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Resumen 

 
Péptidos modificados derivados de la secuencia RWQWRWQWR: Evaluación de la actividad 

anticancerosa frente a líneas celulares derivadas de cáncer de mama 

 

El diseño, síntesis y evaluación de péptidos anticancerígenos es una estrategia utilizada para la búsqueda 

de nuevas moléculas con potencial terapéutico para el tratamiento del cáncer.  El cáncer de mama es el 

más diagnosticado a nivel mundial, el cuarto con mayor mortalidad y, su amplia variación genética deriva 

en la necesidad de diferentes moléculas para su tratamiento. 

Los tratamientos utilizados para este tipo de cáncer no son selectivos por las células cancerosas y generan 

múltiples efectos secundarios que disminuyen la calidad de vida del paciente de forma drástica, el tumor 

puede presentar resistencia y derivar en recurrencia; razón por la cual la búsqueda de nuevos posibles 

agentes terapéuticos es imperativa. En este trabajo se diseñaron, sintetizaron y evaluaron péptidos 

derivados del péptido palindrómico con actividad anticancerosa LfcinB (21-25)Pal:H2N-RWQWRWQWR-

CONH2. 

Se evaluaron péptidos con modificaciones en la estructura primaria del péptido palindrómico como la 

longitud y carga neta positiva, cambios puntuales de residuos por aminoácidos de la misma polaridad o 

por aminoácidos no naturales y, funcionalización con el motivo RGD en el extremo N-terminal y/o C-

terminal. Se determinó que el aumento de la longitud y carga de la secuencia mediante adición de una 

Arg (R) y/o la unión al motivo RGD en el extremo N-terminal generaron péptidos con un mayor efecto 

citotóxico frente a células derivadas de cáncer de mama MCF-7, identificando cuatro péptidos 

promisorios: RRWQWRWQWR, RRWQWRWQWRR, RGD-Ahx-RRWQWRWQWR y RGD-Ahx-

RWQWRWQWR, los cuales inducen disminución de la viabilidad celular dependiente de la 

concentración. 

Se evidenció que los residuos de Arg (R) ubicados en los extremos N y C-terminal de la secuencia 

palindrómica son relevantes para mantener la selectividad de los péptidos por células cancerosas, 

mientras que la Arg central de la secuencia es determinante para ejercer el efecto citotóxico. Los 

resultados sugieren que el aumento de la carga neta positiva del péptido que permite una interacción 

electrostática inespecífica con la célula no es el único parámetro que influye en el efecto citotóxico y su 

ubicación en la secuencia es clave. La inclusión de la Arg en el extremo N-terminal (RRWQWRWQWR) 



 

 

 
 

incrementó significativamente el efecto anticanceroso, lo cual puede estar asociado a que esta 

modificación hace que se complete el motivo mínimo de la LfcinB. 

Reemplazos puntuales en la secuencia por aminoácidos de la misma polaridad o por aminoácidos no 

naturales generaron disminución del efecto anticanceroso del péptido sugiriendo que es posible que esté 

involucrada una interacción específica péptido-célula. Los resultados respecto a la funcionalización con el 

motivo RGD en los extremos N y/o C-terminal muestran que cuando la adición se realiza en el extremo C-

terminal el efecto citotóxico disminuye sugiriendo que los residuos ubicados en ese extremo son 

determinantes. 

El péptido RGD-Ahx-RWQWRWQWR, presentó mayor actividad citotóxica que la secuencia original, 

además indujo disminución de la viabilidad celular de líneas celulares derivadas de los cuatro subtipos 

moleculares de cáncer de mamá (Luminal A, Luminal B, Triple Negativo A y Triple Negativo B), la cual fue 

dependiente de la concentración, rápida y se mantuvo hasta por 48h. Se observó que en la línea MCF-7 

indujo la citotoxicidad mediante la activación de la vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis, 

acompañada de la disminución de la capacidad migratoria celular y disminuyendo también los procesos 

de invasión. Ensayos preliminares de toxicidad aguda en modelo in vivo muestran que este péptido se 

categoriza como ligera-moderadamente tóxico indicando que pues una molécula segura para proceder 

con ensayos de eficacia. Estos resultado sugieren que el péptido obtenido es una molécula que puede ser 

considerada como un potencial candidato para el desarrollo de agentes terapéuticos en el tratamiento de 

este tipo de cáncer. 

Palabras clave: Cáncer de mama, péptidos anticancerosos, lactoferricina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

 
Modified peptides derived from the RWQWRWQWR sequence: Evaluation of anticancer 

activity against cell lines derived from breast cancer 

 

The design, synthesis and evaluation of anticancer peptides are used 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 life. The tumour can present resistance and lead to 

recurrence, which is why the search for new possible therapeutic agents is imperative. In this work, 

peptides derived from the palindromic peptide with anticancer activity LfcinB (21-25)Pal: H2N-

RWQWRWQWR-CONH2 were designed, synthesized, and 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 polarity or by non-

natural amino acids and, functionalization with the RGD motif at the N-terminal and/ or C-terminal end. 

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 the N-terminal end generated peptides with a more significant cytotoxic 

effect against MCF-7 cells (derived from breast cancer) identifying four promising peptides: 

RRWQWRWQWR, RRWQWRWQWRR, RGD-Ahx-RRWQWRWQWR and RGD-Ahx-RWQWRWQWR 

which induce a concentration-dependent decrease in cell viability. 

It was noted that the Arg (R) residues located at the N and C-terminal 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 exert the cytotoxic effect. The results suggest that the increase in the ǝŧǝǵƌŠŧἧǨ net 

positive charge, which allows a nonspecific electrostatic interaction with the cell is not directly 

proportional to the cytotoxic effect, and its location in the sequence is key. Including Arg at the N-terminal 

end (RRWQWRWQWR) significantly increased the anticancer effect, which may be associated with the 

modification completing the 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 specific peptide-cell 

interaction may be involved. The results regarding the functionalization with the RGD motif at the N 

and/or C-terminus show that when the addition is made at the C-terminus the cytotoxic effect decreases, 

suggesting that the residues located at that end are decisive. 

The RGD-Ahx-RWQWRWQWR peptide presented greater cytotoxic activity than the original sequence 

and induced 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 Negative B), which was concentration-

dependent, rapid, and maintained for up to 48h. It was observed that in the MCF-7 line it induced 

cytotoxicity by activating the extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis, accompanied by a decrease in 

cell migratory capacity and decreasing invasion processes. Preliminary acute toxicity tests in in vivo model 

show that it is categorized as slightly to moderately toxic, 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 a 

potential therapeutic agent in the treatment of this type of cancer. 

Keