegocon solucién de destefiido de acido
acético, metanol y agua (1h@&&pque se visualizaron las bandas.

6.3.12AnAlisis estadistico

Haciendo uso del programa GraphPad Prism4 las comparaciones entre los tratamientos
evaluados se reatiaa mediante analisis de varianza ANOVA de dos vias, seguido por test
comparaciones multiples de Tukey. Se consideran diferencias significativas entre p<0.05 y
p<0.001.
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6.4 Modelo de toxicidad vivo

Para determinar el efecto toxico que tienen los péptidos promisorinsyava@aerhplearon
tresmodelos biologicoGalleria mellonglez cebrgratones CD1

6.4.1 Galleria mellonela

Larvas d& mellonellesuministradas p&erkin SASueron colocadas &jas Petri de vidrio
estériles a razén de 10 larvas po€oajaopo e hipoclorito al 70% se liomdias propatas de

la larva, luego se inocatelO plde péptido a concentracioneg@® 6000 800 (g/mLen

solucion salina 0.9¢4) la ultima propata derecteda grupo de tratamierfii@ conformado

por 10 larvassg realizaron 2 réplic&omo contrale utiliaron10 larvasin limpiarcomo

control absolutdO larvas a las queesdialimpieza yomo control de inoculacikihlarvas a

las cuales se les inéceblucion salina 0,9%as larvas se incubaron a 37°C y se realizo
seguimiento por 10 dias.daies de viabilidad &ealizaon mediante curvas de Kaplan Meyer

[89] EI protocolo utilizado fue implementado por el Laboratorio de Protedmica y Micosis
Humanas, bajlms principios y normas del comité de ética para el cuidado y uso de animales,
decretado por el comité de ética institucional de la Pontificia Universidad Javeriana.

6.4.2 Pez cebra

150 embriones gez cebra Wild Type AB provenientes del Laboratorio de Neurociencia y Ritmos
Circadianos de la Universidad de los Amesalimentados y criados hasta el dia 3 post
fertilizacion (8pf) de acuerdo con los protocolos de avalados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio CICUAL de la Universidad de los Andes. Siguiendo
disefio de bloques al azar, los embrionda@dpseparados en grupos de 10 organismos para

ser tratados con el péptido a concentraciones de Ougy/Bloe20emedio de crecimiento por

un periodo de 96 h, haciendo recambio de agua con tratamiento cada 24 h. Como control
negativo se utilizé medio de crecimidet@mbriones de pez cafpra b | PHT7.F Rt s g1
como control positidA dicloroanilingDCA 3%en agua de huevamsdatos de viabilidad se
analizaon mediante curvas de Kaplan M@@r El experimento se realiz6 por triplicado y se
rigiopor los principios y normas del comité dpatecal cuidado y uso de animales, decretado

por el comité de ética institucional dmilgersidad Nacional de Colombia.

6.4.3 Ratones CD1

Para la prueba de Irwin, ratones CD1 macho de 7 semanas de edagbygpdégser@3s
agrupados de a 3 individuos. Los ratones fueron tratados con el péptido a concentracion de °
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mg/mLen solucion salina 0.9%; se inocularon cdh3b38L de péptido via intraperitoneal (ip)
0 subcutdnea (sc) a una dosis de 70 @gukg.control negativo se in@aanlgrupo via ipey

otro via sc con 6835 mL de solucién salina 0S#4ealiz6 seguimiento de actividad motora
y comportamental a los individuos por periodo de Zitog@ascion, y seguimiento de
sobrevida por 15 diasdatos de viabilidadaealizaon mediante curvas de Kaplan Méyigr

La realizacion de este experimento cumplié con los lineamientos y nofResoldeida
08430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Ley 84 dieie2ibde d4989 y se rigio por los
principios y normas del comité de ética para el cuidadayinsalele, decretado por el comité
de ética institucional de la Universidad Nacidbelaiebia
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7.Resultados y Discusion

7.1 EtapalA: Evaluacion deéptidosanalogs a LfcinB (25). con
modificaciones dalongitud y carga

Para determinar el efe quéiene en la actividad anticancerosa, el cambio de la longitud y carga

en la secuencia gellindrémico, se disefiaron 6 secuencias lineales anétbgaiorde

ambas caracteristicas fmemodificadasnediante la adicibn o remocion de ArgnR)

extremo Nerminal, @erminal o ambos extremos del péptilstas moléculas fueron
obtenidas mediante SPRS8oc/tBU, purificadas porSHE y caracterizadas RGHPLGy
espectrometria de masas@BDFPara facilitar la lectura del document@detante el

péptido palindrémico LfcinB-28}. H.N-RWQWRW®@RCONH ser4 nombrado como

RRRy a partir de esta nomenclatura se establece el codigo de los demas péptidos modificados
(Tabl&).

En l&ig.5seobserva laaracterizacion del péptido coAB¥R, alli se evidencia que durante

el processintéticasolo se requirié un ciclo de acople pacmtporaciodecada aminoacido

de la secuencil perfil cromatogréaficoresentd una especi@ayoritaria aotiempo de

retencién @ de 6.3 mipunapurezacromatografica del @2Ademas, el espectro de masas
muestra las sefales correspondientes a las especies multicargadgs [\M-B2#i]y

[M+4H} también se puede observar la distribucion isotdpica de la especie IlMmaksh
calculada correspondié con la masa teorica del palihdramterior muestra que el proceso
sintético procedié de manera eficiente y que el proceso de purificacién permiti6 obtener un
producto finatonalta pureza; el analisis por espectrometria de masas muestra que el producto
final tiene la masa esperada lo cual indichpppmido obtenido correspadél palindromo

RRR

La caracterizacion de los demas péptidostiiBLRB espectrometria de masas se evidencia en
laTabla2y Anexo 1. El proceso sintétitas depéptidos obtenida®cedié de buena manera

ya que para la mayoria fue necesario un Unico ciclo de reaccién para lograr acoplar los
aminoéacidos a la cadena peptidica creciente. Para los'BEpRYSEERR-Rfue necesario

realizar dos ciclos de reaccion de aawpléa incorporacidal primer aminoécido (Rpexo

1 Fig5.]. Enlas reacciones de desproteccion, monitoreo y desanclaje no éaipgesent
dificultad)o cuahos indica que todos los péptidos son \sattétgamente y por lo tanto son

buenos candidatos para evaluar su actividad biolégica
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Figurab.Caracterizacion del péptiddindrémicdRRR A.Estructurguimica y masa exaBta

Numero de ciclos de reaccion necesarios para la incorporacion de cada uno de los aminoacidos.
C.Perfil cromatograficte la fraccién puaa210 nrD.Espectro de masas de alta resolucion, la

sefial de 372,4580 m/z corresponde al fragment{f {Meséiial de 496,2872 m/z corresponde

al fragmento [M+3H} la sefial de 743,9815 m/z corresponde al fragment®. [Eh2H]

recuadro se muestra su distribucion isotépica de la especte [M+4H]

Posterior a la sintesis y clivaje de cada uno de los péptidos se realizo el proceso de purificacion por
cromatografia RPPE teniendo en cuenta el perfil cromatografico de cada péptido crudo
obtenido por RAPLClas fracciones que presentaron la mayor pureza cromatografica fueron
colectadas vy liofilizadas; el solido fue anatiuadament@or cromatografia RFPLETabla

2).

Tabla2. Caracterizacion del péptido palindromico Lfci2Bp(alanalogos modificados en
longitud y cargkn rojo se resaltan las modificaciones

RRPHPLC ESIMSm/fz( Masa calculada a partir de la especie multical
Codigo Secuencha (nt]‘i*n) Pz;sza Tebrico “;ri’r;p_' [M45H]* [M+4H} [M+3HT [M+2HF
RPRR RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 14858 1485.832 1485.93¢ 1485.862
RRRRR RRWQWRWQWAR 5.9 97  1799.09 1799.0 1799.00 1799.01: 1799.00:
RRRR RWQWRWQWAR 6.1 93 16487 16413 1641.88¢ 1641.88¢ 1641.88
R'RRR RRWQWRWQWR 6.2 93 16487 1641.8¢ 1641.892 1641.88: 1641.87¢
R _WQWRWQW 7.1 96 1173.5€ 1173.5¢ 1173%
RR RWQWRWQW 7 92 1330.53 13296 1329.67! 1329.66¢
BR _WQWRWQWR 6.6 88 1330.53 1329.6¢ 1329.667 1329.66

*Todos los péptidos se encuentran amidades@no Germinal
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En cada uno de los perfiles cromatograficos se @uitkersipecie mayoritaanéxolFig

1.2 indicando que la fraccién purificadapéptido no presehtespecies indeseadas en
cantidades que puedan afectar los ensayos biokgieagzse puede evidenciar que todos

los péptidos presentaron purezas cromatograficas mayores al 88% indicando que el proceso de
purificacion se llevd a cabo de manera efitienit®) Respecto a los tiempos de retengjon (t
podemos evidenciar como la adicion @adaRsecuencia aumentdpslaidady por ende
disminuy el tr, esta disminucieincrementden funcién de la cantidadrdsiduos d&®
incorporadod€n este mismo sentido, cuando seveEmrR dda secuencia esta se hace mas
apolar y por tanto stsbn mayores comparados con los del palinoliginal Es interesante

notar que la cargaonferida por la cadena latdedh Rse encuentien el extremo-t€rminal
(RRRRY *RR) el péptido es ligeramente mas polar que cuanumydascarga de R se
encuentra en el extremaedminal(R1RRR YRR) o cual podria debergee la amidacion del
extremo @erminalyla presencia de R adicioralégenera una distribucion més asimétrica

de las cargas en la secagoontrarrestando el efecto menos polar del grupo amida del extremo
N-terminal.

Los péptidos puros fueron caracterizados por espectrometria de QasHs &Slalta
resolucion Anexol, Fig. B), en cada uno de los espectros se otsdagasefialeque
corresponden a las especies multicargadas, es decir, cada uno de ellos representa la relacion nr
del ion moleculaAdemas, se presenta una ampliacién del pico base mayoritario observandose
la distribucion isotdpica. En todos los casos la masa obtenidecoaiteithasa tedrica del

péptido (Tabla Jlasegurdndonos que los prosede sintesis y purificaciébn se realizaron
correctamente, y que el péptido se encuentra libre de sustancias que puedan interferir.

Mediante el uso del softwditre ADMET yNetWheelsse determinaron propiedades
fisicoguimicagTablad) y proyecciones helicoidales de cada uno de los p@ptdos 6)
Debido a que la R es un aminoacido cationico, leetadg péptido tiene uoarrelacion
directa cofa cantidadle estogesiduos en la secuenaamentando o disminuyendo en una
unidad por cada R adicionada o removida.

TablaB Propiedades fisicoquimicesilicde losanalogos modificados en longitud y carga.

Cédigo Secuencia CargaNeta GRAVY LogP TPSAR) Flexibilidad
RRR RWQWRWQWR +4 -2.68 -1.162 639.45 0.981
RRRRR RRWQWRWQWR +6 -3.01 -3.612 821.45 1.19
RRRR RWQWRWQWR +5 -2.86 -2.441 730.45 1.089
R'RRR RRWQWRWQWR +5 -2.86 -2.441 730.45 1.089
R _WQWRWQW +2 -2.16 0.703  454.95 0.76
RBR RWQWRWQW +3 -2.45 0.01 548.45 0.865
R _WQWRWQWR +3 -2.45 0.123  548.45 0.865

*Todos los péptidos se encuentran amidados en exteeminl.
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El valor GRAVY hace referermianaédio del indice de hidropaticiolaignido de lauma de

los valores de hidropatia de todos los aminoécidos ponidiidmero de aminoécidos que
componerta secuenc[@2] al ser los valo@RAVYe todos los péptidos negathasindica

gue somidrofilicost este caso es posible observar que entre mas catiénico es el péptido, menor
es su valor GRAVY, y por lo tanto la secuencia es mas AigrafitiGaesto, tenemos el valor
LogPque es el logaritmo del coeficiente de particion de nuestra secwrsisdeand-
octanol/agud93] el palindromariginaly péptidos con adiciones de R presemnalores
negativosugirienda@uela concentracion de péptido en el solvente organico es menor a la que
se encuentra ém fase acuoda, que concuerda condasacteristicas hidrofilicses observa

que el valor Lodiee menor a medida que se incrementaron el nimero de R en la secuencia,
siendo el menor valor para el péfRRFRRR Para los péptidos con delecion de R se
observeon valores positivos lo cual nos confirma sus caracteristicas de mayor hidrofobicidad
siendo directamente proporciorialdisminucion de la polarigadjue el nimero de residuos

de triptéfano (Tr@y) se mantiene constante

El TPSA es &ea de superficie polar topologiebpéptido la cual determina las areas
superficiales de van der Waals de los atomos de O, N e H que componen la secuencia,
funcionando como un predictor de permeabdddAl obtener en todos los casos valores
mayores a 208 indica ques baja la probabilidad de inducir permeabilidad cuando el péptido
interactta con la membrana cellar otro lado, la flexibilidad es un factor crucial en actividad
biolégica e interacciones que pueda generar el [gitilra el péptido palindromi&séR

esta relacion es cercana a 1 lo cual nos indica que presenta igual cantidad de enlaces que pueden
rotary enlaces rigidos en su secudnu$apéptidos en los cuales se aumento la longitud de la
secuenciRRPRRR RRRR y BR-R) presentaron mayor flexibilidad que el péptido original,

lo cual podria correlacionarse con mayor actividad citotoxica, debido a que esta flexibilidad
conformacional ha probado ser beneficiosa en la insercién de los péptidos en membranas
celulare§96], [97]

Con el fin de explorar la incidencia de los cambios de las R en la anfipaticidad de la secuencia, se
evaluo la posible distribucion de las R en las caras polares y no polares y tomando como modelo
una conformacion tipo helicoigfad).6). La proyeccién del péptido original muestra una cara

polar formada por los tres residudkjde esta flanqueada por dos caras hidrofobicas formadas

por los residuos Wy enfrentada a la cara polar sin cangado sgisminuyoé léongitud de

los péptidos mediante la eliminacién de residuos de R , se observepoueanidla se

mantiene la cara polar cationica formada por las R y una cara opuesta coGlesichina de

(GInQ), flanqueadas por las caras hidrofébicas formadas por los residuos de W.

En aquellos péptidos donde se adiciono R en sus ékyrlen@esminal, se evidencjue esta
0 estas R adicionales se posioloea la cara opuestalacara polar cargadanto a los
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residuos de Q generando en este caso dos caras paralelgsosérgad@sntédanqueadas
por dos caras paralelas hidrofobicas.

Estas propiedades concuerdan con la solubilidad de los péptidos, siendo todos solubles en agu
ysoluciones acuosas como lo es el medio de cultivo celular y solucion salina, lo cual permitié qu
se realizaran ensayos de actibidé@hica.
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Figura6. Proyecéiones de rueda helicoidal del péptido palindi@®Roy analogos
modificados en longitud y carga. En rojo se resaltan las modificaciones

Para determinar el efecto citotoxico y selectiadalano de los péptidkesrealizGnensayo

MTT frente a la linea celular de adenocarcinoma metastasicoaM@iea celular de
adenocarcinoma de mama triple negativoMIB231, la linea celular derivada de la glandula
mamaria no tumorogénica M2l un cultivo primario de fibroblast® partir de estos
resultados smnstruyeroaurvas deoncentracion de péptido vs porcentaje de viabilidad celular
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y en aquellos casos donde el péptido disminuyd la viabilidad de las células cancerosas en un 50%
0 mas fue posible calcldazoncentracion inhibitoria BRo).

Los resultadq$abla 4muestran que la mayoria de los péptidos mostraron efecto citotdxico
contra las lineas celulares cancerosas evaluadas, donde se observé que a medida que aumentaba
la concentracion del péptidpaicentaje de viabilidad celular disminuyd, sugiriendo que el

efecto citotoxico inducido es dependiente de la concentracion del péptido. El ensayo MTT se
realiz6 tratando las células cancerosas con los péptidos por Bhca@7ndica que el efecto

citotoxico de los péptidos sobre estas células fue rapido.

Para completan levaluacion de selectividad se realiz6 ensayo de hemolisis de eritrocitos,
tratados con las mismas concentraciones del péptido e igual tiempo de accion y se construyeron
curvas de hemdlisisos resultados mostraron gua maxima concentracion evaluada de

péptido (200 g/mL)tanto el péptido palindrémico original como aquellos en los que se realiz6
adicion de R en uno o ambos externos termneakestan porcentajes de hemolisis menores al

10% razoén por la cual son considerados no hembligictras, que aquellos donde hubo

delecion de R eh extremo Merminalo ambos extremos terminales presentaomlisis

moderada y aquel donde se elimiRédel extremo C terminal fue clasificado como hemolitico
debido a que su porcentaje supero ¢D8hY99]Para este ensayo se utilizaron como controles
negativos de actividad los péptidos de Desmopresina y el precursor de Vasopresina

Tablad. Efecto citotdxico y selectivo de los péptidos analogos modificados en longitud y carga.

Gopg/mL(pM)

L Hemodlisis
Cédigo Secuencia MCE7 MD;I\{IB» MCEL2 Fibro. (%
RPRR RWQWRWQWR 120 (81) 134 (90) >200 (135)° >200 (135) 9.4

R'RRRR RRWQWRWQWR 106 (58) 121 (67) 199 (111) >200 (111) 6.8
RRRR RWQWRWQWR 200 (122) 156 (95) 124 (76) >200 (122) 8.1
R'RRR RRWQWRWQWR 112 (68) 120 (73) >200 (121): >200 (121) 9.1

R _WQWRWQW 124 (105) >200 (170)” 200 (170) 61 (54) 16.5
RR RWQWRWQW 78 (58) >200 (150)’ >200 (150)* >200 (150) 30.3
RR _WQWRWQWR 182 (130) >200 (150)’ >200 (143)° >200 (43)* 11.9

Desmopresina MpaYFQNCPdRG > 200 > 200
Vasopresina CYFQNCPRG > 200 > 200

" Todos los péptidos se encuentran amidadodremo-@&rminal.

*IGonofue posible calcularlo debido a que la maxima concentracion la viabilidad f&®%ayor al
2Porcentaje de hemodlisis calculammeentracion méxima (206/ml)

Acorde a los resultados obtenidos previamentgraipelde investigacion para el péptido
palindrémicd74] el péptidoRRR fue sintetizadouevamentg evaluado en este trabajo
dondetambién presento actividad citotoxica frentdiadas cancerosMCF y MDMB-

231 reduciendo su viabilidad celular de manera dependiente de la concentracion, la viabilidad
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celular fue del 35% Yy 33% a la maxima concentracion evaluada, presenti@i@ugiriC

(80 uM) y del34ug/mL (9QuM), respectivamentkeos registros fotograficos de las células
tratadas con el péptitRR muestran que este ijgdtambios morfoldgicos, principalmente
se observo redondeamiento, reduccion de la célula por encogimiaatoentm de la
densidad celular.

Paradeterminar laelectividadel palindromae evaluo el efecto citotoxico frente a las células

no cancerosdCF12y cultivo primario de fibroblastogeWamente se evidencio que frente al

cultivo primario de fibroblastos no ejerce ningun efecto citotoxico manteniendo la viabilidad
celular superior al 90% en todas las concentraciones evaluadas, de igual forma las células
mantuvieron su morfologia carastiea de células planas, grandes y aldib@@asrente a la

linea celular MER no se evidencio disminucién significativa de la viabilidad celular hasta la
concentracion de 18§mL (93%) hasta este punto las células presentan su morfologia tipica sin
alteraciones; sin embargo, a la maxima concentracion de péptido evalugdgndle 290

obserd que la viabilidad celular fue del 61% acompafiada de un encogimiento de las células
indicativo de posibles eventos apoptéfigs))( Frente a eritrocit@d péptido no genero
citotoxicidad significativa,Ja maxima concentracion se evidencio hemolisis en el 6.7% de las
célulasEn el rango de concentraciones de péptido entre 100 y 200 pug/mL se puede observar le
mayor diferencia en la viabilidad celular de las células cancerosas y las no cancerosas, sugirien
gue en estas concentraciones el péptido afecta en mayor medlda tascéhosas.

A partir del valorsi@eterminado de las curvas de viabilidad de las células cancerosas y no
cancerosas es posible calcular el indice de selectividael I8)S g t P s| PgA St pi
el péptido ejerce un efecto citotdxico selectivo por las células cancerosas. A medida que el valc
de IS se incrementa indica que el péptido es mas selectivo por las célulagl®ahcerosas
Teniendo en cuergae,en las curvas de viabilidad celidfibroblastoprimariosMCF12y

eritrocitos no fugosible determinar ehlordelGy, el IS se calculé tomando como valogde IC

la maxima concentracion evalua@apg/mLb); por consiguientelISpara el péptid®RR en

células MCFrespecto a las células no cancerosag K@bla s¢ria:

i AT

"0"Y -.- = plx Ec3

Al realizar el célcude |$ara estpéptido en las céluM®AMB-231 se albbtoun valor de 1.5;
este resultado indica quefetto citotoxico de¢ptido es selectivo por las células derivadas de
cancer de mamor lo que es posible establecer que la mayor selectividad afedecore

de la concentracion de 1@@mL donde el péptido afectami@as a lasélulas cancerosas
mientras qu&as células no canceragason afectadas significativamente
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Figura&r. Efecto del péptigalindromicdRRPRsobre la viabilidgaquierday microfotografias
(derechajepresentativas de los cambios inducidos en las lineas celulgr&4DW@B-231

MCF12 y fibroblastdsos datos se expresan como la media = SE (n = 3). ANOVA, comparaciones
multiples de Tuckpy <0.05

aDiferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentracion

® Diferencias significativas con el efecto sobyE2Md#& misma concentracion

¢Diferencias significativas con el efecto sobiz dM@&Imisma concentracion

P Diferencias significativas con el efecto sobrE2Md& misma concentracion

Simultdneamentegsevalué el efecto citotoxico de los péptidos modificados con el fin de
establecer si las modificaciones propugatasonsistian eicionaun residuo dRen el

extremo MNerminal, en el extremot&minal o en ambos extremos de la secuencia
RWQWRWQWR, potenciatéaactividad citotoxidaid.8).

Tablab. indices dselectividad del péptido palindrdR#gRy péptidosnodificados calculados
a partir de los valores d€ células no cancerosas sohelCelulas no cancerosas.

indice de selectividad

Cédigo Secuencia MCF12 Fibroblastos Eritrocitos
MCF7 MDAMB231 MCF/ MDAMB231 MCF/ MDAMB231
RRR RWQWRWQWR >1.7 >15 >1.7 >15 >1.7 >1.5
RFRRR RRWQWRWQWR 1.9 17 >1.9 > 17 >1.9 > 17
RRRR RWQWRWQWR 0..6 0.8 >1 >1.3 >1 >1.3
RPRRR RRWQWRWQWR >1.8 >1.7 >1.8 >1.7 >1.8 >1.7
R _WQWRWQW 1.6 a 0.5 a >1.6 a
R RWQWRWQW >2.6 a >2.6 a >2.6 a
RFR _WQWRWQWR >1.1 a >1.1 a >1.1 a

*Todos los péptidos se encuentran amidados en exteemn&l.
2indice de selectividhd PF @P| Sg F gt & 1 faldpgyor carexntipdion Svali@edatbgidad & et
celular dDAMB-23%ue mayor al 50%.
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Los ensayos MT Tiapéptidosnodificado$rente a las células derivadas de cancer de mama a
MCF7 y MDAVB-231 generaron patronegféeto citotoxiceimilares al palindromo original,

donde la disminucion de la viabilidad celular fue dependiente de la concentracion, el efecto fue
rapido ya que a las 2le tratamiento la viabilidad celular fue ent&?4@ 200 pg/mL.

Ademas se observaron cambios morfologsimslares dos presentadosn las células
cancerosasatadas con el pido 'RRR como sorpérdida de proyecciones, encogimiento
celular y condensacion intracelular, caracteristicos de eventos aji@aticos

Cabe resaltar que el péptaaalogoR'RRRR presentdlGo menores para ambas lineas
celulares derivadas de cancer de @i (I6= 58 pM) WMIDAMB231(I1G~ 67 pM)
comparado con el palindromo orig{t@t= 81 y 90 uM, respectivamerteualesta de
acuerdo con reportes que sugigeal aumentar la longitud a méas de 10 residuos y la carga
neta cercana a +7 se generan péptidos con una mayor actividad §h@Bjnfooe]]

Ahora bien, si se compara el efecto de adicionar un residuo y unascdrgaer@erminal

del péptid¢'RRR-R), podemos notar que narsementda actividad citotdxica en las células
MCF/(IG= 122 uMijien las células MBMB-2311G~ 95 pMgomparado con el palindromo

Sin embargayando se adiciondRan el extremo-drminal de la secuencia origiR#RRR)

se observé aumento del efecto citotoxico frente a ambas lineas cancerosas dismiauyendo el IC
en ambos cas@i&~ 68 y 73 uM, respectivamehtepanterior sugiere que el incremento de la
actividad no estmicamenteelacionadaon el aumento de la carga neta positiva o el nimero

de residuos, puesto que los pépRIEFPRY 'RRR-Rtienen la misma carga y longifeto
presentaiferente efecto citotoxico frente a las lineas celulares cancerosas

A partir de esto, se puede sugerir que el incremento de la actividadabsewadpéptido
R'RPRRcomoenel R'RRPR-Rrespectolade la secuencia origipalkedeestar relacionado con

la inclusién de Ren el extremo-drminal, ya que al incorporarse este aminoacido se completa
el motivo minimo de actividad de la L{&WBNVQWR)esaltado en negrilla y subrayado

RRWQWR/QWR/RRWOQWRQWRR[53].

Frente a la linea celular de glandula mamaria no cancertdad/i@servé que los péptidos
R'RRRR RRRRY 'RRRRdisminuyeron en maymredidala viabilidad celular en forma
dependiente de la concentracion, indicando que estos pEptithns esta linea celular
inmortalizada no cancerosa.

H péptidoRRR-Rindujola reduccion di@orcentaje deabilidad celular de MCE desde la
concentracion de 6 25mL (72,5%la cual se mantuvo relativamente constante hasta 200
pg/mL donde la viabilidad fue 57.2%, disminuyendo notablerseletetilada@videnciada

con el palindrom&if).8B). En estaso se evideaainISde 0.6 y 0.8, para MCy§F MDAVIB-

231, respectivamertistos resultados indigaa el péptids®RR-Rno discrimina entre células
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derivadas de cancer de mama vy las céluld® M&#on por la cuafumseleccionado como
candidato para continuar el estudio

Los péptidd RFRR-Ry R'RRRdisminuyerota viabilidad celular de MZFdependiente de

la concentracién alcanzando su maximo efectpg@Q@onde kupervivencia fue del 48,5%

y 57,2% de las células, respectivarhayBé\( C)para los dos péptidas,0qug/mLse obsery

una diferencia en el efecto citotoxico del péptido en las células cancerosas respecto a las células
MCF12

Respecto al cultivo primario de fibroblast@eptido modificad@RPRR fue el Unico que
presentéGselectividagimilar apalindromo original; al calcular el indice de selectividad para
MCF7 y MDAVIB231 se obtienen valores 1.8y 1.7, respectivamente; de forma que el péptido solo
afect en mayor medida a las células cancdrasatsas modificacionB&RRR Ry 'RRR-R

sigeneraron efecto citotoxico sobre estas oélwascerosasn ambos casdependientee

la concentracién reduciendo la viabilidad celular a 65% y 67% a la maxima concentracion
evaluada y generando cambios morfologicos similasdsarkedos en MZIFig8C).
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FigureB. Efecto de los péptidafR RRR-RB..]RRRRC.R'RFRRsobrda viabilidad celular y
microfotografias representativas de los cambios inducidos en las lineas cefylte&RICF

y fibroblastosLos datos se expresan como la media £+ SE (n = 3). ANOVA, comparaciones
multiples de Tuckpy <0.05

2Diferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentracion

b Diferencias significativas con el efecto sobyE2Md#& misma concentracion
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¢Diferencias significativas con el efecto sobiz d@&Imisma concentracion
P Diferencias significativas con el efecto sobvE2Md#& misma concentracion

Yang y colaboradoestablecieron que pamarementar la selectividad deéptido se debia

aumentar la carga del péptido, siendo esta, la caracteristica determinante para dicha actividad
biologicd104] Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el aurzeoswgdeno es el

unico factor involucradopmtenciata selectividad del péptidmpéptids R'RRPR-R(carga
+6),R'RRR (carga +5RRR €arga +4) tienen diferencia en la carga y presentaron similares
valores de IS, lo que sugiere que la selectividad también puede ser afquiadzopie la

carga en la secuenlbague directamente se relaciona con la anfipaticidatteE§téptidos
presentaroma mayor actividad citotéxiselectiva frente a las células canceposds, que

fueron seleccionados pasasiguientes etapas.

Para los ensayos de citotoxicidad con los péptidos con delecionesvdiidRelsefecto
citotéxico de los péptiddeR, 'R yYRen los cuales desminuyda longitud y carga de
secuencigliminandoa Ren el extremo -lérminal,en elextremo @erminal o en ambos
extremogFig.9).

El péptiddRtiene una carga neta de d&bido a quee elimind los residuosRien ambos
extremosEste péptidgpresentdin efecto citotoxico simi@rlas lineas celularesncerosas
evaluadasl cual fuelependiente de la concentrac®ia maxima concentracion evaluada
200 pg/mL, seobserv@uela viabilidadde las células cancerdd&¥7 (42%9, MDAMB-231
(549 y no cancerodEF12(48% y fibroblasto@83%, fue afectada significativamefitig 9
A).El indice de selectividad frente a fibroblasttenes a 1 indicando quends citotoxico
para estas células que para las canchnesasante el hecho que a pesguel@ste péptido
tieneuna sol&k (WQWRWQWeN la secuencia péptiddieneefecto citotoxico significativo
contrdas células M@Faunque pierda la selectividadnterior sugiere que los resifugR
pueden serelevantes para la selectividad, mientras |Iqesiduo®R esaparentemente
relevante para la citotoxicidad.

Este resultado resalta el papel fundamental de la cayda destaibucién de los residuos de R

en la secuencide los ACPsya que Ia carga positivad del péptidointeractian
electrostatiamentecon las cargas negatilesas moléculaxcalizadas da membrana de las

células malignasendo un factor diferencial la@ncélulas no cancerolssscuales presentan

una carga neutra en su membjHdB] Esta propiedad le proporciona a los péptidos catidénicos
mayor selectividad por ¢&tulas tumoralg87], [71], [73], [14}s resultados sugieren,glie

disminuir la carga positiva del péptido, este ejerce un efecto citotéxico similar hacia ambos tipos
decélulasaunque su selectividad dismirgigaificativamentdsto acorde con reportes que
sugieren que I@gELCPgatidnicos deben tener una carga neta mayor a +4, y para lograr una alta
actividad anticancerigena y especificidad de células tumorales cargas sufifdRjres a +7
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FigureD. Efecto de los péptida®RB."RRC.5RRsobre la viabilida@lulary microfotografias
representativas de los cambios inducidos en las lineas celdfaf<CHICH fibroblastdsos

datos se expresan como la media + SE (n = 3). ANOVA, comparaciones multigdes de Tuckey
<0.05
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aDiferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentracion
® Diferencias significativas con el efecto sobE2Md#& misma concentracion
¢Diferencias significativas con el efecto sobie aM&misma concentracion

P Diferencias significativas con el efecto sobrE2Md& misma concentracion

Los péptidoSRR YRR presentan una delecién de &en sus extremds y Gterminal
respectivament&l efeto citotdéxico de estos péptiddaseineas celulares MCIMDAVIB

231 y Me&RXuedependiente de la concentracEstos péptidos presentaron efecto citotdxico
significativo contrallaeacelular MGF, similar al del palindromo original. En las células MDA
MB-231 el efecto citotdxico fue mirlamdabilidad celular dismindnasta cerca del 7q32.5
pg/mb) y luego smantuvoestablenasta la maxima concentracion evaluada; de forma similar
ocurre con ME&R déndee evidencigue la viabilidad celular fue alrededor de0®Den el

rango de concentraciones evalu&ia8 B, C).

El efectocitotoxicodel péptido®RR no afectd significativamente los fibroblastos a las
concentracione=valuadagyero salas células MR siendo estefectomayor al ejercido
contra las células cancer@#&g®C) sugiriendagjue la remocion de la R del extreteorhnal

afecta la selectividad por las células cancerosas.

B péptido'R®R disminuyd significativamente la viabilidadibdeblastoccomparado con el
palindromo ejerciendo un efecto citotodouilar al observado para las cétalaserosas
MDAMB-231por lo que el péptido no es selectivégsazalulagderivadas de cancer de mama
esto indica quk remocion de R en el extremo-@rminalinfluye notoriamenteen la
disminucion dia selectividad del péptidag(9 B).

Analizando los resultadiss esta etapag puede evidenciar d@eemocion de laéh el N

terminal, @erminal o en ambos extremos dismitaugélectividagor las células cancerosas.

Lo anteriosugierequelasRde los extremos de la secuesariaelevantes para la selectividad

del efecto citotoxicdo que esta de acuerdo con el mecanismo propuesto para los péptidos
catiénicos, que se basa en una interaccién electroestatica de las cargas positivas del péptido con
las cargas negativas de la supedgtular. Al disminuir la carga neta de la secuencia esta
interacciérelectroestaticauede semas débil por lo que el péptido puede interactuar con las
células cancerosas y no cancerosas en forma similar. Otpar@bpeeten cuenta es que las

R removidas se encuentran en los extremos de la secuencia, por lo que estos residuos se
encuentran en las regiones mas flexibles de la cadena peptidica y por ende estan mas accesibles
para interactuar electroestaticamente saratgas negativas de la superficie celular.

Quando se incrementé el nUmerReéle lasecuencia, la viabilidad de las células no cancerosas
se mantuvo superior al 70% en todos loslastisiondela Ren el extremo-derminal(R-
RRRRyY R'RRR )mantuw o mejad el efecto citotoxiaespecto gbalindromo original
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indicando que la adicida Ren dicho extremo es de mayor relevancia para la selgdtvidad
citotoxicidad Por otra parte, es interesante observar que los BERj#ER VR a pesar de

tener menor numero dRque el péptido original, presentaron efecto citotoxico contras las
células MGFy MDAMB-231indicando que las R de los extremos son relevantes para el para la
selectividad; ademas, se puede inferir quedalirada en el centro de la secuencia es critica
para la actividad citotdxica de la secuencia

Elefecto de los péptidos modificados gengradaslicion o delecion dei®publicaden el
articuloChanges in Length and Positive Charge of Palindromic Sequence RWQWRWQWR
Enhance Cytotoxic Activity against Breast Cancer Cell Lines | ATenOmesgdtado de esta

etapa se selecciel péptido palindromig&RRy los péptidosnodificadoR'RFRRRyY R-

IRRR como candidatos para las modificaciones de las siguientes etapas.

7.2 Etapa IB:Evaluacién de secuenc@msilogas aRRR con
sustituciones puntuales en la secuencia

Con el fin de determinar la viabilslatéticade bs péptidos comodificacionepuntuales
propuestas para estapa, se sintetiz caracterizd y evalud activiclmtoxicaselectiva el
péptido palindrémico con los reemplazos planteados2jTsediEamente las modificaciones
gue preseara viabilidad sintéticawentaja en su actividad biolégiesonsintetizadas con
los péptidoseleccionadate la Etapid\.

Para el desarrollo de la EtBp@cialmente se plantbacerlreemplazo dBRporKen todos

los residuade R de la secuengpiaro, teniendo en cuenta los resultados de [RAE@pasebv

que el péptiddRpresend similar actividad al péptido original, a pesar de no teneRlds dos

los extremos, sugiriendo qu® tde la region central puede ser relevante para la actividad
citotoxica del péptigdpara corroborarsellevd a cabla sintesis los péptidgiCK, KRK,

RKR yK

Respectta generacion de péptidpe contienen-Bminoacidos, se sintetizaron péptidos con
reemplazos puntuales y con el reemplazo de todamloedcidos por-@minoacidosesto

basado en reportes que muestran que sustitucion de soélo algunos de los aminoacidos en péptido
antimicrobianos generd cambios en su efecto bactericida, por lo que el cambio de todos los
aminoacidos s#artedcon el fin de mantener la actividad bioldgica y aumentar su resistencia a

la degradacion enzimat[&2], [106]Sin embargo, como esta hipotesis no se ha evaluado en
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PACs gealiz6 un scan deahinoacidos cambiando uno a uno en orden secuencial los residuos
del péptidoTambién se sintetizaron péptidoseemplazo de todas laar por PArg (R) ,
todos los-Irp por BXrp W), y todas las@ln por BGIn {Q).

Los péptidgeropuestos paratagtapa fueroobtenicbs mediante SPHFEgoc/tB, purificads

por RFSPE y caracteriaaghor RIPIPLC y espectrometria de mas#3TESTabla6y Anexo
2,3.Todos los péptidos presentaron viabilidad sintéticaurezas cromatograficas superiores
al 90% Ya masa experimental aeorde a la masa calculada teéricamente.

Podemos observar que cuando se reéigilRzentral poKse aumenta eldel péptido de
forma que egrupo guianidin es critico en la polaridad del péptido, compardds derlos
extremos de la secuernlos cuales al ser modificados no afectaroRe&spiecto al cambio de
L-aa por Eag se evidencia que la sustitucioR gerR y Q pdQ en todas las posiciones
simultdneamentgeneb un aumento en la polaridad del péptido gorenores, contrario a
estq el reemplazo de todos los residuos ViWpagened tr mayoressugiriendoque los
diasteeosOmerosinteractian de forma difererden la fase estacionadi la columna
cromatograficafectando los tiemposreééencion

Tablab. Caracterizacion de péptidos andlogos modificados con sustituciones de R por K (naranja)
y de tamino&cidos por-@minoacidos (azul).

RRHPLC ESIMSm/z
Cadigo Secuencia ( r:]?n) Pz;(je)za Teérico “;rli)r(np.. [M+3HF  [M+2HF
PRR RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 14858 1485.93€ 1485.862
KKK WQWKWQW 57 93 1401.75 1400.33

KORK WQWRWQW 6.3 98 1429.75 14294 14294
KR RWQWWQWR 6.4 98 1457.76  1457.76 1457.76 1457.76

K WQWWQW 7.1 95 114556  1145.56 1145.56
"R WQWRWQWR 5.9 99 1485.76 1485.773Z 1485702 1485.767!

20y RWQWRWQWR 6.7 94 1485.76 1485.772. 1485679 1485.786

3Q RWOWRWQWR 5.9 99 1485.76 1485.764: 1485669 1485.7%%

Aan RWOWRWQWR 6.5 95 1485.76 1485.770: 1485662 1485745

SR RWQWRWQWR 5.9 95 1485.76 14857 14859 1485.76
By RWQWRNQWR 6.1 89 1485.76 1485.770¢ 1485753 1485.766¢
Q RWQWRWWR 6.1 100 1485.76 1485.770¢ 1485. B0 1485.766

sy RWQWRWQVR 6.3 98 1485.76 14857 1485.76 1485.76

%R RWQWRWQW 6.3 99 1485.76 14857 1485.76 1485.76
IRYR%R WQWRWQW 54 94 1485.76 14857 1485.76 1485.76
20\ 4\ Gy By RWQWRWQWR 6.5 99 1485.76 14857 1485.76 1485.76
34Q7Q RWOWRWOWR 5.6 99 1485.76 14857 1485.76 1485.76
IRIWIFWIRNWEFWER 6.4 a0 1485.76 14857 1485.76 1485.76

* Todos los péptidos estan amided@s$ extremo-@rminal
aDatos referenciados @#rdenadlartinez. ket a[107]

60



Las propiedades fisicoquimicas de estos péptidos fueron detemmgiladfigbla?). Las
modificaciones R por Kgemerarorafectaciorsignificativaen la carga del péptido ya que
ambos amino&cidR y K3on cationicosin embargo, se evidencia que conforme aumenta el
namero de residuos de R reemplazadsen la secuencia hay una disminuciénveioel
GRAVY y un aumento en Liogéual indica que el péptido se hace levemente mas hidrofébico
debido acaracter menos basico deyla Hue posiblemente puede favoracéarteraccion con

la membrana celul&®especto a la flexibilidad observa qlee sustituciode R por &n los
extremos C ytdrminal gen€érun aumento destgdado que la cadena lateral de la K es menos
basicaliminando torciones poco favorables gessepadasrepulsioneslectrostaticagste

efecto no se obséen la posicion central seguramente debido a que al estar flanqueada por W
cuya cadena lateral es aroméatica volunéndsaigidez.

Los anélogos diastereoisomeros presentaron diferencias en el vaiterésgie que el
cambio de-aminoacidos por&minoacidos afecte el valor de LogP, a pesar de que la carga neta
se mantiene, como el péptiW I QFWRWIQFWIRquepresentd un valor positivo indicando
que el reemplazo de todosUasninoacidos por-&minoacidosuumeno la posibilidad de
generar interacciones con componentés dembrana. Los cambios parciatedujeron
valoremegativos, indicando que son péptidtrefilicosse observa guestituciones en el
extremad\-terminal indjeronunmenor valor Logfae aquellas que se encuentran en la regién
central o extremat@€minalindependiente de la naturaleza del resphlar (cargado, polar
neutro o no polargEn aquellos péptidos densereemplazémas de un aminoacido
simultineamente se evidenaida relacidrdirectamenteproporcionalentre nimero de
residuos sustituidg<el valor LogP.

Tablar. Propiedades fisicoquimicas degpdos analogos modificados con sustituciones de R
por Knaranja) y dedminoacidos por-&minoacidos (azul).

Cédigo Secuencia ijae'tga GRAVY LogP TPSA¥) Flexibilidad
R RWOWRWOWR 14 268 -1162 63945 0981
4K WOWWOW 14 248 0784 529310 1
YR WOWRWOW ‘4 254 0101 565190 1
RAICR RWOWWOWR 4 261 -042 603570  0.981
® WOQWAWOW 2 207 1267 419070  0.755
R WOWRWOWR +4 268 -1162 63945 0981
2 RWOWRWOWR +4 268 -1007 63945 0981
e RWOWRWOWR +4 268 0956 63945 0981
o RWGWRWOWR +4 268 -0958 63945 0981
R RWOWRWOQWR +4 268 0959 63945 0981
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Sdy RWQWRNQWR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981

“Q RWQWRWIWR +4 -2.68 -09%  639.45 0.981

s RWQWRWQVR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981

R RWQWRWOQW# +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981
IRMRYR WQWRWQW +4 -2.68 -0.707 639.45 0.981

20\ ey By By RWQWRWQ'WR +4 -2.68 -0.301 639.45 0.981
3QQ RWOWRWOQWR +4 -2.68 -0.715 639.45 0.981
IRWAIQWIRWAEQWIR +4 -2.68 0.331 639.45 0.981

Ya que todos los péptidos fueron sintéticafaetibdes se obtuvieron con purezas superiores
al 90% seevaluo su actividad citotoxica frerngeliaea celular derivada de cancer de mama
MCF7 y sselectividad frente a fibroblagi@ble8y Anexo 47 pesar de que las sustituciones
de R por K y daminoacidos por-&@minoacidosn silicpredijeron cambios favorables en
cuanto da interaccion con la membrat@dos los péptidasbtenidosen esta etapao
generaromefectocitotoxio frente dascélulagierivadas de cancer de mama W&kmpoco
afectaron la viabilidad de fibroblago&xo 4)razén por la cual no fue posislerminatos
valores Kgnilosindices de selectividhd pérdida de actividad generada por el cambio de R por
K, posiblementpodria estar dada pordkacion de estos aminoacidos con &l &8tar las K en
cercanialaesiduo aromatico generan interacciones catiéque imposibilitan f@rmacion

de puentes de hidrogeno en la cadena latéaak dbaciendo menos favorablenteraccion

con la bicapa lipidigapor ende imposibilitando su efextotoxico este item debe ser
estudiado a fondo y no hace parte del alcance de ¢8H tesis

Tabla 8 Efecto citotoxico y selectivo de los péptidos analogos modificados con sustituciones
puntuales.

- . 1Gopg/mL (UM)
Codigo Secuencia MCF7 Fibroblastos
RRR RWQWRWQWR 12082 >200 (135)*
KKK WQWWQW >200 (143)* >200 (143)*
HERK WQWRWQW > 200 (140)* > 200 (140)*
RKR RWQWWQWR > 200 (137)* > 200 (137)*
5K WQWKWQW > 200(174)* > 200 (174)*
“R WQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)*
24y RWQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)*
39Q RWOWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)*
ady RWGWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)*
SR RWQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)*
sy RWQWRNVQWR >200(135)* > 200 (135)*
“Q RWQWRWIWR > 200 (135)* > 200 (135)*
sy RWQWRWQVR > 200 (135)* > 200 (135)*
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R RWQWRWQW. > 200 (135)* > 200 (135)*

LRYRYR WQWRWQW > 200 (135)* > 200 (135)*
204\ S\ By RWQWRWGQWR > 200 (135)* > 200(135)*
QQ RWOWRWOWR > 200 (135)* > 200 (135)*
IRIWIPWIRWIGWIR > 200 (135)* > 200 (135)*

*IGono pudo ser calculado debido a que la maxima concentraciémauhubcida de viabilidad en un 50%

Respecto a la modificacion-dminoacidos por-&8minoacidoda pérdida de actividad puede

estar relacionadaosiblementecon dos efectos: (ipd cambiogn bs diasteeoi®meros
posiblementgeneraianalteracionesstructurales por impedimentos estéricos que disminuyen

la capacidad de los péptidos de auto ensamglbdgregarse enf@embrana celulavitando

guese genere el efecto citotoyd€@B] o (ii)se puede especular que ademas de la interaccion
electroestética, el efecto citotoxico puede estar mediado por una interaccidigaadeptor

entre el péptido y umaolécula de la membrana celular. Generalmente estas interacciones
receptofigando son de naturaleza conformacidoadle la homoquiralidad y estructura
terciaria son fundamentalgaque estd gobernada por la interaccion especifica entre los L
residuos del ligando y leediduos del receptd09] Posiblemente al cambiar uno 0 mas
residuos de la secuencia pamihoacidos, la secuencia puede perder capacidad de interaccion
con los kesiduos del receptor, indicando que todos los residuos de la secuencia pueden ser
relevantes para la interacciénetoeceptqren otros péptidos con este tipo de modificaciones

se ha evidenciado disminucién de la afinidad por su receptor, siendo este uno de los principale:
retos a los que se enfrentan los péptidosasnm®@acidofl10]Este item debe ser estudiado

mas fondo para poder confirmar estas suposiciones.

Debido a su baja actividad citotphdsgpéptidos evaluados en esta etapa, que contienen las
sustituciones puntualesfoeron seleccionadas pawadificar dos péptidos que preseaota
mejor actividad en la etapail@ontinuar eal estudio

7.3 Etapa |Evaluacion ¢eéptidoduncionalizads con el motivo RGD

Para esta etapse sintetizaon, caracterizan y evald el efecto citotoxico de péptidos
funcionalizadoson el motivo RGD en el extreawriNinal, @erminal o en ambos extremos
de la secuencieeniendo en cuenta los resultados obtenidost@paldos péptidoR-'RRR-

Ry R'RRRfueronseleccionados para esta esipaeembarggor facilidad sintética el péptido
R'RRR se escogio para d$encionalizdo con el motivo RGE&mo control positivo se
realizaron las mismas modificacionesptido palindromid&@RRy como control negativo
en el motivo minimo de actividathlécinBRRWQWR.
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Los péptidosfueron obtenids mediante SPP$moc/tB, purificads por RBPE vy
caracterizamb por RIPIPLC y espectrometria de mas&3TES{Tabla9y Anexo)5Todos los
procesos de sintesis fueron viabdebtuvierorpéptidoscon purezas superiore8Ggh yas
masas experimentalesrrespondierocon los/aloesde masa esperada cada péptidSe
evidenad que la adicion del motivo R&GI2 secuenaim afectd el proceso sintético y que la
inclusiérenel extremo N @Gterminal no indo cambios en elde las moléculaglicando que

la polaridad no fue afectada significativamiameorporaciésimultdnealel motivo RG&n

ambos extremode RRR ( RRR ) geneb un aumento en su polaridad
disminuyendo ektmientras que esta misma modificacCioR€RR ( RFRR
) la redyo.
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Tabled. Caracterizacion de péptidos analogos funcionatiaadostiviRGO{verde).

RRHPLC ESIMSm/z
Cadigo Secuencia ta(min) Pz)/r;za Tebrico l\;rl(?r(ﬁ. [M#SHF  [M+4HE  [M+3HF
RRR RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 14858 1485.83  1485.936
RGDBAhXx'RRR RWQWRWQWR 6.3 92 1928.21 1928.48 1928.483 1928.475€ 1928.4792
RRRAhXRGD RWQWRWQWR 6.3 96 1928.21 1928.46 1928.476t 1928.454 1928.434t
RGDBAhXx'RFRRAhxRGD RWQWRWQWR 6.1 84 2369.69 2368.99 2368.38 2369.328 2369.316
DGRAhx-RFRRAhxRGD RWQWRWQWR 6.0 99 2369.69 2369.67 2369.362 2370.305 2369.334
DGRAhX'RRRAhxDGR RWQWRWQWR 6.1 95 2369.69 2369.80 2369.824 2369.7828 2369.7894
LfcinB (@29 RRWQWR 4.3 96* 985.54 985.55 958.54
RGDBAhxLfcinB @25 RRWQWR 4.9 96 1427.65 1496.85 1426.85 1426,8441
LfcinB @-25YAhxRGD RRWQWR 4.9 90 1427.65 1427.19 1427.196¢ 1427.183¢
RGDBAhxLfcinB (2@5}AhxRGD ‘RRWQWR 48 86 1869.14 1968.20
DGRAhxLfcinB @25)AhxRGD RRWQWR 49 81 1869.14 1869.08 1869.08  1869.08
DGRAhxLfcinB (2@5}AhxDGR ctRRWQWR 4.9 91 1869.14 1869.58 1869.571 1869.581€¢ 1869.5727
R'RRR RRWQWRWQWR 6.2 93 16487 1641.88 1641.892 1641.885
RGDBAhxR'RRR RWQWRWQWR 6.2 95 2084.39 2084.62 2084.6 2084.616 2084.635
R'RRRAhxRGD RRWQWRWQWR 6.2 98 2084.39 2084.62 2084.611 2084.6272
RGDBAhxRRRR-AhXRGD RWQWRWQWR 66 97 2525.88 2525.42 2525.439 2525.418: 2525.415
DGRAHXR'RFRRAhxRGD RRWQWRWQWRhx 60 Q0 2525.88 2525.95 2525.926 2525.968
DGRAhxRRRR-AhxDGR ‘RRWQWRWQWR 6.0 65 2525.88 2426.321

*Todos los péptidos estan amidados en el exttemar@l.
aDatos referenciados por Vagasanova, at;a[70]



Los cambios inducidos a nivel de propiedades fisicoqpomleagincionalizacion con el
motivoRGD se observan en la Tl evidencia que cuaabmotivo RGD se adiciona en el
extremo Nerminal de la secuen@hvalor LogP disminuye en mayor medida que cuando se
posiciona en el extremte@ninal, esto evidenciando fuebicacion d&ipéptido influye en
elaumento de laidrofilicidad de la molécuid adicionar en ambos extreglasnotivoeste

valor también disminuga mayor medigdasto no solo debido a lo mencionado previamente
sino también a qu& secuencia adicionadetiene los residuos Rlg<cualeaumentan la
polaridad

El TPSA aumentd con todas las modificaciones, lo cual esta relacionado con el hecho de que a
mayor cantidad de residuos en la secuencia tambiéser@ydas zonas donde se pueden
establecer interaccionygsor tanto menor su posibilidad de permear la membrana celular como
molécula sin agregacida. fexibilidadconformacionabmbién aumentéon el nimero de

residuos que companéa secuencia, denotando una mag&ibilidad de interaccion con la
membrana y posiblemente un efectaditma mayor al dedptido palindromico.

TablalQ Propiedades fisicoquimicas deéptidos analogos funcionalizados con el motivo
RGD (verde).

Cédigo Secuencia (r:\l?el:[ga LogP TPSA @\ Flexibilidad
RRR RWQWRWQWR 4 -1.162 639.45 0.981
RGDBAhX'RRR RWQWRWQWR 5 -2.26 855.05 1.267
RFRRAhxRGD RWQWRWQWR 5 -1.227 860.05 1.233
RGDBAhX'RFRRAhxRGD RWQWRWQWR 6 -4.797 10684 1.515
DGRAhx-RRRAhxRGD RWQWRWQWR 6 -4.785 1068.15 1.515
DGRAhX'RFRRAhxDGR DGRAhXRWQWRWQWR 6 -4.885 1068.15 1.515
RPRR RRWQWRWQWR 5 -2.441 730.45 1.089
RGDAhXxRRRR RRWQWRWQWR 6 -3.266 946.05 1.355
RIPRRAhxRGD RRWQWRWQWR 6 -2.135 951.05 1.323
RGDBAhXRRFRRAhxRGD RRWQWRWQWR 7 -5.679 1159.15 1.588
DGRAHXRRRR-AhxRGD RRWQWRWQWRh»* 7 -5.678 1159.15 1.588
DGRAhXRRRR-AhxDGR ‘RRWQWRWQWR 7 -5.771 1159.15 1.588

*Todos los péptidos estan amidados en el exttemurtal.

Se evaluél efecto citotoxide los péptidos sintetizadosesta etapaente a células MCly

la selectividaahte fibroblastos y eritrocifdalflally Anex®). Los resultados muestran que los
péptidos que contienen el motivo RGD en el extremmuon@l no presentaron efecto citotoxico
significativo, indicando que la incorporacion de este motivo en ese extremeididiajaléa p
la actividad citotoxica de la secuencia en las céltiladavhGEtrando que son viables como



potenciadarsde actividad.os resultados obtenidos en estas etapas sugieren que ka region C
terminal del péptid82RR es critica para el efecto citotoOxédordsmo, ya que cualquier
modificacion bien sea de adicién, delecion o reemplazo reduce significativamente la toxicidad
frente a las células MCF

Contrario a estenaquellos péptidos donde el moR@Dfue adicionado Unicamente en el
extremo N-terminal el efecto citotoxicdrente a las células MCFse incremento
significativamente respecto a su anélogo original. Elp@pHdo<RRRpresenté umenor
IGo(14 pNIrespecto al del palindrofif®®R (le= 81 uM); de igual formayrrio coel péptido
‘RRRR (le= 39 uMal compararlo cah péptiddR'RRR (le= 68 uMFig.10

Tablall Efecto citotoxico y selectivd piptido palindromico, motivaninimo yR'RRR
funcionalizados con el motivo RGD

.- , IGopg/mL (M) Hemodlisis
Codigo Secuencia MCF7 Fibroblastos  (%F
RFRR RWQWRWQWR 120 (81) >200 (135 6.7
RGDRAhXx'RRR RWQWRWQWR 27 (14) 108 (56) 7.1
'RRRAhXRGD RWQWRWQWR >200 (104) >200 (104*) 3.3
RGDBAhXx'RRR-ANXRGD RWQWRWQWR >200 (84)* >200 (84)* 0.7
DGRAhx-RRRAhxRGD RWQWRWQWR >200 (84)* >200 (84)* 1.6
RGDAhXx'RFRR-AhxRGD RWQWRWQWR >200 (84)* >200 (84)* 6.7
LfcinB @-29 RRWQWR
RGDBAhxLfcinB @29 RRWQWR >200 (146) >200 (146) 0
LfcinB @25YAhxRGD RRWQWR >200 (146) >200 (146) 0
RGDBAhxLfcinB (2@5YAhxRGD ‘tRRWQWR >200 (146) >200 (146) 0
DGRAhxLfcinB @25YAhxRGD RRWQWR >200 (146) >200 (146) 0
DGRAhxLfcinB20-25}AhxDGR «RRWQWR >200 (107) >200 (107) 13.8
RIFRR RRWQWRWQWR 11268 >200(12) 6.4
RGDAhXxRRRR RRWQWRWQWR 82 (39) 195 (94) 2.0
RRPRRAhXxRGD RRWQWRWQWR >200 (9P >200 (9P 154
RGDBAhxRRRRAhxRGD RRWQWRWQWR >200 (79) >200 (79) 0
DGRAHXRRRR-AhXRGD ‘RRWQWRWQWRH% >200(79) >200(79) 0.6
RGDAhxRRRR-AhxRGD ‘RRWQWRWQWR >200 (79) >200 (79) 1.7

*IGo no pudo ser calculado debido a que la maxima concentracionredukualdm de viabilidad en un 50%
2Porcentaje deemolisis calculado a concentracion maximag2oo

Respecto a selectividad, el pégii@aAhx»RRR no generd hemodlisis significativa en
eritrocitos, pero en fibroblastos{I&6 uM)ise observd un efecto citotbxico mayor al
evidenciado por el palindromo no funcionalizado; sin embargo, al calcular el indice de
selectividad, este da 4 lo que muestra que el péptido si diasdailuilas normales tes
cancerosas. De forma similar, el péptid@AhxRRPRR tampoco ejercié hemdlisis
significativa (2%) pero si genero citotoxicidad frente a fibrlas@4 uM).
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El uso del tripéptido RGD ha sdaluado comanotivo guia de quimioterapéuticos
nanoparticulas y otras moléculagpotencial efecto anticancerbaoia células derivadas de
cancer de mama debido a su reconocimiento por la integrtifi¥a integrinenedia la
interaccion entre célulasn la matriz extracelular y prewda angiogéne$isl §[1135i bien

estos estudi@videncian una mejorastefecto citotdxico o entrega de estas moléaotites

al igual que los resultados evidenciados en |4 TTddbtalda adicion del tripéptido en el N
terminal disminuye lossd@nte a MCGF,poco se ha evaluado sobre el efecto de la adicion de
este motivenla selectividad de la molécula

Teniendo esto como basmaelo de cultivo primario de fibroblastos joftenatlizado con
elpropositaleevidenciar @osiblesfecto citotoxico sobre otmomleloxelulares que expresen

dicha integrinda cual se ha evidenciado en fibroblastos durante los procesos de cjcatrizacion
fibrogénesifl14], [11Ek interesantdbservacomofrente a este modelo hay aisminucion

de la actividad metabdlica celular dependiente de la concentracion de |02 ®BEgtictos

RRRy ‘RRRR gue no se obséfrente a eritrocitpsugiriendo que esta reduccion
posiblementes dada por la adicion del motivo RGD a la secueswigagaeonocido por la
integrind s’ W
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lgual cabe destacar que a las concentracipdeseBIos péptidos para MC$e obsedwn
efecto diferencial con ambos modelos de células no canerusdibroblastos como
eritrocitos, con indices de selectividad mayores €Tabla 3 clasificando ambas
funcionalizaciones como promisorias.

De forma similar aslagesultados obtenidos en la Etapastdaro que cuando se realizan
modificaciones y/o adiciones al extretgon@nal de la secuen€iabla3y 11), el efecto
citotoxico y selectivo del péptido se ve comprgmestidopodria sugerir que para que la
secuencia ejerza un aumento de su efecto citotoxico es ne@sagatote cargas en la
region Nterminal ya que los péptid®d*RR RR “RRRy RRRRfueron

los que evidenciaron los menorgdréGte a MCF.Esto podria relacionarse con la posible
interaccion inicial péptismembrana, la cual se ha reportpdpara péptidos catidnices
rapidasienddos patrones de distribuciorcdmya aquellos qdavoreenel ceensamblaje de

los péptidoa la membrand 16[118y por tanto aumentando su efecto citotoxico.

En adicion a los péptidogncionadqgsse sintetizaraaomo controles los péptidRISDAX,
AhxRGD RGDBAhxRGDos cuales cumplen una funcién de péptido guia no cifdaiteco

12 yAnexo 5)%* evalu6 también la mezcla fisica de estos péptidosocodipalindromo
original’®RR con el fin de determinsires necesaria la funcionalizacion del péptido con el
fragmento o la presencia de anpiépsidosen el medi@s suficiente para mejorar el efecto
citotoxico. En Rigurallse puede evidenciar que ninguno deéfigloscontrol del motivo

RGD induce efecto citotdéxico alguno sobre lasM€lefasanteniendo su viabilidad a todas
las concentraciones evaluadas

Ademas, cuando sezclocualquiera de los péptidmmtrolde motivoRGDjunto con el
péptido’RRR (Fig.11 azul, verde y morado en linea disconsauayidencigue no hay
diferencias significativas con la actividad del palindrigmal (Fig 11 rosadoen linea

continua), indicando que la mezcla fisica de los motivos no es suficiente para generar un aument
en la citotoxicidad dpEptido palindromicaino que es necesaria su incorporacion a la
secuencia

Tabla2 Caracterizacion de péptidos control del motivo RGD (verde).

RRHPLC ESIMSm/z
Codigo Secuencia (:1?”) P;/rﬁe)za Tedrico 'grli)r(np.. [M+2HF  [M+H]"
RRR RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 14858 1485.862
RGDBAhx 0.6 85 458.52 458.27 458.2% 458.2%
AhxRGD 0.7 96 458.52 458.271 458.274 459.267
RGBAhxRGD 0.8 94 786.85 786.419 786.423 786.416
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Es interesante notar que aunque existen varias tpragiaglucraanticuerpos, péptidos,
moléculas pequefias, entre otras basadas en el reconocimiento del tripéptido RGD como
antagonista de la integrina y pdr tanto ejerciendo un efestticancerosos dirigido tanto

hacia el tumor como hacia la vasculatura tyfri®}lgiriendo quel motivdRGDpor si solo

no ejerce este efecto, es necesario que est@widl péptido para inducir el efecto citotéxico
sobre MCF.

Enesta etapa se logré identificar dos péptatiomnalegsjue pueden ser promisorios para
continuar en el estudio, por lo gueotalse identificarod candidatos que han presentado
efecto citotéxico significativo por las célulag M@FR indice de selectividad mayor que 1, los
cuales se relacioremlalabla3

Tabla3 Péptidos modificadmomisorios identificadds las Etapas | y .

Codigo Secuencia Icl\z)loc(:w) Fibrolﬁlastos EritrI:)Scitos
RRR RWQWRWQWR 81 >1,6 >1,6
RRRR RRWQVRWQWR 68 >1,8 1,8
“RRR RWQWRWQWR 14 >4 >4
R'FRR RRWQWRWQWR 58 >1,9 >1,9

7.4 Etapall: Evaluacion de péptidos promisorios frente a diferentes
subtipos de cancer de mama

En la Tabla 13 se presemaiziladad de los péptidos modificados obtenidos de las Etapas | y II
se puede evidenciar queégitido «“RRResaquel con menors@ente a MGFy con
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los mayores indices de selectivjaadtal razon su actividad citotdxica fue evaluada a tiempos
de 2, 24y 48 h frente a las lineas calalaradas de diferentes subtipos moleculares de cancer
de mama: MCF subtipo luminal A, BT4 subtipo luminal B, MDI&-468 subtipo triple
negativo A y MBMB-231 subtipo triple negat/o

Con el fin de determinar si la funcionalizacion con el tripéptigm&®a&iD efecto diferente
al del péptido palindromico frente a las cuatro lineas cskilewak)é en primera instancia el
comportamiento de las células frente al pépigioalRRR.

En la Figurd2se evidencia que no hay diferencias significativas en el efecto ejercido por el
péptidoRPRRentre los tiempos de 2 y 24 hgxighulaconservandas 1Gdentro del mismo

rango de concentraci80-00uM). Laactividad citotoxic® mantuvbasta por 48 benerando
diferencias significativas Unicamente a las concentraciones dedithie200entando asi

su I&por encima de la maxima concentracion evaida@ado quel efecto inducido por el
péptidoes rapido, dependiente de la concentracion y se mantiene hasta las 48 h de tratamiento

La linea B474 es mas resistente al efecto del p#ftRobservando a 2 h una disminucion

de la viabilidad celular cercana al 40% por lo cual no es posible caiswdatasl IC
concentraciones evalugdas patron similar se observd chadtferrina de camello donde

para ejercer un efecto citotoxico significativo sobre esta linea se requirieron concentraciones
entrel2 y 400 veces mayores a las evaluadas en edtE20hBdemas, se evidencia una
diferencia significativa en el efecto citotoxico ejercido en las concentraciones de 50, 100 y 20(
pg/mL a 24 y 48 h comparado con el efecto a 2h, en este caso se ve disminuida la citotoxicidz
ejercida por el péptido, lo cual podria deberse a una recuperacion de la actividad celular una ve
el péptido ha ejercido su efecto agudo.

Frente a la linea MIMB-468 se evidencié una disminucién de la viabilidad dependiente de la
concentracion sin diferencias significativas en los 3 tiempos evaluados, oktdei8Bd66C

y 79uM para 2, 24 y 48 h respectivamente. A la maxima concentracién evaluada la viabilidad
celular fue cercana al 30%, etéctxicasimilar al evidenciado previamente para otro lote de

este péptidfr3iconfirmando la reproducibilidad de la sintesis y eficacia dela molécula.

Las células MEMB-231 luego de 2 h de tratamiento con el gptiRpresentaron unsde

15Qug/mL (101M) siendo menos sensibles que las lined, ME€fOrma similar con la linea BT

474 se evidencia una diferencia significativa en el efecto citotdéxico ejercido en las
concentraciones de 100 y RL a 24 y 48 h comparado con 2h.
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Figural2 Eecto sobre la viabilidad en las célelagadas de cancer de mama NMER?7,
MDAMB-468 y MDMB-231 dedéptido'RRRa 2, 24 y 48 h de actividad.

En la Figura $8 evidencia que a ninguno de los 3 tiempos estwbldoiddiferencias
significativadel efecto citotoxideente al cultivo primario de fibroblgstoanteniendo la
viabilidad destosnvariable a todas las concentraciones evaluadas
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Figura 13 ecto sobre la viabilidae fibroblastos del péptid@RRa 2, 24 y 48 h de
tratamiento.

Ya que se evidencié que en todos los casos el igEfRdpercio una disminucion de la
viabilidad frente a todos los subtipos de cancer de mama evaluasiesdatentasta por
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2 diasse procedio a analizar el efecto del péptido salseedgproliferacion celular a 2, 24y
48 h (Figur#y Anexo)7Los resultados muestopre el péptido no ejerce una afectacion a la
duplicaciéon celulan la poblacion de célulge no fueron afectagdasidiéndosentonces
pensar que el péptido es citotdxiengos cortos como,3/faquellas células que no murieron
en ese periodo de tiengamtintan con su actividad proliferativa normal.
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Figurald. Eecto sobre laroliferacioren céluladerivadas de cancer de mama NMER 74
MDAMB-468y MDAMB-231; y frenteuacultivo primario de fibroblastos del pépgRdSRa
2, 24 y 48 h de actividad.

Con base en los resultadesevalu6 demisma forma el efecto ejercidogbpéptido

-RRR este fue guegenerd la mayor disminucion a la viabilidad celular de la linea celular
MCF7 cuando se compara con los dgrégsdos promisorios y esta actividad se mantuvo
invariable a los tres tiempwaluados cd@s.de B 24y 30uM (Fig. 9).

Las lineas BA74yMDAMB-23Tueron menos sensibles al tratamiento, de forma que el péptido
no generd ldisminucion de la viabilidad celular en un 50% (Fign 18&)linea BV4 se
evidenciaun efecto muy similar al del péptfig’R en este caso la funcionalizacién con el
tripéptido si bien mantuvo la citotoxicidad del palindromo no la asigrefitdtivamente

esto podria deberse a gs& linea celulexpresa en menor medida la integriaa] 12]

En MDAVIB-468 se evidencio un aumento del efecto citotéxico comparado con el palindromo
generando un efecto citotoxico a concentraciones mas bajas del péptito2)ri 83y |1

para 2, 24 y 48 h, respectivamente. Adempéssentdiferencias significativas a los tiempos
evaluados permitiendo sugerir que el péptido ejerce uaitfcicaapido y duraderbsta

linea celular, al igual que MG&mbién sobmexpresa la integrinas “[12], [12&]igiriendo
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qgue el reconocimiento del tripéptido RGD por este receptor favorece el efecto citotoxico del
péptido RRR

El cultivo primario de fibroblastos a las 2h de actividad del péptido denota una disminucion del
metabolismo celular que disminuye su viabilidad en un 50%, sin embargo, pasadas 24 h este
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Figural5 Eecto sobre la viabilidad en las célelasadas de cancer de mamaNERB74,
MDAMB231 y MDMB-4681el péptido «“RRRa 2, 24 y 48 h de actividad.

efecto sobre ehetabolismo celular es meng que la viabilidadue cercana al 80% y
finalmentea 48h posttratamiento con el péptidas células han recuperado su actividad
normal (Fig. 1®ste cultivo primario fue extraido de prepucio de un recién nacido, razon por la
cual sus células tienen una mayor expdesigstantegrina lo cual podria explicar como la
adiciéon del motivo RGD tiene un impacto inicial sobre la viabilidad de este modelo.
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En la Figura 17 y Anexo 7 se evidencia el andlisis de proliferacion celular, dobdepademos
que, a pesar dee el péptidd “RRRpresenté&l mayor efectoitotoxico, las células
retienen su capacidad proliferativa luego del tratansigiiendo que al igual que el péptido
original, este péptido funcionalizado presenta un efecto citotoxico inmediato més no induce
alguna modificacién sobre la respuesta prolderdi las célulaso afectadas por el
tratamiento
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Figural7 Becto sobre laroliferacioren céluladerivadas de cancer de mamaNEHB74 y
MDAMB-231; y frente a cultivo primario de fibroblastos del gé&fitlox-1RFRRa 2, 24 y 48
h de actividad.

Los péptidoR-'RRRy -R'RRR(Tabla 13ambién fueron evaluados frente lé&neas
celulares derivadas de los diferentes subtipos moleculares de canceT delanbdAméxo
7.Figuras A%Ar7.12donde se observaron patrones similares a los previamente sieadiatos
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las lineasassensibles ME&Fy MDAB-231 mientras que en las que menos efecto se evidencio
fueron BRA74 y MDMB468.

Tabla 14Efecto citotoxico de los péptidos promisorios frente a lineas celulares derivadas de los
subtipos moleculares de cancer de mama Luminal A, Luminal B, Triple Negativo A y Triple
Negativo B a tiempos de 2, 24 y 48 de horas.

Secuencia IGohig/mL.
MCF/ BF474 MDAMB-468 MDAMB231
Horal| 2 24 48| 2 24 48 | 2 24 48 2 24 48
RRR 51| 63 | 80 | 150( >200| >200| 57| 53| 30 | 67 | 151| 70
“RRR | 4 2 2 | 93 |>200/>200| 7 | 6 2 6 20 | 58
RRPRR 17| 49 | 60| 41| 180 | >200| 56 | 33| 17 22 25 | 95
-RRRR | 22| 30 | 157| 60 | >200| >200| 127| 33| 28 | >200| 81 | 46

*Secalcula el kgpara poder realizar comparaciones en todas las lineas celulares yd tdiea@s@alcanzo el
1Go

Esta informacion permite determinar gsi€liatro péptidos promisorios evaluados presentan
efecto citotdxico a tiempos coredsual neariade forma significativa con el tiepgiendo

solo dependientes del aumentdadeoncentraciéen la mayoria des modeloselulares
evaluadosinejecer efecto alguno sobre la proliferacion U células no afectadas

Asimismo, el hecho de que estos péptidos presenten mayor o menor actividad en algunas de las
lineas celulares evaluadas sugiere gue ademas de la interaccidn electroestatica entre las cargas
positivas del péptido y las moléculas cargadas negativameuoteedéla celular (interaccidon
inespecifica) puede estar involucrado otro tipo de interaccién de naturaleza especifica que hace
gue unas células sean mas susceptibles que otras

Teniendo en cuenta que la linea™MGE& la méas sensible al efecto de los péptidos y representa
el subtipo molecular déncede mama més frecuente endhlgrion, sedefine comel

modelo a emplear paraelaluacién de mecanismasociadosla actividacitotoxica. El
péptido que mejor efecto preéemtesta linea a los tres tiempos evaluaéis -RRR

y por tantestefueempleado para la evaluaei@canismoasociados al tipo de muerte celular
inducida mientras queon los péptidos promisol®$RR yRRR seevaluaron algunos
aspectos preliminares.
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7.5 Etapa IV: Estalileéentode mecanismos asociados a la actividad
anticancerosa dlespéptidesmaspromisorios

7.5.1 Péptidos 'R°R°Ry R-'R°R°R

Para determinar el tipo de muerte celular inducida por los fiéBtRlpR'RR°Rse realizo
ensayo de citometria de flego los fluorocromos Anexina V/7p&da, estimar la poblacion
celular que sudrapoptosis y/o necrosis en células/ifEf18). Después de 2 h de tratamiento
con el péptid&¥RR (IG= 81uM), se evidengique el efecto citotdxico de este péptido esta
asociado principalmente a evedmspoptosis tard{@l,9%), seguido de apoptosis en fase
temprana (10,4%)y en menor grado asociado a necrosiBiga®BoL]resultados similares

a los evidenciados previamente para otros lotes de esbe gepdiel la mayor poblacion
también se desplazé a apoptosis fadlia

Respecto al péptido palindrorfiéi@R en la Figur®A en color nararga evidenci@mo se

da elcorrimiento de la fluorescencia en un porcentaje similar tanto para Anexina V como para
7AADIo cual nos indica una mayor cantidad de eventos de apoptosis tardia. Este resultado se
corrobora con los porcentajes encontrados en lagRyyr&Ala concentracion dekd€

después de 2 h de tratamiento se evidencia que la mayoria de |q§58%eestin
relacionados con apoptosis y soélo el 18% con necrosis, resultados similares a los evidenciadc
previamente para otros lotes de este péptido.

En las células MCTFtratada con el péptido modificadB'RRR se evidencié un
comportamiento ligeramente diferemtie del palindromogonde se obsérwn mayor
corrimiento de la fluorescencia en Anexina A que erFigAAB\) indicando unmayor
namero de eventos relacionados con apoptosis ter3@a@nagoptosis tardialo) yun
menor porcentaje de célulanecrosis®o). Esto nos permite inferir que el péRtERHER
ademas de tener urck@enor también induce en menor proporcion eventos necroéticos y mas
eventos de apoptosis temprana lo cual sugiere que posiblemente este pépinionganere
gradoefectos secundarios inducidos por inflamacién ddtierresultados estan acordes con
los cambios morfolégicos observados en las célulasr@ias con estos péptidos en los
ensayos MTT de viabilidad celular, comansedondeamiento y disminucion del tamafio
celular los cuales son caracteristicos de células que estan en procesos apoptoticos.
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Figural8. Ensayo de citometria de flujo para la determinacién de apoptosis/necrosis en células
MCIF7 tratadas por 2h con gld€lopéptidosRRR yR-RRRA. Histogramas representativos

del cambio en la fluorescencia de los tratamientos e\Bl@Gdfiso de barras del porcentaje

de eventos relacionados con células vivas, en apoptosis temprana, tardia o necrosis en cada uno
de los tratamiento§=3), ANOVAle dos vias caomparaciones multiples de Tukey.
aDiferencias estadisticamente significativas con el porcentaje vivo de células pa& tratadas,
0,0001°Diferencias estadisticamente significativas con el porcentaje de apoptosis temprana de
células no tratadamss 0,0005Diferencias estadisticamente significativas con el porcentaje de
apoptosis tardia de células no tratpada®,0001¢Diferencias estadisticamente significativas

con el porcentaje de necrosis de las células no pa@0ad1Diferencias estadisticamente
significativas con el porcentaje de apoptosis temprana/tardia de células tratadas con el péptido
palindromicdRRR p< 0,0001C.Diagramas de puntos representativos de los tratamientos en

los canales de Anexina V 'y 7 AAD Q1: Eventos en apoptosis temprana, Q2: apoptosis tardia, Q3:
necrosis y Q4: eventos vi@ostrol de apoptosis: Actinomicina D, control de necrosis: EDTA,
controlnegativo: medio RPMI 1640.

Para corroborar que los péptidosaucen muerte celular mediada por necrosis de manera
significativa se realizé el ensayo de citometria de flujo de liberacionklg.Chlten{e a
células MCE En este ensayo sgtlizd como contrgbositivola molécula PMA encargada de
inducir necrosis en las célidago de 1 min de corsdadicionBMAy se observo anmento

en la fluorescencia dada por el indicador de calcio intracelular EAOfGkiia contraria,
cuando las células fueron tratadamediio(control negativaconcada uno de los péptidos
RRR YR'RRR(concentracion correspondient&glno se observo alteracion en el patron de
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fluorescencia celul&r que indica que Be presentiberacion dealcio intracelular respecto
al control negativé&stos resultados muestrpare estos dos péptidos no inducen efectos
necroticos significativos en las célulasr M@Bultado que esta acorde con los resultados
obtenido en los ensayos de citometria de flujo con los fluorocromos Anexina V/7AAD.
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Figural9 Diagramas de puntos representativos de los tratamientos el canal FL1A del indicador
de calcio intracelular 520 AM en células™fadas con ekd@e los péptidoBRR yR-

RRR la adicion de cada uno de los compuestos se realizd en el tie@potrbhmiasitivo:

PMA @M, control negativo: medio RPMI 1640.

Para determinar qué ruta apoptética, intrinseca o extrinsecactgasién células M&F

por el efecto de cada uno de los pépRiIBER YR'RRR se realiz6 el ensayo para la
determinacion de la activaciércatpasas 8 y 9. En la Fifurapodemosbservague el
péptido palindromic#¥RR presentdé umayorcorrimiento en la fluorescencia dado por la
activacion de Caspasa®parado coel péptiddR'RFRR En la Figurd0 B se evidencia que
ambos péptidos indujeron de manera significativa la activeaspas@cuando se compara
con el control sin tratamiento, siendo el péptido palindiéiiR@l que genérla mayor
activacion de la via de apoptosis extrinseca.
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Figur&20. Ensayo de citometria de flujo de activacion de Caspasa 8 en -GétrasasdsiCeEON

el 1G de los péptidofRR YR'RRR A. Histogramas representativos del cambio en la
fluorescencia de los tratamientos evallBad&sfico de barras del porcentaje de activacion de
Caspasa 8. ANOVA comparaciones multiples de[3fer&Kcias significativas con las células
sin tratamient® Diferencias significativas con las células tratai@8°Bon

En la Figu2lpodemos evidenciar un comportamiento sjelilpéptidgalindromicéRRR
activo la Caspasa 9 en mayor medida que el RéRfR. Estos resultados sugieren que el
péptidoRRRactivé en mayor medida ambas caspasas, miengadagéulas tratadas con
R'RRRse presentd menor activacion de las caspasas 8 y 9.
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el 1G de los péptido¥RR yRIRPRR A Histogramas representativos del cambio en la
fluorescencia de los tratamientos evallBad&asfico de barras del porcentaje de activacion de
Caspasa 8. ANOVA comparaciones multiples de[3fer&Kcias significativas con las células
sin tratamientd Diferencias significativas con las células tratadBsOgérDiferencias
significativas con las células tratadd=eBt

Luegadel tratamiento con el péptiRR se activian tanto la via intrinse@@,6%de los
eventoscomo extrinsed@9,7%de los eventosle la apoptosis, sugiriendo que el péptido
posiblemente esté activando de forma simultdnea algun receptor de muerte celular y a su vez
actuando sobre un blanco intracelular.

A pesar dgue el péptidB-'RRRejerce mayor efecto citotdéxico que el péRtiéie, wiando

las célulaisierontratadas con el péptiRRRRse observé en menor grado la activacion de las
viasextrinsecd30.7%de los eventog) intrinsecd27.8%de los eventqs3ugiriendoque
posiblemente en algunas células se activen receptores ddomemedias se internalice el
péptida También se debe considerar que el efecto citotoxico deppegaekar mediado
porotro(s)mecanism(s)de muerte celular programdaspectque debe ser evaluadssia

fuera del alcance de este trabapp)eyesta contribuyendo de forma significativa al efecto
citotoxico del péptido.

Con el fin de evidenciar si estos péptidos ejercen algun tipo de actividad sobre la migracion er
conjunto de las células cancerosas’ MeHealizd ensayomeinehealing® evidencié que
transcurridas 24 h los dos péptidos disminuyeron de forma significativa la capacidad migratoria
celulardebido a que no se observé cerramiento de la efistena contrarj@n lasélulas

sin tratamiento o tratadas con estradiol se observé disminucién del area de la herida en un 20%
(Fig 22). De igual forma a las 48 h se obgaeen las células sin tratamiemtatadas con
estradiglelarea de la herida disminuyd en 32% y 33%, respectivamente. Las células tratadas cor
el péptido'RRR y R'RFRR presentarordisminucion del area de la heridaB¥ny 11%
respectivamente, sugiriendo que estos péptidos inhibieron significativamente el cerramiento de
la herida y por ende la migracién celular.

Estos resultados nos indican que ambos péptidosugjeztacto citotoxiselectivo por las
células MCF, el cual estd mediado principalmente por apgptoss la capacidad de inhibir
de forma significatia migracion celuldgste es un resultado interesante debido aagie est
péptidcs ejeréeronuna respuesta contraria a la observada para las proteinas34-halLFB
descrito que estas proteinas aatoa factores promotores de la migrdei@élulas1CF7
generado por el cambio ldeconcentracion préita en el microambiente celular yano
activacion especifoi@una fa[68]

81



A Sin tratamiento  Estradiol R

B,_\ b b ab
5100- “ab
©
S
= go]
9]
< 0h
©
o 807 24 h
o
g 40} 48 h
<L
20
0 T T T T
S S R Q-
& S &4
& I & &
& & RS

Figur&2. Ensayo de wouhdaling en céluldCF7tratadas con los péptideRR yR'RRR

Aa la concentracion dehACMicrofotografias representatigasarea de la heriBaGrafico

de barras del % de area de la herida luego de 24 y 48 h de tratd@ibéhtoomparaciones
multiples de SIDAKDIiferencias significativas con las células sin tratamiento al mismo tiempo
de evaluaciénDiferencias significativas con las células tratadasradiol al mismo tiempo

de evaluacion.

El tipo denuerte inducidés péptidoF¥RR YR'RRR, y su efecto sobre la migracién celular
fue publicado en el artic@lbanges in Length and Positive Charge of Palindromic Sequence
RWQWRWOQWR Enhance Cytotoxic Activity against Breast Cancer Cell Lines | ACS Omega

7.5.2 Péptido RGD-Ahx-"R°R°R

Con el fin de establecer el tipo de muerte celular inducido por ¢t BegtiddRrRRal 1Go
27pg/mL(14uM) sobre las células MCkiegale2y 24 h de tratamierge empled el ensayo
de citometria de flujo deexina VFAADevidenciado en la Figudg Anexo.8

Luego de 2h de tratamiesitd3% de la poblacion cekséd vivagnel restant&7% se observa

el efecto citotoxigignificativalel péptidqFg. B C)el cual estdediado mayoritariamente

por eventos apoptoéti@msdenciando un aumento de la mancacranexina V (Figd B) que
denota un movimiento en la poblacion hacia los cuadrante$FR 848)3De estos eventos,

el 19% corresponde a marcacion unica con aguamdantocelulas en apoptosis temprana

El 37% de los eventos presentan doble marcacion tanto con anexina V -4@gkib con 7
estableciéndolos como poblacion en apoptosis tardiaglyl86lde lpoblacion presento
marcaje conAADindicandmecrosiproducto de la accion del pép(idg. 2).

De forma similar cuando las células fueron tratadapéptideR GRANx'RRR por 24 h,
también se evidencié disminucién significativa del porcentaje de células vivas mediado
significativamente por eventos apoptéticos (Fig. 23). En este caso hay un 16% de la poblacion
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asociada con eventos de apoptosis temprana y 9% con eventos de apoptosis tardia, indicand
que, el péptido ejerce cambios en las células que permitan que luego de 24 h haya induccion d
apoptosis en la poblacién. Estos resultados son prometedorescpanpaeagalel efecto de

este péptido d&é3 aminoacidos a |&¥mL con el ejercido por la LfcinB (péptido de 25
aminoacidos) a una concentracion deg3@, la LfcinBiduce apoptosis en menos del 20%

de la poblacion de células MOR3] sugiriendo que el péptiga RRR presend
mayoractividad citotdxica que el péptido palindrémico oyitzndtinB.
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Figura23 Ensayo de citometria de flujo para la determinacién de apoptosis/necrosis en células
MCF7 tratadas pory224 tcon el 1 de péptido 'RRRA. Diagramas de puntos
representativos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y @QisentO¥ enecrosis,
Q2:eventos en apoptodisrdia Q3 apoptosis temprama Q4: eventos viv@ontrol de
apoptosisFormaldehido 4%control de necrosidanol 50%control negativo: medio RPMI

1640.B. Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos
evaluadosC. Grafico de barras del porcentaje de eventos relacionados con células vivas, en
apoptosis temprana, tardi@egrosis en cada uno de los tratami@rt®)s ANOVde dos vias
concomparaciones multiples de Tukey

2h

Para enfirmar que los cambios morfoldgicos establecidos corresponden a eventos apoptéticos
sedeterminé la activacion de caspasas4{KicAriexo 9) y la despolarizacion de membrana
mitocondrial (Fig4® Anexo 10)

En la Figura 24 en el panel A, se puede obselagpaiplecion que se desplaza hacia el
cuadrante Q1 es menor alidgtcando de forma congruente tensayo de la Figuraiz®
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menos del 1% ds lkeélulas ME&fsufre eventos de muerte mpacrosis/permeabilizacion de la
membrana celular en ambos tiempos evaluados. Aesudoepaneles B geCevidencia que
luego de 2 h de tratamiento ebpéptidc 'RRRhay una activacion significativa de
caspasas @h27% de [@oblacidn celulade estas, @2% son células todavia vivas mientras el
15%son células muertés cual nos indica una mayablacién en eventos de apoptosis tardia
gue temprana, datos que se correlacionan evidéiadpreviamente en la Figura 23.

Asimismo24 h postratamiento con el péptid® mantiene la activacion significativa de
caspasas en el 21% de la poblaoidelacionandose con los resultados previos donde a este
tiempo se observan todavia eventos apoptéticos (Riligw@d)que en la Figura 23 a 24 h se
evidencian mayormente eventos de apoptosis temprana y en éstecti@scjote caspasas

en células vivés3%)mientragjue el 8% restante estéa relacionado con la activacion de caspasas
en célulagjue presentapermeabilizaciéen su membrana celuleglacionandolo con los
eventos de apoptosis taahiaervadosn este tiempo.
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Figura24. Ensayo de citometria de flujo para la determinacagtivdeion de caspasas

células MCGF tratadas pory224 ha la concentracion dél, de péptido RRRA

Diagramas de puntos representativos de los tratan(Eewentosie muerte celulaf?2:
eventosactivacion de caspasas en células mu@sasivacion de caspasas en célulay vivas

Q4: eventos vivdsontrol de apoptosis: Formaldehidoy4@éntrol negativo: medio RPMI

164 Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos
evaluadosC. Grafico de barras del porcentaje de eventos relacionados con células vivas,
activacion de caspasaglulas muertan cada uno de los tratamieite8), ANOVA de dos

vias conomparaciones multiples de Tukey
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Respecto a la despolarizacion de membrana mitocondrial, en |8 gdgald&® observa
como el tratamiento con péptida RRRpor 2 y 24 h gedema disminucion de la
fluorescencia en el canalaarillojndicando undespolarizacion mitocondrial significativa
de las células tratad@aldespolarizacion esté caracterizada en las célulagipassenta
diferencias significativas a los dos tiempos evaloda@do questapoblacién de células
estéen procesos de apoptosis temprana

La apoptosis con activacion de caspasas y despolarizacion de membrana mitocondrial es ur
conjunto de procesos que han sido caracterizados previamente para la LfcinB frente a otras linee
celulares como Jurkat derivada de leucemia, las cuales luege tosa2nientocon200

pg/mLeste péptido de 2Bninoacidosndujo apoptosis ezl 80% de la poblacidén celular
generando activacion de caspasas en solamentd6l]2[I24H péptido RRR

de 13 residuoal mismo tiempo de tratamiertt)(pero a ma concentraciéhveces menor
indujoefectos similares en la linea celular’MieRvada de cancer de madamas, se ha

reportado que otros péptidos cortos derivados de LfcinB que contienen el motivo minimo,
también han inducido muerte celular por apoptosis en otras lineas celulares derivadas de cance
oral, cancer de colon y cancer de mama, sugiriendatiqas @gérivados de la LfcinB inducen

muerte celular por apoptosis de manera similar a la LfcinB.
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Figuraé2s. Ensayo de citometria de flujo para la determinadiéspadéarizacion de membrana
mitocondriakn células M&Hratadas pory224 a la concentracion dghdd péptido

RRRA. Diagramas de puntos representativos de los tratariéetesntos de muerte
celular Q2:eventosdespolarizacion mitocondrexh células muerta€3 despolarizacion
mitocondrialen células vivgs Q4:células vivas con mitocondria polariz&datrol de
apoptosis: Formaldehido 4%, y control negativo: medio RPBI Hi€4gramas
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representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos. &/@kddidode barras
del porcentaje de eventos relacionados con célulapolaviaadas, con mitocondria
despolarizada necrosis en cada uno de los tratamignt®s ANOVA de dos vias con
comparaciones multiples de Tukey.

Para corroborar que las células hayan entrado en procesos apoptoticos, én RnEipida 2
se presental cambio en la expresion relativa de genes ardappgidticosuego de 2y 24 h
de tratamiento con el péptiaa 'RRR Respecto a los genes-amptoticos B& y
Surivivinage evidencia una tendencia de disminucion de su expresgiastimuldo cual
induciria a un aumento en la apoptosis de las células correlacionag@enciddo en la
Figura 2 Luego de 24 h su expresion se ve regulada volviendo a su déstqde padeh ser
evidencia de una respuesta por padélldagpara evitar el efecto citotdxico.

Respecto a los genesgpoptoticose notan diferencias en la respuesta a diferentes tiempos.
A 2 h de tratamiento se evidemeiaumento significativo de la expresi@adpasa, 8sto
podria indicar que parte de la activacion de c@iSjgeZBesta dada petiniciodela cascada
de apoptosiextrinsecanducida por un mecanismo todavia naitdeasociado al efecto
citotoxicodel péptido RRR el cual involuara laactvacionde Caspasa 3 cuya
expresion relativa se ve con una tendé¢acianento la cyaliede continuar su efecto por esta
via garticipar en la activacion de la via intrinseca mediante el clivajgedarBadcon Bax
promoverian la despolarizacién mitocondrial, los genes encagatificad@mbas proteinas
se encuentran regulados a la alta significativamente indiceewbsidad de estas moléculas
para continuar con el proceso apoptético, el cual llevaria a la liberacitrqde fypdéd con
Caypasa 9 formarian el apoptosoma
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Figura @Grafico de barras deimbio en la expresion relativa de gereasttapoptoticos B
pro-apoptéticoen células M&Rratadas por @ 24 tcon el 1&dd péptido RRR
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(n=2)ANOVA de dos vias con comparaciones multiples de prOk@y32, *p<0.0021,
**3<0.0002 y **10.0001. Control positieéiulas con medyocontrol negativo: etopésido
15QuUM.

Transcurridas 24 h tlatamiento con el péptidd RRR caspasa 8 vuelve a su
expresion basal, probablemente debido a que el p@ptidose encuentraermedio de
cultivopara mantener activa esta via. Mientrasagpasa [esentain aumento significativo

de su expresion correlacionado con la tendencia al aumentocaspBsd® yel aumento
significativo dBax y Apaf.@sto podria ser una respuesta al efecto inicial del péptido que como
via secundaria indujera la via de la apoptosis inyrasg@cdongando su efecto.

Estos cambios en la expresion relativa de genes a dmmogose han caracterizado
previamente eotros tipos celulares bajo estimulospoptoticos, donde se ha evidenciado
guela transcripcién de genes involucrados en apeptpgza desde 1 h pestimuloe

incluso algunos genes como Ppidgentan un pico de aumento en la expresion relativa a las
2.5 h que va disminuyendo a tiempos postgripsen MGF se han determinado cambios

en la expresion Bax y Bddesde 6 has4 h posestimuld126]

Ademas, lactivacion tanto deaspasa 8 conmaspasa 9 indican que el péptido causa la
activacién de ambas rutas apoptoticas como se evidencié mediante citometria de flujo en células
MCF7 tratadas con el péptido tetramérico (RRWRWKLG)K-Ahx derivado de LfcinB

[127Y en células Jurkat evidenciado mediante wastetnando se trataron con la Lf6#IB

esto refuerza la hipétesis de que péptidos derivados de LfcinB que contengan el motivo minimo
de actividad comparten mecanismo(s) de accion que involucran tanto la via intrinseca como
extrinseca de la apoptosis para ejercer su efecto citotoxico.

Con el fin de determinar si el efecto citotoxico del pépfdoxRRR sobre las células MCF
también asociado a la induccién del estrés oxigatex@lud la presencia de especies reactivas
de oxigeno (ROS) ercédslas MCGFtratadas por 2y 24 h.

En la Figur&garel Ay Anexd?2 se observa cdoego del tratamiento a 2 y 24 h con el péptido
'RRRse genera un aumento ldefluorescencia cual indica un aumento en la

produccion de ROS por las célfasl panel B se evidencilquéptido induce la activacion

significativaleROS2 h postratamientcel 24% de la poblaceumentda produccion de ROS

y 24 h después un 17% de la poblacion todavia es positiva; esta activacion puede generar daf

en lipidos, proteinas, o incluso DNA lo que explicaria que el efecto citotoxico del péptido se

mantenga en el tiempo. La liberacion de ROS intracelulareasé ewidina fraccion de la

poblacion de células de leucemiaIltiétadas con la LfcinB, dicha liberacion inicia desde los

20 min postratamiento y se mantiene hasta pofl28jindicando que LfcinBR¥
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'RRR, inducen eventos apoptaticos y liberacion de ROS a tiempos cortos de tratamiento en
células derivadas de cancer.

B
ROS| ROS b
‘ Color Muestra (%) | + @) a b b

Vivas 959 | 4.1
“ = Form 4% 82.1| 17.9
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Figura27. Ensayo de citometria de flujo para la determinapi@selecia de especies reactivas
de oxigeno (RG) células M&Rratadas pory24 twon el 16dd péptido RRRA.
Histogramas representativos del cambio en la fluorescencigrat@mmntos evaluados
Contropositivo Formaldehido 4%, y control negativo: medio RPRIA&4i@o de barras del
porcentaje de eventmn produccion de R€&Scada uno de los tratamiefrte8), ANOVA de
dos vias con comparaciones multipleghkasy.

Respecto al efecto de BsbBre las capacidades migratorias de células derivadas de cancer, hay
reporteon resultados contrarios en los que unosiigaicaumenta la migracion mientras

en otros la disminupe9], [130dle igual forma sobre la LfcinBrepbaado que dependiendo

de la linea celular evaluada hay un efecto proneaattiorid131], [13Hor tal razdn, se evalud

el efecto del péptidi RRRsobre la linea MCF

En la Figura8%e observa el ensayovdanehealing cierre de herida donde transcurridas 12 h
enlas células sin tratamiento (control de técnica) se obséeva significativo de la herida en

un 10%y a las 24 h este ciéuegle un 15%. Con el control posigwabservé quecetrrede

herida fusignificativo a las 12 h con un 15% y altekétiltha cerrado en un 20%entrario

a ests resultadogianscurridas 12 y 24 h del tratamiento con el pépidox'RRRel area

de la heridadisminuy6en un 1% y 2%, respectivamente, lo cual no es significativamente
diferente del control negativo, indicando que el péptido disminuye la migracion colectiva celular.

Teniendoen cuenteeste resultado, se procedié a determinar si este efecto era solo en la
migracion colectiva o el péptido ejerce también una disminucion de la migracion de célula Unica
actuando como un quinrgpelente. En la Fig@&Panel A se evidencia que desde las 2 h de
tratamientode las célulason epéptido 'RRRy hasta 24 h despuéscapacidad

migratoria de las céluldisminuy significativamente al compararla con la del estado basal
(control) o contra el control positivo de migi@cétio con SRB%)
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Figure28. Ensayo de wouhdaling en células MCFatadas con péptidoR GBAhxRRRa

la concentracion d&loA.MicrofotografiaB0Xrepresentativas del area de la hieeg® de,

12 y24h de tratamientth=24)B. Grafico dearras del % de area de la haratp de 2, 6, 12y
24 h de tratamientdNOVA comparaciones multiplesTdekey * p<0.0832, **p<0.0021,
***n<0.0002 y **10.0001Control positivaelulas con medio RPMHO suplementado con
SFR %, cortrol negativeetopdsido 15(M y contradle técnicacélulas con medio RAM0
suplementado con SFB(6%4)

Ademas, cabe resaltar que en el Panel B de 2OEgnotrio como lalulas questan en

las membranas de los controles adquieren cambios morfologicos propios de la adhesion celular
como alargamiento y presencia de prolongadestslas 2 hasta las.2dhtrario a estda

mayoria de las células tratadas con el péptido a 2 y 12 h no presentan dichos cambios
morfolégicos sino mantieremforma esférigaasadas 24 h ya se empiezan a observar alguna
prolongaciones y signos de adherencia; paduitoscorroborar que el péptidéectosu

capacidad migratoria.

En la Figui@ se observa el efecto del péptid@Ahx'RRPRsobre la invasion @ecélulas

MCF7 a 24 h de tratamiento, en el PAns¢ evidencia quel péptido disminuye
significativamente la invasion celular y en el Panel B corroboramos esta informacion con el
conteo de células por campo visual que se encagravasandda membranaEstos
resultadoson de gran interés ya gaesportes previdaLfcinB nodgenerado disminucion

de los procesos de invasion eAMARB]sugiriendo questepéptido derivaddel palindromo

y la LfcinB que cmmteel motivo minimo de actividadsiblementéambiéninduzcaotros
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mecanismos de accidon asociados al efietxico de manera simultanea diferentes a los
descritos para la LfcinB.
A C
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Figura29 Ensayale migracion transwdll Grafico de barras ldeabsorbancia a 570 nM de
cristal violeta das membrana.Grafico de barras gekcentaje de células en la membrana
luego de 2, 12 y 24 h de tratami®@NOVA comparaciones multipleSudkey. <0.0332, **
p<0.0021, *Ppx0.0002 y **}x0.0001. Control positiveélulas con medio RPNHKO
suplementado con SEBo6 y control de técnica: células con medielBRMs$uplementado
con SFB 5¥=2)C Microfotografia0Xrepresentativate la membrana con células migrantes
luego d&,12 y24h de tratamientt=10.
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FigureB0. EnsaydeinvasionranswelA.Grafico de barrasldeabsorbancia a 570 nM del cristal
violeta de las membraBa&rafico de barras getcentaje de células en la membrana luego de

90



24 h de tratamientdNOVA comparaciones multiplesiaekey. p<0.0332, *1<0.0021,
**1<0.0002 y **Px0.0001. Control positieélulas con medio RPMKO suplementado con
SFB 20% y control de técnica: células con mediG&P8diplementado con SFB 5% (=2).
Microfotografiad0Xrepresentativede la membrana con células migrdnez® de24h de
tratamientqn=10)

Con el fin de determinar si este efecto en la invasion estaba mediado por la actividad proteolitice
de las metaloproteasas de matriz (MMP), mas especificamente las MMP2 y MMP9 se realizo |
zimografia presentada en la Figura 31 y Anexo kgptisedea que no hay disminucion de la
actividad de ps®IMP2cuando las célulaseron tratadas p@4 h con el péptidiaGDRAhx

RRR, sugiriendo que efecto sobre la capacidad de invasidon pueda estar mediado por otra via.
Por otro ladsge obseddisminucion en pidMP9 laual podria estar relacionaddamenor

capacidad invasiga la célulasinembargoesta debe ser corroborada.

A B 20-

i-

Pro-MMP9 ! 05-
a

00- 8 Control
Pro-MMP2 C pro-MMP9 Etoposide

MMP2 20 RGD-Ahx-R°R°R

B SFB
18- Tripsina

pro-MMP2

FiguraBl Ensayale migracién actividad metaloproteAsdimografia de gelatinasasril 1:
Control: medio RPI#640 SFB5%, 2: EtoposidaNMbs@ RGRAhxRRRal 1G, 4:SFB y 5:
tripsinaB.Representacion gréfica de la actividad relativa de gelatina€aNiNFRy

Teniendo en cuenta queR&proteina de la cual deriva este péptido sintético, se caracteriza por
presentar un efectomunomoduladqrse evalud el perfil de liberacion de citoquinas de las
células MCE En la Figura2y Anexo4lse observel cambio en la liberacioncitequinas
inducidagporel tratamiento con el péptidaRAxRRRpor 2 y 24 h. Se puedeenciar la
disminuciorsignificativalela expresion deflse ha descrito que estaquindunciona como

un factor de crecimiento autocrino en célafasadas de cancer de maaspecialmente
aguellas que presentan receptores de estrégeno y progesterona comda dmmeehaeo

su capacidad deigracion énvasiorjl33[135] estos resultadsisgierenuna regulacion a la
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baja en la secrecion dé for las células @tacionada con la disminucién de las capacidades
de invasién celul@ig 2830 y ladisminucién en su viabilidadular(Fig 15. Disminuciones

en laexpresiomle IL6 sehan reportado en ensayosvo en los cuales ratones a los que se les
indujo tumores mamarios fueron tratados con nanoparticulad 86]tidgriendmuetanto

este péptidale 13 residuos corfe proteina completa ejercen efectos inmunomoduladores
sobre esta citoquina.

De forma similareobservdina disminucion ensdacrecion de-10, esta citoquina también
ejerce su actividad mediante sefalizacién auttectasacélulas derivadas de cancer de mama,
se ha descrito qusu activaciorinduce latranscripcion de genes @apoptéticos
especificamente aquellos que codifican para proteinas pertenecientes a le2fagT]ia Bcl
gue concuerda cal aumento de apoptosis evidenciaddéigura 23elacionado con
disminucién de lexpresion relativa de -BoFig26), lo cual se correlaciona con la menor
secreciode esta interlewina.De forma similarneotros modelos de cancemo lo son las
células A549 derivadas de cancer de pulmon, se ha obseatdoequensayd@s vive in
vitroaltratarlas con LFBroteina de la que se deriva el péptids\hxRRR se induce una
disminucién de expresion de esta citogqelaaionada cola inhibicion del crecimiento
tumora[138]

También hay una regulacion a ladegxginasda cual se ha reportado esté relacionada con el
mantenimiento del balance de Oxido nitrico clave en procesos de migracion y proliferacion
celula, cuandoste balance se ve afectado no solo hay disminucién de la (Rig28QQ)

sino también una induccién de procasoptoticogig.23)

La disminuciéan laliberacién de estagi®quinasugiere que el péptiéka RRR

mantiene parte de la capacidad inmunomoduladora que se ha descrito previamente para la
proteina, por lo menos frente a células derivadas de cancer. Lo que esta acorde con lo evidenciado
en células derivadas de cancer de colon y leucemia, donde péptdbosengueel motivo

minimo de actividad pueden ejercer efecto citotéxico mediante mas de un mecanismo de accién
[138[140)y que es necesario evauaayor profundidad este topico

Los resultados obtenidos en esta etapa permitieron determinar que BIGEépLEERR

induce en las células MCH disminucion de la viabilidad celular asociada a eventos
apoptaticos, dichos eventos se dan por la activacion tanto de la via intrinseca como extrinseca de
la apoptosis. Esta muerte celular programada fue caracteriaaatztipacibn de caspasas, la
sobreexpresion de genes jamoptoéticos vy la liberacion de ROS. Ademas, se evidencié que el
péptido 'RRR ejerce como mecanismo asociado, la disminucion de las capacidades de
migracion colectiva y Unica de las céfudada capacidad de invasion celular relacionada con la
disminucién de la actividad de MMP9. A su vez, indujo diminucion significativa de la expresion
de IL6, IE10 y arginasa, citoquinas encargadas de los procesos de migracion e invasion.
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Figura®. Perfil de liberacidn de citoquidasélulas M&Rratadas por 2 y 24 hetpéptido
'RR’Ra la concentracion dehlGréfica de barrag dembio en la intensidad media
de fluorescencia por el kit LEGENDEXVAde una via caromparaciones multiples de
Tuckey. p<0.0332, 15<0.0021, *P0.0002 y **1x0.0001. Contraélulas con medio RPMI
1640 suplementado con SkeBn=2).

Corel desarrollo de las Etapasde logréumplir todos los objetivos propuestesppnder la

pregunta de investigacion planteada en esta tesis:

Ay=e&lP KtAL P dfealigg tU Pl | iFgadsgsS| S | U
RWQWRWQWR frente a lineas celulares derivadas de cancer de mama, causado por: (i
reduccion de la longitud, (ii) incremento o disminucién de la carga neta, (iii) cambios puntuales
de Arg por Lys, (iv) cambiosataihoacidos por-@minoacidos (v) incoracion deiotivo

adD | Pl Ktia&tUFadl Yi

Estableciendgueel incremento de la carga y la incorporatidotiled RGD en el extremo N

terminal de la secuengaindromica aumentarehefecto citotoxico frenteédulas derivadas

delos diferentes subtipos molecularésa@lecer de mama, manteniendo su selectividad al no
inducir citotoxicidad significativa a la concentragiberite al cultivo primario de eritrocitos y
fibroblastos.
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7.6 Ensayos adicionalé&studio preliminar de la interacpiptide
célula

Teniendo en cuenta que algunos ensayos sugieren la activacion de la via extrinseca de la
apoptosis y, por tanto, abren la posibitjdacel efecto citotdxico del péptido involucre una
interaccion de tipo especifica recéigando entre el péptido y un receptor cebalaralizé

un ensayo preliminar de competencia etansiktio etratar las células MZpor 2 ftonel

péptido fluoromarcad®odamindRRR, a la concentracions |34 pg/mLel cual fue
determinad@reviamentenediante ensayo de MTIJego se retird el medio de cultivo y se
adicion6 medio que contenia el péptidpAhx'RRR en concentraciones ascenden(0

pg/mL) y se incalas células por 2h &33e puede observar que la viabilidad de las células
previamente incubadas con el péptido Rodd®H#R por 2h y que luego fueron tratadas con

el péptidoRGRAN¥RRR se mantuvo constante (~40%) en las concentraciones evaluadas,
mientras que en las células tratadas solo con el Ré&Hd0<RRR,la viabilidad celular
disminuy6 hast 20%a las concentraciones de 100 yg6Q(Fig 33)
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Figuré883 Ensayo de competencia en célulag M&knuladas por 2 h consg(dGug/mL) del
péptido 'RRRrodamina y posteriormente tratadas con péfid®@AhxRRR en
concentraciones desde 0 hastqug00L.

Asumiendo que el péptido fluoromarcajlg €l péptideGRANxRRR (L¥on ligandos que
interactuaran con el mismo receptor celularerfRl primera parte dekperimento
(tratamiento con el péptido fluoromarcado poerairiamos el siguiente equilibrio para L

R + 1 RL

Donde se forma un equilibrio entteie se encuentra libre en el medio y el que esta unido al
receptor. Luego de 2h de tratamiento el medio es retirado y se adiciond~&hpéptido
RRR (L), su poniendo que ambos Ligandos compiten por el mismo receptor, se esperaria
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RL& R+ L
R 44 RL

Al tener mayor actividad el péptids <RRR se esperaria que el efecto citotoxico se
incrementara hasta que la viabilidad celular fuera del 20% aproximadareariardgdpk

resultados sugieren que el péptido fluoromardadactia con un receptor celular y que esta
interaccion es lo suficientemente fuerte para impedir el desplazamiento del péptido
fluoromarcado causado por las altas concentraciones delRieptidic-'RRR en otras

palabras, no hay receptores suficientes disponibles para que ElGeptiddPRR ejerza

por completo su efedRar otra parte,aipéptido fluoromarcadgerciera su efecto a través de

una interaccion inespecifica o a través de receptores diferentes, se esperaria querluego de retir:
el péptido fluoromarcado y tratar las células con el &b 'RRR se alcanzaria el 20%

de viabilidad celular.

7.7 Ensayos adicionalé&ssaluacién de toxicidad en modeleio

Dentro de los modelos invertebrados més usados para la evaluacién de larmtétdéasde
se encuentrdas larvas dgalleria mellonglialepiddptero quenesus estadios larvatesce a
temperaturas entr®-37°Cas larvason de tamafio mediano facilitando su manipuldaion y
microinyeccidimtrahemocel@el compuestd141] Esb permitd evaluar la toxicidad qak
péptidopromisorid 'RRRejercesn un organismo vivo con sistema inmune anato
temperatura fisiologidaara ello se inocularon las larvaal p@ptido aoncentraénde 800

* g/mL, correspondient&30veces el valor dek2terminado en los ensayos piFa la linea
celular MGF. La supervivencia de cada uno de los individuos fue monitoreada a diario por 10
dias (Fig¥4) evidenciando quela concentraciéevaluadda supervivencia fael 9% o
superior durante este lagsa; lotanto,nofue posible determinar la dosis letal 5&)(h&)o

las condicionesldmsayo

La dosis evaluada este modefoe de 40 mg/Kép cual indica que lade€3tapor encima de
este valor, clasificando éptidocomo modeidamente toxicolncluso es probable que el
péptido no sea toxjq@ero para ello es necesabi@ner grandes cantidades del péptido para
su evaluacién. Teniendo en cuenta que no hubo una mortalidad mayor a uerskayea geor
importanteresaltarque el péptido no induc#otoxicidad aguda en este modelo, ni una
respuesta inmune exacerbada.

La toxicidaah vivae los péptiddBRR R'RRRyY RRPRRtambién fue evaluada y
sus resultados sncuentranen el Anexd5 donde tampoco se evidénich, a las
concentraciones evaluadas.
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Figurad4. Curvale supervivendiaplarMeier)delarvas d&allerianellonellératadas conel
péptido «RRR(n=10, con dos réplicas biologisak)cion salina (SS).

Teniendo como base estos resul&dds mellonellseevalud el efecto citotoxico del péptido
palindrémicd «“RFRRen modelo vertebrado de embriones de peDeetioaer(Eig.

). Para este ensayo los embriones seraneen medio agua huesroelquese reconstitudy

el péptido diferentegoncentraones entr8.58 50 g/mL haciendo recambio del mechoa

24 h y manteniendo la concentracion del péptido codstamtéxima concentracdmaluada

de 50 pg/mke evidencié maiitdadtotal de los individuos (supervivencia del 0%35¥ig
Anexo 16En la siguiente concentrad@bng/mL el porcentaje de supervivencia fu@léeélde

los individuoa lodresdias de tratamiento continunalicando que para los embriones thes7 d
postfecundacion (dpRx concentracion letal para el 50% de la poblaciegiafia en un
rango entre®50 g/L (326 M), de acuerdo conekrala de calificacion de toxicidad aguda
del Servicio de Pesca y Vida SilvestreléHogE stados Unidos clasificaria al pégtiaahx
RRRcomo ligeramente toxidat 2], [14.3]

En elAnexo @ se presentaste mismo ensayo con el péptido palindrdrfiég el cual

presend una L& menor a la del péptido funcionalizatieervandosexicidad significativa

desde la concentracion ‘dg/mL indicando que la adicién del md®@&D a la secuencia tiene

un impacto positivo en la selectividad del péptido disminuyendo su efecto citotoxico hacia
células no cancerosas en un organismo Vivo.
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Embriones Danio rerio (7dpf) —— Control negativo
0.5 ng/mL

7 imymL

80 —= 5ng/mL
10 ng/mL

100

60
13 ng/mL

407 — 17ng/mL

Supervivencia (%)

20 —— 21 mg/mL

i

25 mg/mL

P

24 48 72 50 ng/mL
Horas

HAgura3b. Curvade supervivendidapladAVieierddeembriones dédias podertilizacion de pez
cebraratadogliariamenteondiferentes concentraciomles péptidd RRR

Sedetermird el efecto dgdéptidd 'RRRsobrda supervivencydasmanifestaciones
conductuales como potenciales afectaciones del sistema nervioso ceodielb murino

Estos parametros nos permitieron selecciodasigpropiadas para ensayos posteeres

realiz6 la prueba de Irwin; grupos de 3 ratones CDfjmehobias seleccionados al azar para

ser inoculados con una dosi®d2 mg/kgle péptido290 veces el valor deém células MEF

7) reconstituido en solucién salina. El péptido fue administrado con una sola dosis via
intraperitoneal (ipy subcutédnea (s®e realiz6 seguimiento a los individuos observando el
comportamiento y la supervivemiiaguno de los péptidasiujomortalidad en los individuos
inoculados povwia sc (Fig36). Los individuos presentaron disminucion de la actividad
locomotora, piloereccion y estado de sedacion por 15 min, no presentaron sefiales dolor ©
irritacion en la zona de inyeccion, su actividad exploratoria volvid a su estado basal desde los 3
min hasta dias después del ensayo (Angxo 1

Inyecdién Subcutanea Inyecdon Intraperitoneal
;\o‘100_____4____n____n____n.___J _________ L ;\a]DO_.__-_J.---J----L---L-_-J _________ L
g -t PludénSlina &

E 7 NID-Ale KRR g &0
= w—.

g ® s

2 :

g 40 5 40

2 204 2 204

g 2

ad o T T T T T T 1 3 o T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Dias Dias

Figurads. Curvale supervivendiaplarMeier)deratones CD1 macho de 7 semanas tratados
con 70 mg/Kg deéptida 'RRRpor vid.intraperitoneal B.subcutanea.

Cuando el péptidi 'RRRfue inoculado via intraperitonaal observo disminucion de
las funciones motoras deitmbviduos, sedacion acompafada de paiaisay sefiales de
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dolor como contorciones abdominales y aumentmaelidominal duranta primera hora
(Anexdb), poco a poco fuemaeuperandsu actividad normal y esta se mantuvo invariable por
una semangEstos resultados sugieren que independiente de la via de administracion se
requieren dosis mas altas de péptido para alcanzar la LD

Los demas péptidos promisorios también fueron evaluados en modelo murinogémnexo 1
subcutédnea no se observaron diferencias respecto al efecto observado cétEhjpéptido
'RRR Respecto al péptidd R'FRRcuando fue inoculado por via intraperitoneal se
evidenciaron sintomasdibdor como contorciones abdominales seguidas por disminucion de las
funciones motoras de los individuos, sedacion acompafiada de ptosigjidezxiBentro de

los 36 y3minutos posinyeccién los individuos muriersagiriendo que el péptido afecta
funciones de sistema nervioso central que ntgrensu supervivencia.

Teniendo en cuenta los resultados de modehoas posible afirmar geigpéptidgromisorio

RRR al igual que el palindromo origiral unamoléculacatalogada como
ligeramente toxica la cual no afecta severaghgiatema nervioso central o genera disrupcion
de membranamanteniéndolos como candidatos para el desarrollo de tratamientos en el cancer
de mama.
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8.Conclusiones

Seencontraronl6 nuevos péptidos analogos a la secuencia RWQWEM QMtRidad

citotoxica igual o mejoragialineas celulares humanas derivadas de cancer destosnsa.
generarom partir de modificacioresla cargalongitudy/o funcionalizacion con el tripéptido

RGen el extremo-drminalla disminucién de la longitud de la secuencia y carga del péptido
disminuyo la selectividad, permitiendo identificar que la carga positiva y la posicién de esta en la
secuencia son relevantes para la diferenciacidon entre células cancerosas y no cancerosa
Ademas, se evidencio quedasion de la R o el motivo B&slera secuenc@s incremento

en el efecto anticancerd®smte a lineas celulares derivadas de cancer deuaadmson

afadidas en el extremddxminal

Seidentificaron 4 péptidos promisoriBfRR,R'RRR “RRRy R'RRR

gue presentan efecto citotoxico significativo y selectivo frente a células derivaslas de
diferentes subtipos moleculadtesdncede mama MCGF, B#474 MDAMB-231 WIDAMB-

468l cual es rapido, dependienta dencentracion y se mantiene hasta p@&in&mbargo,

el efectono fue igual para todas las lineas celulares indicando que la interaccion no es
inespecifica, sino que depende de caracteristicas de cada tipo celular.

La linea mas sensible a los péptidos fue Wi péptida <“RRRfue elque presenté

los menores 4§on indices de selectividad mas ejgosiendca esta concentraciGna

actividad diferencial sobre las células cancerosas y las células no cancerosas provenientes (
cultivo primario de fibroblastos o eritrocitos.

Se observo que el péptklo “RFRR induce muerteen las células MZFyue no
compromete la membrana celular de faigaificativasino que desencadena eventos
apoptoticos celularpsr activaciotantode la ruta intrinsecamoextrinsecavidenciado por

un aumento significativo en el transcrito de caspgsatd g@n otros genes {amoptoticos

la activacion destas caspasas por citometria de flujo, la despolarizacion de membrana
mitocondrial y la liberacion de ROS. A suolezes® que el péptido disminuye la capacidad

de migracion e invasion de las célalbisgracion de interleuquinas astasea la sefalizacion
autorreguladde dichos procesos.



Este péptide “RRRnoindujo toxicidad significativa en los modelasde Galleria
mellonellaDanio rerig Mus musculesaluandoconcentracionesntre 29 y 290 veces la
concentracion efectimaitrqindicandajuese cataloga como ligenaderadamente toxien
estognodelos sugiriendo que es seguro para llevar a cabo ensayos oevefcacia

Estos resultadasigieren quel péptido «“RRR puede ser consideradomo una
molécula promisoria pardutliro desarrollo dena terapianticancerosa basaasecuencias
peptidicas, ademas, se cuenta con resultados preliminares géptidospBomisoriogon

actividad anticancerosa frente a los 4 subtipos moleculares de cancer deumgliaa tpse
opciones para el desarrollo de tratamientos alternativos y/o complementarios a los
convencionales
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10. Anexos

10.1Anexo Caracterizacion de los péptidos modificados con aumento
o reduccioén de carga y longitud
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FiguraAll.Numero de ciclos de reaccion necesarios para la incorporacion de cada uno de los
aminoacidos. El sentido de la sintesis fue realizado desde eletrenab lkacia el extremo
N-terminal (sentido dereclmmuierda en la secuencia peptididR)RFRRR B.'.RRR-RCR

RRR D.°R E'RRYF*RR
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Figura A2 Perfiles cromatograficoslaéraccion pura tles péptidos sintetizados en la Etapa

126 WOWRWOQW

1400!

mAU

1000y

600

200

Purity: 96%

Minutes

1800
1400

2

E 1000
600

200

RWQWRWOQW

Purity: 92 %

—

1800
1400,
=1
Z 1000)
500

200

e e

- : —y
Minutes

WOQWRWOQWR

Purity: 88%

0

1 2 3 4

IA) A..RRRRR B.'RRRR CR'RRR D.°R E RRYF°RR

5
Minutes

7 8 9 10

113



5 360.8045 :
o 360.6039, ) o0, M:1799.008
361.0050
6 450.7532
361.2057
4 361.4067
, 600.6676
900.4972
0 | 1
200 400 600 800 1000 1200m/z
€ tons 4114731
<o 400t PLLATA 7239 Mi1641.884
08 411.9745
0.6
548.2949 412.2252
04 [\ 412.476
A
0.21329.5807 821.9389
0. L )
200 400 600 800 1000 1200 1400m/z
E intens 4442223
D : 444.2223 M:1329.669
. 444.5566
. 444.8910
A 445.2254
A
2
665.8300
0200 300 400 500 600 700 800 900 1000m/z

B Intens
411.474 .
x150 11-474311_7249 M:1641.889
6 i
411.9757
4
412.2262
329.5817
2 548.2963
l 8211.9400

0lu i

200 400 600 800 1000 1200 1400m/z
D

M:1173.56067 117456067

| 598.77527

610 76858

782,43677 ‘

600

F

Intens g
x10
61

0

4442223

4442223
444.5566

M:1329.663

444.8910

445.2254
A

665.8300

300

400

500

600 700 800 900 1000m/z

Figura Al.Bspectro de masas de alta resojuaiéeial observada correspadeagmento
mas abundantg su distribucion isotopigermitiendoasideterminar la masaxacta del
péptido.A. 360,8045=[MiH]* RIRRRR RRWQWRWQWRR,411,4742=[M+4HRFRRR
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10.2Anex®? Caracterizacion de los péptidos modificados
sustituciones de R por K
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Figura A2.Rerfilesromatograficos de la fraccion pura de los péptidos sintetizados en la Etapa
IB. A 'KRK, B. 'RKRy C K.
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10.3nexdBCaracterizacion de los péptidos modificados con
sustituciones de L peaminoacidos
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10.4Anexat Actividad citotoxica y seledtivaitralelos péptidos con
modificaciones por sustitucion
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Figuradd.1Efecto de los péptslmodificados mediante sustitucion de RABEHRK, B.'KCRK,
C RKRyD. *Ksobre la viabilidatklas lineas celulares M@i©jo)y fibroblastogegro)
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Figura A4.Blicrofotografias de cambios morfolégicos generados por el efecto aidodxico
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10.5Anexdb Caracterizacion de los péptidnsionalizados con el
motivo RGD
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Figura A5Rerfilescromatograficos de la fraccion purasieéptide derivados del motivo
minimo LfcinB0-25)RRWQWR funcionalizados con el motivd R&DAhxLfcinB (2@5)

B. LfcinB (205)AhxRGDC RGDBAhxLfcinB (2@5}AhxRGDD. DGRAhxLfcinB (2@5}Ahx
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10.6Anexd5 Actividad citotdxica y seledtiveitrale los péptidos
funcionalizados con el motivo RGD
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Figura A6.Efecto citotdxico de los péptidesvados del motivo minimo LfcinB2&0
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10.Anexo Andlisiestadisticdel efecto citotoxicefectasobre la proliferacion de péptidos promisorios

RRR Stimuli hours| MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts
concentration Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
2vs. 24 8.166 Yes 0.0365 0 No >0.9999( 2.504 No 0.8471 | -0.3237 No 0.9936
0 pg/mL 2vs. 48 3.462 No 0.5299 | -6E-14 No >0.9999 0 No >0.9999| -2.65 No 0.6531

24vs. 48 | -4.704 No 0.3142 | -6E-14  No >0.9999| -2.504 No 0.8471| -2.326  No 0.7195
2vs. 24 -2.953 No 0.6287 | 8.849 No 0.1382| -9.191 No 0.1189 | -2.92 No 0.5967

3.125ug/mL  2vs. 48 -8.327 Yes 0.0324 | 13.85 Yes 0.011 | -13.05 Yes 0.0167 | 4.91 No 0.24
24vs.48 | -5.374 No 0.2236 | 5.005 No 0.2748| -3.857 No 0.6761| 7.831 Yes  0.0316
2vs. 24 -7.538 No 0.0578 | 9.302 No 0.1137| -27.48  Yes <0.0001| -0.9393 No 0.9474

6.25 ug/mL 2vs. 48 -5.349 No 0.2266 | 12.33 Yes 0.0257 | -26 Yes  <0.0001| 0.7766 No 0.9637
24vs. 48 | 2.189 No 0.774 3.03 No 0.616 | 1.484 No 0.9432| 1.716 No 0.8355
2 vs. 24 -8.17 Yes 0.0364 | 11.59 Yes 0.038 | -11.06 Yes  0.0489 | -1.695 No 0.8391

12.5 pg/mL 2 vs. 48 2.915 No 0.6362 | 20.39 Yes  0.0002 | -8.118 No 0.1865| 2.012 No 0.7815
24 vs. 48 11.09 Yes  0.0032 | 8.803 Yes  0.0241| 2.946 No 0.7951| 3.707 No 0.438

2vs.24 | -05813 No 0.982 13.7 Yes  0.0003| -1592 Yes  0.0029 | 1.868 No 0.8083
25 pg/mL 2vs. 48 -2.69 No 0.6799 | 18.28 Yes  <0.0001| -7.067 No 0.2766 | 10.37 Yes  0.0032
24vs.48 | -2.109 No 0.7883 | 4.58 No 0.3369 | 8.848 No 0.138 | 8.504 Yes 0.018

2vs. 24 0.209 No 0.9977 | -12.16 Yes  0.0014| -14.9 Yes  0.0055| 0.6668 No 0.9731

50 pug/mL 2 vs. 48 2.762 No 0.666 -4.32 No 0.3787| -11.71  Yes 0.035 11.25 Yes  0.0013
24vs. 48 | 2553 No 0.7063 | 7.842 Yes  0.0489 | 3.197 No 0.7636 | 10.59 Yes  0.0026

2vs.24 | 09117 No 0.9563 | -16.94 Yes <0.0001| -12.56  Yes 0.022 1.718 No 0.8352

100 pg/mL 2 vs. 48 -14.13 Yes 0.0002 | -7.946 Yes 0.0455 | -11.82  Yes 0.033 11.17 Yes 0.0015
24vs. 48 | -1322  Yes  0.0004 | 8.994 Yes  0.0208 | 0.7413 No 0.9855 | 9.451 Yes  0.0077

2vs. 24 -5.593 No 0.1983 | -19.36 Yes <0.0001| -16.3 Yes  0.0023| -1.115 No 0.9267

200 pg/mL 2 vs. 48 -15.86 Yes  <0.0001| -17.37 Yes <0.0001| -20.46  Yes 0.0001| 8.543 Yes 0.0174
24vs.48 | -1027  Yes  0.0066 | 1.991 No 0.8099 | -4153  No 0.6357 | 9.658 Yes  0.0064

Figura A7TANOVAle dos vias con comparaciones multiples de Tuckey del efecto citotoxico ejercido pdREqeéptidas celulares
derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h




Stimuli| 'RRR MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts

hours | concentratio Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valuévlean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
Ovs.3.125| -11.86 No 0.9624 | 10.39 No 0.9819 | -9.751 No 0.9874 | -3.873 No >0.9999
Ovs.6.25| -18.25 No 0.7344 | 11.02 No 0.9748 | -29.25 No 0.19 -0.982 No >0.9999
Ovs.125| -17.05 No 0.7942 | 13.26 No 0.9332 (| -13.59 No 0.9247 | -2.619 No >0.9999
24 h 0vs. 25 -4.07 No >0.9999( 81.47 Yes <0.0001| -18.15 No 0.7392 | 1.964 No >0.9999
0vs. 50 -3.018 No >0.9999| 56.42 Yes 0.0003 | -15.63 No 0.8563 | 0.6001 No >0.9999
0 vs. 100 3.86 No >0.9999| 51.86 Yes 0.0011 | -12.97 No 0.9403 | 3.655 No >0.9999
0 vs. 200 3.018 No >0.9999| 50.39 Yes 0.0016 | -14.83 No 0.8861 | 0.4364 No >0.9999
Ovs. 3.125| -2.386 No >0.9999| 12.21 No 0.9562 | -0.6224 No >0.9999( 22.09 No 0.5185
Ovs.6.25 | 8.632 No 0.9939 | 9.544 No 0.9889 | 4.979 No 0.9998 | 9.002 No 0.9922
Ovs.125| 26.53 No 0.2926 19.16 No 0.6852 | 6.743 No 0.9987 | 12.38 No 0.9528
48 h 0vs. 25 10.04 No 0.9852 | 14.81 No 0.8871| 14.52 No 0.8967 252 No 0.3532
0vs. 50 18.6 No 0.7158 21.4 No 0.5578 | 8.299 No 0.9952 29.9 No 0.1702
Ovs.100 | 0.4912 No >0.9999( 23.86 No 0.4215| 5.394 No 0.9997 | 30.22 No 0.1608
0 vs. 200 10.25 No 0.9833 | 19.02 No 0.6929 | 0.3112 No >0.9999( 30.17 No 0.1624

Figura A7 RNOVA de dos vias con comparaciones multiples de Sidaksidireflectasa de proliferagj@ncido por el péptiddRRen
lineas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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RGD-Ahx- . MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts
Stimuli hours

RRR Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
2vs. 24 0 No >0.9999 0 No >0.9999| 1.536 No 0.9167 | 0.2987 No 0.9975
0 pg/mL 2 vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999 0 No >0.9999( -1.405 No 0.9457
24 vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999| -1.536 No 0.9167 | -1.704 No 0.9212
2vs. 24 11.45 Yes 0.0418 | -3.642 No 0.5117 -13 Yes 0.0042 | 0.1704 No 0.9992
3.125ug/mL  2vs. 48 8.49 No 0.1642 | -13.13 Yes 0.0006 | -1252  Yes 0.006 | 2.873 No 0.7925

24vs. 48 | -2.955 No 0.7964 | -9.493  Yes 0.0153| 0.4777 No 0.9916 | 2.702 No 0.8139
2vs. 24 9.826 No 0.092 | -11.48 Yes 0.0028 | -19.07 Yes <0.0001| -0.1277 No 0.9995
6.25 ug/mL 2vs. 48 9.247 No 0.1192| -27.88 Yes <0.0001| -1791 Yes <0.0001| 1.986 No 0.8945
24vs.48 | -05791  No 0.9913 | -16.4 Yes  <0.0001| 1.153 No 0.9521| 2.114 No 0.8814
2vs. 24 -1.147 No 0.9661 | -10.68 Yes  0.0057 | -19.93 Yes <0.0001| 15.59 Yes  0.0026
12.5 pug/mL 2vs. 48 -4.664 No 05699 | -19.72  Yes <0.0001| -21.8 Yes <0.0001| -7.329 No 0.2303
24vs. 48 | -3.517 No 0.725 | -9.043 Yes  0.0218| -1.872 No 0.8788 | -22.92  Yes <0.0001
2vs. 24 -1.594 No 09357 | -1359  Yes 0.0004 | -19.05 Yes <0.0001| -10.04 No 0.069
25 ug/mL 2 vs. 48 -8.823 No 0.143 | -7.273 No 0.078 | -20.18 Yes  <0.0001| -29.88 Yes  <0.0001
24vs. 48 | -7.229 No 0.2656 | 6.315 No 0.142 -1.13 No 0.954 | -19.85 Yes  0.0001
2vs. 24 -16.14  Yes  0.0027 | -5.753 No 0.1954| -7.585 No 0.1322| -25.23  Yes <0.0001
50 pg/mL 2vs. 48 21.4 Yes  <0.0001| -1.166  No 0.9326 | -19.39 Yes <0.0001| -47.06 Yes <0.0001

24vs.48 | -5.262 No 0.4902 | 4.587 No 0.349 -11.8 Yes 0.01 -21.83  Yes <0.0001
2vs. 24 -13.01 Yes 0.0179 | -4.294 No 0.3964 | -1839 Yes <0.0001| -21.87 Yes <0.0001
100 pg/mL 2 vs. 48 -9.329 No 0.115 4.778 No 0.3199| -19.07 Yes  <0.0001| -42.35 Yes  <0.0001

24vs. 48 | 3.685 No 0.7026 | 9.071 Yes  0.0214| -0.6797 No 0.9831| -20.48  Yes <0.0001

2vs. 24 -5.925 No 0.4066 | 1.46 No 0.8965| -20.29  Yes <0.0001| -25.87 Yes <0.0001
200 pg/mL 2vs. 48 -4.066 No 0.6513 | 15.96 Yes  <0.0001| -18.9 Yes  <0.0001| -44.99 Yes  <0.0001

24vs. 48 | 1.859 No 0.9136 | 145 Yes  0.0002 | 1.394 No 0.9308| -19.12  Yes  0.0002

Figura A7ABNOVA de dos vias con comparaciones multiples de Tuckey del efecto citotoxico ejercidépapehpéditiRen lineas
celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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Stimuli | RGD-Ahx- MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts

hours RRR Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valugviean Diff. SignificantAd P Valu
Ovs.3.125| 8.148 No 0.9439( -1.421 No >0.9999 23.07 No 0.05 -0.8706 No >0.9999
Ovs.6.25 | 9.206 No 0.8984 -7.65 No 0.9596 | 24.13 Yes 0.035 -1.244 No >0.9999
Ovs.12.5| 0.2116 No >0.9999( -7.213 No 0.9705 15.13 No 0.4253 | 26.74 Yes 0.0137
24 h 0vs. 25 1.376 No >0.9999( -9.617 No 0.876 16.3 No 0.3336 | -0.3731 No >0.9999
0vs. 50 -13.54 No 0.5642 | -1.038 No >0.9999( 1.376 No >0.9999( -12.81 No 0.6302
0 vs. 100 -0.418 No 0.8872 1.311 No >0.9999( 5.503 No 0.9938 | -9.453 No 0.8853
0 vs. 200 0.5291 No >0.9999( 7.213 No 0.9705 15.45 No 0.3992 | -13.43 No 0.5743
Ovs. 3.125| 5.926 No 0.9904 | -10.49 No 0.82 5.926 No 0.9904 8.831 No 0.9165
0vs. 6.25 12.17 No 0.6868 | -18.25 No 0.2086 12.17 No 0.6868 7.338 No 0.9676
Ovs.125| 8.783 No 0.9187| -8.361 No 0.9361| 8.783 No 0.9187 | -28.36 Yes 0.0074
48 h Ovs. 25 4.127 No 0.999 13.88 No 0.5342 ( 4.127 No 0.999 -25 Yes 0.0258
0vs. 50 6.561 No 0.9826 12.62 No 0.647 6.561 No 0.9826 -25.5 Yes 0.0216
0 vs. 100 22.22 No 0.0659 | 20.16 No 0.1234| 22.22 No 0.0659 | -22.26 No 0.065
0 vs. 200 22.01 No 0.0705 | 28.14 Yes 0.008 22.01 No 0.0705| -19.28 No 0.1586

Figura A7 ANOVA de dos vias con comparaciones multiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferacion ejeré¢tddgdnel péptido
RRRen lineas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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R'RRR Stimuli hours MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts
concentration Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
2 vs. 24 0 No >0.9999 0 No >0.9999| 1.536 No 0.8215| -2.582 No 0.7006
0 pg/mL 2vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999| O No >0.9999| -5.574 No 0.2004
24 vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999| -1.536 No 0.8215| -2.992 No 0.6211
2vs. 24 -11.58  Yes 0.0253 | 14.16 Yes <0.0001| -1521  Yes <0.0001| 0.7982 No 0.9663
3.125ug/mL  2vs. 48 -11.33  Yes 0.0293 | -6.289 Yes 0.042 -8.25 Yes 0.0065 1.41 No 0.8987
24vs. 48 | 0.2497 No 0.9981 | -20.44 Yes  <0.0001| 6.964 Yes  0.0245| 0.6121  No 0.98
2vs. 24 -16.22 Yes 0.0012 | 1.362 No 0.852 | -17.27 Yes <0.0001| -7.971 Yes  0.0422
6.25 ug/mL 2 vs. 48 -20.27 Yes  <0.0001| -14.72 Yes <0.0001| -10.96 Yes 0.0003| -7.971  Yes  0.0422
24vs. 48 | -4.045 No 0.6159 | -16.08  Yes <0.0001| 6.316 Yes  0.0452 0 No >0.9999
2 vs. 24 -8.989 No 0.1013| -6.317 Yes  0.0409 | -25.1 Yes  <0.0001| -3.64 No 0.4961
12.5ug/mL  2vs. 48 -17.58 Yes  0.0005 | -21.87 Yes <0.0001| -22.43  Yes <0.0001| 6.006 No 0.1564
24vs. 48 | -8.587 No 0.1226 | -1555 Yes <0.0001| 2.664 No 0.5566 | 9.645 Yes 0.0112
2 vs. 24 -5.924 No 0.3586 | -7.874  Yes 0.0084 | -28.03 Yes <0.0001| -0.5441 No 0.9842
25 pg/mL 2 vs. 48 -8.123 No 0.1514| -19.14  Yes <0.0001| -21.66 Yes <0.0001| 12.39 Yes  0.0009
24vs. 48 | -2.199 No 0.8655 | -11.26 Yes  0.0001 | 6.369 Yes 0.043 | 1294 Yes  0.0005
2 vs. 24 -13.76 Yes  0.0066 | -5.958 No 0.0569 | -25.67 Yes <0.0001| -1.301 No 0.9131
50 pg/mL 2vs. 48 -9.924 No 0.0634 | -18.94  Yes <0.0001| -22.98 Yes  <0.0001| 10.55 Yes 0.0051
24vs. 48 | 3.839 No 0.6459 | -12.98  Yes <0.0001| 2.684 No 0.5517| 11.85 Yes  0.0016
2 vs. 24 -6.419 No 0.3015 | -2.673 No 0.5434| -1654 Yes <0.0001| 16.26 Yes  <0.0001
100 pg/mL 2 vs. 48 -4.52 No 0547 | -11.15 Yes  0.0002 | -11.7 Yes  0.0001| 11.23 Yes  0.0028
24vs. 48 | 1.899 No 0.8978 | -8.473  Yes  0.0043 | 4.837 No 0.1539| -5.03 No 0.2674
2 vs. 24 -4.324 No 0.5754 | 1.379 No 0.8487 | -8.189 Yes 0.0069 | 12.6 Yes  0.0008
200 pg/mL 2 vs. 48 -15.62 Yes 0.0019 | 0.1147 No 0.9989 | -18.1 Yes <0.0001| 4.021 No 0.4264
24vs. 48 | -11.29 Yes 0.03 -1.264 No 0.8711| -9.909 Yes 0.001 | -8577  Yes 0.0267

Figura ABANOVA de dos vias con comparaciones multiples de Tuckey del efecto citotoxico pgptidRpBeFERen lineas

celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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Stimuli| R'RRR MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts
hours | concentratio Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valuévlean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
Ovs. 3.125| -7.879 No 0.7889 | 20.53 Yes 0.0071 | -16.39 No 0.0562 2.64 No 0.9995
Ovs.6.25| -5.714 No 0.9516| 8.213 No 0.7528 | -18.36 Yes 0.022 -6.931 No 0.8767
Ovs.125| 4.502 No 0.987 1.127 No >0.9999( -25.93 Yes 0.0003 | -1.815 No >0.9999
24 h 0vs. 25 7.1 No 0.8629 | 0.2415 No >0.9999( -28.84 Yes  <0.0001| 1.485 No >0.9999
0vs. 50 2.338 No 0.9998 | 2.576 No 0.9996 | -25.41 Yes 0.0004 1.65 No >0.9999
0 vs. 100 17.75 Yes 0.0297 | 7.327 No 0.8429 | -14.52 No 0.1248 | 23.93 Yes 0.001
0 vs. 200 38.96 Yes <0.0001| 14.57 No 0.1223| -3.734 No 0.9958 | 22.61 Yes 0.0022
Ovs.3.125| 3.55 No 0.9969 | -24.96 Yes 0.0005 | 10.89 No 0.4285| 5.666 No 0.9537

Ovs. 6.25 | -0.2597 No >0.9999| -18.52 Yes 0.0204 | 10.06 No 0.5284 3.52 No 0.9971
Ovs.12.5| -7.706 No 0.8067 | -17.47 Yes 0.034 5.29 No 0.9678 | 2541 Yes 0.0004
48 h Ovs. 25 6.32 No 0.9197| -10.79 No 0.4405 | 10.06 No 0.5284 | 32.56 Yes <0.0001

Ovs. 50 22.42 Yes 0.0025 | -12.96 No 0.2246 | 6.224 No 0.9255 32.4 Yes <0.0001
0vs. 100 25.28 Yes 0.0004 | -5.314 No 0.967 10.79 No 0.4406 | 5.006 No 0.9762
0vs. 200 12.38 No 0.2738 | 7.488 No 0.828 -6.12 No 0.9314| 3.08 No 0.9987

Figura ABANOVA de dos vias con comparaciones multiples del &féako sobre la tasa de proliferacion ejercido por e RyEfRR
en lineas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h
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RGD-Ahx-R- Stimuli hours MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts
RRR Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valu
2vs. 24 -10.52 No 0.0642 0 No >0.9999| 2.417 No 0.573 | -2.899 No 0.857
0 ug/mL 2 vs. 48 -10.52 No 0.0642 0 No >0.9999| 0.8682 No 0.9299 | -2.899 No 0.857
24 vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999| -1.549 No 0.7941 0 No >0.9999
2vs. 24 3.734 No 0.6928 | 10.38 Yes  0.0008 | -8.7 Yes 0.0019 | 0.619 No 0.9944
3.125ug/mL  2vys. 48 -1.46 No 0.945 1.523 No 0.8341| -8.7 Yes 0.0019 | 0.6342 No 0.9941
24vs. 48 | -5.194 No 0.4945 | -8.855  Yes  0.0045 0 No >0.9999| 0.01527 No >0.9999
2vs. 24 34.13 Yes  <0.0001| 12.17  Yes <0.0001| -17.78 Yes <0.0001| -11.39  No 0.1048
6.25 ug/mL 2 vs. 48 20.66 Yes 0.0001 | 2.167 No 0.6937| -17.73 Yes <0.0001| -11.17 No 0.1137
24vs. 48 | -13.48 Yes 0.0132 | -10.01  Yes  0.0013| 0.04713 No 0.9998 | 0.2216  No 0.9991
2vs. 24 10.83 No 0.055 17.54 Yes <0.0001| -14.16 Yes <0.0001 5.6 No 0.633
12.5 pug/mL 2vs. 48 -14.96 Yes 0.0054 | 7.427 Yes 0.0195| -14.2 Yes  <0.0001| -15.45  Yes 0.0392
24vs. 48 | -25.79 Yes  <0.0001| -10.11 Yes  0.0011| -0.0422  No 0.9998 | -21.05 Yes  0.0011
2 vs. 24 7.548 No 0.2324 | 13.89 Yes <0.0001| -2342 Yes <0.0001| -11.4 No 0.1608
25 ug/mL 2 vs. 48 -17.92 Yes 0.0008 | 21.23 Yes  <0.0001| -21.89 Yes <0.0001| -18.31  VYes 0.0121
24vs. 48 | -25.47 Yes  <0.0001| 7.337 Yes 0.0213| 1.528 No 0.799 | -6.915 No 0.4222
2vs. 24 12.49 Yes  0.0464 | 10.33 Yes  0.0009 | -2225 Yes <0.0001| 3.335 No 0.8154
50 pg/mL 2 vs. 48 -16.54 Yes 0.006 16.73 Yes <0.0001| -21.15 Yes <0.0001| -2.798 No 0.866
24vs. 48 | -29.03 Yes  <0.0001| 6.395 No 0.0505 | 1.103 No 0.8894 | -6.133 No 0.5058
2vs. 24 4111 No 0.6415 | 20.84 Yes <0.0001| -23.81 Yes <0.0001| -5.743 No 0.5494
100 pg/mL 2 vs. 48 -18.57 Yes 0.0005 | 30.74 Yes  <0.0001| -24.6 Yes  <0.0001| -10.36 No 0.1518
24vs. 48 | -22.68 Yes  <0.0001| 9.904 Yes  0.0014 | -0.7924 No 0.9412 | -4.617 No 0.6775
2 vs. 24 -21.62 Yes  <0.0001| 31.31 Yes  <0.0001| -14.19 Yes <0.0001| -11.59 No 0.0971
200 pg/mL 2 vs. 48 -36.65 Yes  <0.0001| 57.18 Yes <0.0001] -11.21  Yes <0.0001| -2859  Yes <0.0001
24vs. 48 | -15.03 Yes  0.0052 | 25.87 Yes  <0.0001| 2.986 No 0.4301| -17 Yes  0.0089

Figura AIOANOVA de dos vias con comparaciones multiples de Tuckey del efecto citotoxico ejercidépapehpRIEIERen
lineas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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Figura A7.1Hfecto sobre la tasa de proliferacion ejercido por el péptl«RGERRen lineas celulares derivadas de mama y cultivo
primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h
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Stimuli | RGD-Ahx-R MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 Fibroblasts

hours RRR Mean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P ValugMean Diff. SignificantAd P Valugviean Diff. SignificantAd P Valu
Ovs.3.125| 2354 No 0.3016 12.13 No 0.9254 -11.2 No 0.95 -30.45 No 0.0787
Ovs.6.25 | 59.08 Yes <0.0001| 14.7 No 0.8226 | -19.92 No 0.5088 -8.23 No 0.9911
Ovs.12.5| 36.77 Yes 0.017 20.66 No 0.4628 | -15.25 No 0.7944 | -9.156 No 0.9834

24 h Ovs. 25 34.19 Yes 0.0328 | 17.98 No 0.6325 | -24.69 No 0.2485| -28.5 No 0.1198
0vs. 50 14.8 No 0.8177| 14.37 No 0.8385 | -22.61 No 0.3495| 12.96 No 0.8977

0 vs. 100 30.16 No 0.084 25.57 No 0.2121| -23.86 No 0.2863 | 4.321 No 0.9999

0 vs. 200 6.166 No 0.9985( 38.25 Yes 0.0115| -12.24 No 0.9221| 15.74 No 0.7676

0vs. 3.125| -0.4484 No >0.9999( -9.891 No 0.9743 1.66 No >0.9999( 0.3086 No >0.9999
Ovs.6.25 | -11.88 No 0.9326 | -10.44 No 0.9656 1.763 No >0.9999( 0.6173 No >0.9999
Ovs.12.5| -30.38 No 0.08 -9.672 No 0.9773| 2.593 No >0.9999( -30.97 No 0.0702

48 h Ovs. 25 -28.81 No 0.1122| 16.12 No 0.7461| 4.253 No 0.9999 | -7.819 No 0.9934
0vs. 50 -34.75 Yes 0.0285| 14.64 No 0.8253 | 4.461 No 0.9998 | -5.864 No 0.9989

0 vs. 100 -24.33 No 0.2645 | 20.77 No 0.4562 2.178 No >0.9999( -2.572 No >0.9999

0 vs. 200 -7.175 No 0.9961 | 46.45 Yes 0.0011 | 9.025 No 0.9847 ( -11.21 No 0.9498

Figura AI2ANOVA de dos vias con comparaciones multiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferacion ejercido por el péptido

AhxR'RRRen lineas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24y 48 h

150



10.8Anexo &itometria de flujo apoptosis/necrosis

\ \
\ \ \ \
/\ \ /\ \ A\ \
A T T T T T T T T T
100 o o B . 0 1m0 20 a0 0 0 1m0 20 a0
YEL-HLog : ANNEXIN ¥ (YEL-HLog) RED-HLog - AAD (RED-HLog) YEL-HLog " ANNEXIN ¥ (YEL-HLog) RED-HLog :: 744D (RED-HLog)
a1 @z al Qz
oorr 294 347 96.1
R Fao]
T Early | Late T
4 Samy i !
& Color ple| Live apop | apop Dead @ Color | Sample| Live aE:gz :pa;; Dead
920 - EPT)
E E | ve |o08| 501 [332] o kS [] | Fomaw| 02 | 0.25 | 96.1 | 3.47
3 Live |919] 503 | 2.94 | 0.077 g Fom 4| 0.25 | 0.22 | 95.4 | 4.09
f1o i I
g Live | 924|442 | 317| 0 o Fom4%| 0.4 | 025 | 942 | 515
Q4 Qa3 = <1 a3z
] 503 020 025
T T 0
0 20 a0 a0
0 100 20 a0
YEL-HLog :: ANNEXIN ¥ (YEL-HLog) YEL-HLog : ANNEXINV (YEL-HLog)

/ \\.X\’\. // \\\\ . \ . /\ N

100 20 a0 a0 100 20 3 100 20 30 N 100 20 a0
YEL-HLog :: ANNEXIN V/ (YEL-HLog) RED-HLog :: 7AAD (RED-HLogh VEL-HLog 2 ANNEXIN V (YEL-HLO g RED-HLOg : 7AAD (RED-HLog)
@t @z
- @ a2
N 120 : 373 027 7aa "

207 E . Eal Late
. Early | Late Color | Sample | Live Dead
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6182h | 436 | 17.8 | 37.7 | 1.29
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FiguraA8 Ensayo de citometria de flujo para la determinacion de apoptosis/necrosis en células
MCF7 tratadas pory224 fton el 1dd péptido 'RRRA Control de medio RRMI

1640 suplementado con SFB.B¥lulas tratadas con FormaldehidG.€¥lulas tratadas con

1Godd péptidd 'RRRpor 2 h P.por 24 h.

Cada panel se compong(fjeistogramasepresentativagel cambio en la fluorescencia de los
tratamientos evaluadg@s) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y
Anexina MQleventos enecrosis, Qarentos en apoptotasdia, Q&poptosis tempranay Q4:
eventos vivo@ii) Tabla de porcentaje de eventos asociadceateddzelular.



10.9nexo Titometria de flujo activacion de caspasas
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FiguraA9 Ensayo de citometria de flujo para la determinacétivdeion de caspasas
células MCF tratadas pory224 fton el 1&de péptido RRRA. Control de medio
RPMI1640 suplementado con SFEBS52¢lulas tratadas con FormaldehiddC4@é€lulas
tratadas colGodd péptido RRRpor 2 h P.por 24 h.

Cada panel se compong(jdistogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los
tratamientos evaluadd@s) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y
Anexina MQleventosnuertos Q2eventognuertos con activacion de casp&&svos con
activacion de caspagd3d4: eventos vivpis) Tabla de porcentaje de eventos asociado a cada
estadaelular
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10.1\nexo 1Citometria de flujo despolarizacion de membrana
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6182h | 86 | 9.82 | 2.18 | 1.97
(] 6182h | 939 | 321 | 068 | 2.20
| 6182h | 89.7 | 6.48 | 1.24 | 2.62

Depo | Depo
Live | Dead| De2d

61824h | 87.2 | 7.3 324 | 2.29
61824h | 926 | 5.11 | 0.68 | 1.6
61824h | 87.7 | 8.69 | 1.78 | 1.8
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FiguraA10 Ensayo de citometria de flujo para la determina@dtivdeion de caspasas
células MCF tratadas pory224 fton el 1&dd péptidoR GLANRRRA. Control de medio
RPM1640 suplementado con SFEB52¢lulas tratadas con FormaldehiddC4@¢lulas
tratadas colGodd péptido=r GDRANxRRRpor 2 h D.por 24 h.

Cada panel se compong(jEistogramas representativos del cambidlearkescencia de los
tratamientos evaluadd@s) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y
Anexina VQleventos muertodespolarizadodQ2:eventosmuertospolarizados Q3 vivos
despolarizadgsQ4: eventos viymdarizadogiii) Tabla de porcentaje de eventos asociado a
cada estado celular
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10.1Anexo 1Analisis de expresion génica relativa

b actina

Bcl-2

Cas8

Surviviné

Bid

Fluor

SYBF

Fluor

SYBF

Fluor

SYBF

Fluor

SYBF

Fluor

SYBF

Sample Cq Average
Control 24h  16.22" 16.64
Control 24 h 17.05

Etoposide -24h18.68" 19.84
Etoposide -24h21.00

618-24h  17.52” 18.62
618-24h  19.71
Control 2h  16.01” 16.52

Control 2 h  17.02
Etoposide -2h 17.317 18.06
Etoposide -2h 18.8

618-2h  16.12" 16.26
618-2h  16.39
Sample Cq Average

Control 24h  21.73"7 21.73 7
Control 24 h 21.73
Etoposide -24h24.69" 24.86
Etoposide -24h25.03
618-24h  23.147 23.65
618-24h  24.15
Control 2h  21.19" 21.26
Control 2 h 21.32
Etoposide -2h 23.2 7 23.24
Etoposide -2h 23.27
618-2h 22477 2253
618-2h 2258 4

AR I TN IR TR BN I B |

Sample Cq Average

Control 24h  30.08 30.495
Control 24 h 30.91
Etoposide -24h34.08 33.04
Etoposide -24h 32

618-24h  33.23 32.79

618-24h  32.35
Control 2h  30.24 30.575
Control 2h 30.91
Etoposide -2h 26.36 26.43
Etoposide -2h 26.5

618-2h 25 25.495
618-2h 25.99
Sample Cg Average

Control 24h  21.69 21.785

Control 24 h 21.88
Etoposide -24h26.74 26.835
Etoposide -24h26.93

618-24h 23.21 23.23
618-24h  23.25
Control 2h  22.13 22.46

Control2h 22.79
Etoposide -2h 23.99 24.07
Etoposide -2h 24.15

618-2h 25.67 26.115
618-2h 26.56
Sample Cq Average

Control 24h 23.34 23.34
Control 24 h
Etoposide -24h25.29 26.01
Etoposide -24h26.73

618-24h 24.92 24.755
618-24h  24.59
Control 2h  24.49 24.29

Control 2h  24.09
Etoposide -2h 24.81 24.81
Etoposide -2h

618-2h 222
618-2h 22.38

22.29

Hwonnp/ ¢

0.85
117
0.37
0.56
1.18
0.96
0.89
112
0.93
0.94
0.51
0.62

Hwonnp/ ¢

1.134848725
0.881174713
0.457708186
1.00173437
0.470576115
1.416666332
1.073632315
0.931417569
66.37186922
63.88919249
56.20006913
37.20694415

Hwonnp/ ¢p

0.90909313
1.099997313
0.177083292

0.08035324
1.166753666
1.856390217
1.069917829
0.934651216

1.23756131
1.174869079
0.127405547
0.090402094

Hwonnp/ ¢p

0.851158668

0.735858358
0.523949619
1.047899238
2.154719392
0.740976657
1.349570179
2.49233846

6.600155432
4.430593599

UBCRQ

l‘I)\/Iean fold change
in gene expressio
v

1.01
0.46
1.07
1.01
0.93

0.56

LI)\/Iean fold change
in gene expressio

1.008011719
0.729721278
0.943621224
1.002524942
65.13053085
46.70350664
Mean fold change
in gene expressio
1.004545221
0.128718266
1.511571942
1.002284523
1.206215195
0.108903821
Mean fold change
in gene expressio
0.851158668
0.629903989
1.601309315
1.045273418
2.49233846

5.515374515

4

v

(4

v

v

#DIV/O!

#DIV/O!

Fluor Sample
Control 24h
Control 24 h
Etoposide -24h
Etoposide -24h

618-24h
618-24h

SYBR
Control 2h
Control 2 h
Etoposide -2h
Etoposide -2h

618-2h
618-2h

StDev Coe Var

023 " 105

014 " 055

"016 " 066

016 " 077

001" 003

008" 035

StDev Coe Var

0.1794 0.588209917
0.3847 1.164299649
0.669 2.040215945
0.1006 0.328899464
1.7555 6.642139809

13.43 52.67765236

StDev Coe Var

0.135 0.619644907

0.0684 0.25488532
0.4876 2.099210857
0.0956 0.425859034
0.0443 0.18417159

0.0262 0.100192965

StDev Coe Var

#DIV/O!

0.1498 0.576094218

0.7826 3.161543268

0.4303 1.771678081

#DIV/O!

1.5341 6.88251182

Cq Average
21.78 7 22.66
2354
23.21 7 23.42
23.63
2430 " 24.69
25.07
21.95 7 21.99
22.03
2355 7 24.21
24.87
2259 7 23.12
23.65
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Sample Cq Average Hwonn/ ¢ LIJ\/Iean Lel] e

> StDev Coe Var
In gene expressio

Control 24h  30.39 30.39 0.851158668 0.851158668 #DIV/O! #DIV/0!
Control 24 h
Etoposide -24h26.69 27.785 36.94993701 26.296765 15.066 54.22299928
Etoposide -24h28.88 15.64359298
618-24h 25.19 25.19 188.3797396 157.1994809 44.096 175.0517854
SYBF 618-24h 25.06 126.0192222
Control 2h 2451 2451 0.851158668 1.042219171 0.2702 1.102408628
Control 2 h 24.44 1.233279674
Etoposide -2h 24.98 25.295 2.580230586 2.174349223 0.574 2.269234743
Etoposide -2h 25.61 1.76846786
618-2h 24.13 24.105 2.017403968 1.802861102 0.3034 1.258699153
618-2h 24.08 1.588318236
e Mean fold change
Sample Cq Average Hwonn/ ¢ ﬁ] e StDev Coe Var
Control 24h  21.57 22.285 1.397162668 1.05644947 0.4818 2.162177363
Control 24 h 23 0.715736272
Etoposide -24h22.58 22.58 2.317388619 2.285704062 0.0448 0.198444331
Etoposide -24h23.57 2.254019505
618-24h 21.52 22.265 5.323960989 4.212229539 1.5722 7.061422388
SvBI 618-24h 23.01 3.100498088
Control 2h  22.76 22.805 0.87812608 1.008457357 0.1843 0.808227406
Control 2h 22.85 1.138788635
Etoposide -2h 21.81 21.85 7.123074108 7.135438869 0.0175 0.080029348
Etoposide -2h 21.89 7.14780363
618-2h 21.14 21.28 3.738604865 3.893710319 0.2194 1.030790589
618-2h 21.42 4.048815774
5 Mean fold change
Sample Cq Average Hwoénn/ ¢ |Un e StDev Coe Var
Control 24h 25.38 25.04 0.928195109 1.002777402 0.1055 0.421227201
Control 24 h  24.7 1.077359696
Etoposide -24h25.01 25.01 5.608053063 4.615922344 1.4031 5.610094835
Etoposide -24h24.69 3.623791625
618-24h 25.64 25.43 3.381117141 3.073269905 0.4354 1.712000533
SYBF 618-24h 25.22 2.765422669
Control 2h  25.11 25.11 0.851158668 1.013013873 0.2289 0.911580356
Control 2 h 25.11 1.174869079
Etoposide -2h 23.23 23.39 13.15464126 12.1659713 1.3982 5.977727493
Etoposide -2h 23.55 11.17730135
618-2h 25.46 25.39 2.045565877 2.317377188 0.3844 1.513978894
618-2h 25.32 2.589188498
A Mean fold change
Sample Cq Average Hwonn/ ¢ ﬁ] . StDev Coe Var
Control 24h  28.46 28.03 0.87206042 1.009384978 0.1942 0.692851417
Control 24 h  27.6 1.146709536
Etoposide -24h 26.2  26.2 19.52837501 14.99668603 6.4088 24.46097716
Etoposide -24h26.15 10.46499705
618-24h 27.48 27.41 7.503168721 6.278714569 1.7316 6.31754713
SvBr 618-24h 27.34' , 5.054260417 , , ,
Control 2h  25.63" 25.57 1.127009753 1.00715676 0.1695 0.662877307
Control 2 h  25.51 " 0.887303768
Etoposide -2h 26.02726.045" 2616249263 " 2.648372648 '0.0454"0.174426289
Etoposide -2h 26.07 " 2.680496033

618-2h  25.43" 25287  1.708227353 1.653796608 " 0.077 " 0.304496431

618-2h 25.13 " 1.599365863

a Mean fold change
Sample Cq Average Hwonn/ ¢ Iun S HEEEENE
Control 24h 24.81725.605”  1.476826146 ~ 1.07697696 '0.5655" 2.208444218
Control 24 h  26.4 " 0.677127773
Etoposide -24h27.43” 27.43 7 1550249044
Etoposide -24h27.29 " 0.88423393
618-24h  25.42725.415" 5825976976
618-24h  25.41 " 3.586309503
Control 2h  24.68"24535”  1.062527367 1.001839798 "0.0858" 0.349807143
Control 2 h  24.39 " 094115223
Etoposide -2h 25.19724.795”  2.407440263
Etoposide -2h 24.4 " 3.9244759
618-2h  23.97724.07 7  1.744120841

v

618-2h 24.17 1.996537265
FiguraAl1Analisis de expresion relativa de gemasétodo Livgkro y antapoptéticogn
células MCFRratadas pory 24 fton el 1&dd péptidor GDANRRR

StDev Coe Var

1.217241487 "0.4709" 1.716893196

4706143239 "1.5837" 6.231296705
SYBF

3.165958081 "1.0727" 4.326300409

1.870329053 "0.1785"0.741526238
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10.12nexo 12itometria de flujo geoducciéme ROS

A B

ROS ROS + ROS ROS +
Color | Sample | Count Color [ Sample | Count
P o | o8 P o | o
Live 2607 95.9 4.1 Form 4%| 2997 | 82.1 17.9
Live 1699 96.9 3.06 | Form 4%| 2999 | 79.4 20.6
Live 3000 94.0 6.0
el = fr
o 0% 0® [ 107 ot
RED-HLin :: Red Fluorescence (RED-HLiN) RED-HLIin :: Red Fluoreseance (RED-HLIN)
¢ Color | Sample | Count| ROS | ROS+ D ROS | ROS+
(%) (%) Color | Sample | Count

(%) %)
[ | 61824h | 3000 | 82.7 | 17.3 c182n | 2097 | 791 | 200
618 24h | 2998 | 82.3 17.7 618 2h | 2989 | 78.7 213
| 618 24h [ 2997 | 83.8 16.2 o 618 2h | 2994 | 849 151
61824n | 2999 8 i | ) 6182h | 2986 | 71.7 28.3
618 24h [ 4001 | 82.8 17.2 i ] ] 618 2h | 2983 | 71.4 286

618 24h | 2999 | 80.7 | 19.3 = = =

W " S

[ | 61824n | 3001 | 81 19 P =
rower T v
-] 0: CI3

1 "
° o o RED-HLin :: Red Fluorescence (RED-HLin)
RED-HLin :: Red Fluorescence (RED-HLin)

FiguraA2. Ensayo de citometria de flujo para la determinapi@uddecion de R@& células
MCF7 tratadas pory224 fton el I&dd péptidoR GRANRRRA. Control de medio RRMI
1640 suplementado con SFB.B¥lulas tratadas con FormaldehidG.g¥lulas tratadas con
|Godd péptidar GBEANRRRpor 2th yD.por 2 h.

Cada panel se compong(igdistogramasepresentativos del cambio en la fluorescencia de los
tratamientos evaluaddi) Tabla de porcentaje de eventos asociado a cada estado celular
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10.13nexo 1Bimografia

FiguraA13Zimografia de gelatinagdsplicado técnico)

157



10.1Anexo 1@itometria de liberacionai@quinas

A beads (N=2415) Ungated (N=8093) A beac:

A . B .. C .

- = 110 2
< 20 & z 5 2 t F < 2100 ’ z
4 ol H & & . B H # " ® H
i;‘“ 8 I LI 5’““ = s
20 B beads

D . E . : F
B M o8
i J i i
H 10 § 03 0]
o PRI P
2 A v A ZErvng E
ric
| 1
H 5
&
"

FiguraAX4.1 Ensayo de citometria de flujo para la determinapi@uldecion de citoquires
células MCFA-BTratadas con medio RPMI 1640 suplementado conCEPBr&#gas por 2
y BEF24 hcon el 16dd péptida= GRANRRR

= =
€ s £ . z : € w

FiguraAK¥.2 Curvas estandar de calibracion de citoquinas humanas utilizando el kit
LEGENDpl&Human Macrophage/Microglia Panel
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10.1%3\nexo3Evaluacion de toxicidadGalleria mellonella

g
S 100+
Q
g L4 v
< 901 [--- ‘ ss
q) '
e - 5,9
S 801 1 DO i R°R°R
2 T ROD-AlX R°R°R
R oo
©
g 407 T ROD-AlX -R-R°RR
g
S 2071
Q
o
3 O T T ' . .
0 2 4 6 8 10

Figura ALCurva de supervivencia (Kajplaier) de larvas Galleria mellongtitadas con los
péptidos’RRR, RIRRR, RGPARRR yRGPARRRR a 40 mg/kg (n=10, con dos
réplicas bioldgicas)

10.1B8nexo@Evaluacion de toxicidadDamio rerio

Embricnes de Dusio reno 3dpf

= i -=~- Control negativo
=10 T
o= H0 ] _
e i - Control positivo
= |
Y] 50 ! == gzpgmlL
a 407 sug/ml
3 .
e == z0ug/mL

= I 1 | 1

a 24 48 72 af
Haoras

Figura A8 Curva de supervivencia (Kaplaier) deembrionegde Danio rerimatacbs con
diferentes concentracionkgrias dgéptidoRRR
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Figura Al6Morfolmia embriones de pez ceAr&mbrionesivos \B. muertos luego del
tratamiento con 50 g/mLRleRAhxRRRC embriones control

10.1Anexo AEvaluacién comportamental ratones CD1

A Inyeccién Subcutanea B Inyeccion Intraperitoneal
-+ Sludén Slina
§ 100 . g 10
P RRR g
E 7 ~ REDAERRR g &7
g 07 - -RRR g 607
= =
8 40 —— REDMBE -RRR S 40
Qo
ad o T T T T T T 1 a3 o T T T T T 1

o
-
IN)
w
N
&
)
~
o
=
N
w
IN
(]
)
~

Dias Dias

Figura A7l Curva de supervivencia (Kallarer) de ratones CD1 macho de 7 semanas tratados
con70 mg/Kgle los péptiddBRR,RRRR RGEANRRR yRGEAN<RIRPRR por ViA.
intraperitoneal B.subcutanea
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Tabla Al1Evaluacion deddservacion del comportamiaiearatones CRImirdespués de la inoculacion’B#8RA. Via intraperitoneal

yB.Via subcutanea

Perfil de observacién Iwin/FOB

InvestigadoAndrea Barragan Cardenas

Especie: Mus musculus Fecha: 10/8/202:
CompuestcRRR Dosis 70 mg/kg
Vehiculo: Solucién salina Vol dosis:0.300 mL
Ruta: Intraperitoneal Tiempo 1 min
Peso: 35¢g Peso: 359 Peso: 349 Peso: 34g
Cntrl (1) A(2) B(3) c4
Sin manipulacién
Posicién corporal| Sentado en cuclillf _Sentado en cuclillag Sentado en cuclillj Sentado en cuclill
Actividad locomotor] _Sentado quieto Sentado guieto Sentado quieto | Sentado quieto
Sedacion/excitacioh Sedado Sedado Sedado Sedado
Piloereccion 1 2 2 2
Ptosis 0 1 1 1
Exoftalmos - - - -
Comportamiento
inusual - - - -
Cola de Straub - - - -
Retorcedura 0 1 1 1
Tasa de respiraciop -1 -1 -1 -1
Contraccién de cab Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccién corporal 0 0 0 0
Temblor 1 1 1 1
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacién
Reactividad al tacts 0 0 0 0
Tono abdominal 1 1 1 1
Tono de extremidad| 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupil Normal Normal Normal Normal
Colocacién visual 0 0 0 0
Suspencién de la ¢ 0 0 0 0
Fuerza de agarre 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacion Normal Normal Normal Normal
Salivacién 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
IAumento de defeca 0 0 0 0
Aumento de orina 0 0 0 0
Vocalizacion Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios Los individuos se encuentran bajo el estrés normal post inyeccién perito

eal

B

Perfil de observacién Irwin/FOB
Especie: Mus musculus

InvestigadoAndrea Barragan Céardenas
Fecha; 10/8/202:

Compuest(RFRR Dosis 70 mg/kg
Vehiculo: Solucién salina Vol dosis0.300 mL
Ruta: Subcutanea Tiempo 1 min
Peso: 35g Peso: 33g Peso: 33g Peso: 35¢g
Cntrl (5) D (6) E(@) F(8)
Sin manipulacién
Posicién corporal| Sentado en cuclillf _Sentado en cuclillag Sentado en cuclillf Sentado en cuclill
Actividad locomotol _Sentado quieto Sentado quieto Sentado quieto | Sentado quieto
Sedacién/excitacin Sedado Sedado Sedado Sedado
Piloereccién 1 1 2 1
Ptosis 1 1 1 1
Exoftalmos - - - -
Comportamiento
inusual - - - -
Cola de Straub N - - -
Retorcedura 0 0 0 0
Tasa de respiracidn -1 -1 -1 -1
Contraccién de cab Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccion corpor| 0 0 0 0
Temblor 1 1 1 1
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con i i
Reactividad al tactp 0 0 0 0
Tono abdominal 0 0 0 0
Tono de extremidaq 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupil: Normal Normal Normal Normal
0 0 0 0
Suspencién de la ¢ 0 0 0 0
Fuerza de agarrgl 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacion Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de
defecacion 0 0 0 0
Aumento de orinal 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
. Los individuos se encuentran bajo el estrés normal post inyeccion subcutaned
Comentarios Dresenlté puncién traumétil::a 4




Perfil de observacién Irwin/FOB

Especie: Mus musculu
Compues
o:

In

vestigadoAndrea Barragan Cardenas
Fecha: 10/8/202:

RRR Dosis 70 mg/kg
Vehfculo:Solucién salir Vol dosis:0.300 mL
Ruta:  Intraperitonee Tiempo 15 min
Peso: 35g Peso: 359 Peso: 34g Peso: 34g
Cntrl (1) A2 B(3) C(4)
Sin manipulacién
Posicién corporal De pie Sentado en cuclillasSentado en cuclilll Sentado en cuclill|
Exploracién
Actividad locomotorg moderada Sentado quieto Sentado quieto | Sentado quieto
Sedacién/excitacion| Excitado Sedado Sedado Sedado
Piloereccién 1 2 2 2
Ptosis 0 1 0 1
Exoftalmos - - - -
Comportamiento inus! - - - -
Cola de Straub - - - -
Retorcedura 0 2 1 2
Tasa de respiracior] 0 -1 -1 -1
Contraccion de cabera _ Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccién corporal 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacién
Reactividad al tacto| 0 0 0 0
Tono abdominal 0 1 1 1
Tono de extremidadgs 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupila Normal Normal Normal Normal
Colocacién visual 0 0 0 0
Suspencion de la cola 0 0 0 0
Fuerza de agarre 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacion Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de defecaci 0 0 0 0
Aumento de orina 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios

B

Perfil de observaci6n Irwin/FOB

InvestigadoAndrea Barragan Cardenas

Especie: Mus musculu Fecha: 10/8/202:
Compues
o: Dosis 70 mg/kg
Vehfculo: Solucién salir Vol dosis 0.300 mL
Ruta:  Subcuténea Tiempo 15 min
Peso: 35¢g Peso: 33g Peso: 339 Peso: 359
Cnitrl (5) D (6) E() F(8)
Sin manipulacién
Posicion corporal De pie De pie Sentado en cuclillf De pie
Exploracion Exploracion
Actividad locomotorg moderada Exploracién moderal _Sentado quieto moderada
Sedacién/excitacion| Excitado Sedado Sedado Sedado
Piloereccién 1 1 2 1
Ptosis 0 0 1 0
Exoftalmos - - - -
Comportamiento inusy - - - -
Cola de Straub - - - -
Retorcedura 0 0 0 0
Tasa de respiraci 0 0 -1 0
Contraccién de cabeza _Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccién corgorgl 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsion Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacién
Reactividad al tacto 0 0 0 0
Tono abdominal 0 0 0 0
Tono de extremidadgs 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamario de pupila Normal Normal Normal Normal
Colocacién visual 0 0 0 0
Suspencién de la cola 0 0 0 0
Fuerza de agarre 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacién Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de defecaci 0 0 0 0
Aumento de orina 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios

Tabla Al2Evaluacion de la observacion del comportamhgerationes CD1 15 min después de la inoculdBiR#oVia intraperitoneal

yB.Via subcutanea
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Perfil de observaci6n Irwin/FOB

Especie: Mus musculus

InvestigadoAndrea Barragan Cérdenas

Fecha: 10/8/202

Compuet
o: RRR Dosis 70 mg/ke
Vehiculo Solucién salina Vol dosis0.300 mL
Ruta:  Intraperitoneal Tiempo 30 min
Peso: 359 |Peso: 359 |Peso: 34g [Peso: 349
Cntrl (1) A2 B(3) Cc(4)
Sin manipulacién
Posicién corporgl De pie Sentado en cuclillgSentado en cuclill Sentado en cuclil|
Actividad Corriendo/explor:
locomotora do Sentado quieto | Sentado quieto] Sentado quieto
Sedacién/excitaci Excitado Sedado Sedado Sedado
Piloereccién 0 1 1 1
Ptosis 0 1 0 0
Exoftalmos - - - -
Comportamientd
inusual - - - -
Cola de Straub) - - -
Retorcedura 0 1 1
Tasa de respiraci 0 -1 0 -1
Contraccion de
cabeza Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccion
corporal 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacié|
Reactividad al tax 0 0 0 0
Tono abdominal 0 0 0 0
Tono de
extremidades 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Normal Normal Normal Normal
0 0 0 0
Suspencion de |
cola 0 0 0 0
Fuerza de agaré 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacién Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de
defecacién 0 0 0 0
Aumento de orin| 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios

B

Perfil de observacién Irwin/FOB
Especie: Mus musculus

InvestigadoAndrea Barragan Cardenas

Fecha: 10/8/202

Compue:
o: RRR Dosis 70 mglkg
Vehfculo Solucién salina Vol dosis0.300 mL
Ruta:  Subcutanea Tiempo 30 min
Peso: 359  |Peso: 33g |Peso: 33g [Peso: 359
Cntrl (5) D (6) E(™ F(8)

Sin manipulacién

Posicién corporal De pie De pie Sentado en cuclil De pie
Actividad Corriendo/explor3 Exploracién |Corriendo/explorg
locomotora do Corriendo/exploran moderada do
Sedacién/excitaci Excitado Excitado Sedado Excitado
Piloereccién 0 0 1 0
Ptosis 0 0 1 0
Exoftalmos - - - -
Comportamientd
inusual - - - -
Cola de Straub) - - - -
Retorcedura 0 0 0 0
Tasa de respiraci 0 0 0 0
Contraccion de
cabeza Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccion
corporal 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacid|
Reactividad al ta 0 0 0 0
Tono ahduminal 0 0 0 0
Tono de
extremidades 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupil Normal Normal Normal Normal
Colocacion visual 0 0 0 0
Suspencion de IF
cola 0 0 0 0
Fuerzade agar[E 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacién Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de
defecacién 0 0 0 0
Aumento de orin| 0 0 0 0
Vocalizacion Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios

Tabla All3Evaluacion de la observacion del comportaneratimnes CD1 30 min después de la inoculatiiRAnVia intraperitoneal

yB.Via subcutanea
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Tabla All4Evaluacion de la observacion del comportaéerdtones CRIdespués de la inoculacion’B#8RA. Via intraperitoneal y

B.Via subcutanea

Perfil de observacién Irwin/FOB
Especie: Mus musculus

InvestigadoAndrea Barragan Cardenas
Fecha: 10/8/202

Compue:
o: RRR Dosis 70 mg/ke
Vehiculo Solucién salina Vol dosis0.300 mL
Ruta:  Intraperitoneal Tiempo 1h
Peso: 35¢g Peso: 359 [Peso: 34g |Peso: 34g
Cntrl (1) A2 B (3) C(4)
Sin manipulacién
Posicién corporal De pie De pie De pie De pie
Actividad Corriendo/explorg Exploracion Exploracion
locomotora do Exploracién moderg moderada moderada
Sedacién/excitaci Excitado Excitado Excitado Excitado
Piloereccién 0 1 0 0
Ptosis 0 0 0 0
Exoftalmos - - - -
Comportamientd
inusual N N N -
Cola de Straub) N N N -
Retorcedura 0 0 0 0
Tasa de respiraci 0 0 0 0
Contraccién de
cabeza Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccion
corporal 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacid|
Reactividad al ta 0 0 0 0
Tono abdominaI 0 0 0 0
Tono de
extremidades 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupi Normal Normal Normal Normal
Colocacién visu 0 0 0 0
Suspencién de |
cola 0 0 0 0
Fuerza de agaré 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacién Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de
defecacién 0 0 0 0
Aumento de orin| 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 1 1 1
Comentarios

B

Perfil de observacién Irwin/FOB
Especie: Mus musculus
Compuet
o: RRR
Vehifculo Solucién salina

InvestigadoAndrea Barragan Cardenas
Fecha: 10/8/202

Dosis 70 mg/ke
Vol dosis0.300 mL

Ruta:  Subcutanea Tiempo 1h
Peso: 359 |Peso: 33g |Peso: 33g [Peso: 359
Cntrl (5) D (6) E@) F(8)
Sin manipulacién
Posicién corporal De pie De pie De pie De pie
Actividad  |Corriendo/explorg Exploracion  [Corriendo/explor:
locomotora do Corriendo/exploran moderada do
Sedacién/excitaci Excitado Excitado Excitado Excitado
Piloereccién 0 0 1 0
Ptosis 0 0 0 0
Exoftalmos - - - -
Comportamientd
inusual - - - -
Cola de Straub) - - - -
Retorcedura 0 0 0 0
Tasa de respiraci 0 0 0 0
Contraccién de;
cabeza Ausente Ausente Ausente Ausente
Saltos Ausente Ausente Ausente Ausente
Contraccién
corporal 0 0 0 0
Temblor 0 0 0 0
Convulsién Ausente Ausente Ausente Ausente
Sobresalto Ausente Ausente Ausente Ausente
Con manipulacid|
Reactividad al ta 0 0 0 0
Tono abdominal 0 0 0 0
Tono de
extremidades 0 0 0 0
Agresividad 0 0 0 0
Tamafio de pupi Normal Normal Normal Normal
Colocacién visu 0 0 0 0
Suspencion de |
cola 0 0 0 0
Fuerzade agaré 0 0 0 0
Reflejo pineal 0 0 0 0
Lagrimacion Normal Normal Normal Normal
Salivacion 0 0 0 0
Diarrea 0 0 0 0
Aumento de
defecacién 0 0 0 0
Aumento de orin| 0 0 0 0
Vocalizacién Ausente Ausente Ausente Ausente
Ataxia 0 0 0 0
Comentarios
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Tabla Al5Evaluacion de la observaciéoataportamientde ratones CD1 6 h después de la inoculaéi@ifRRAnVia intraperitoneal y
B.Via subcutanea
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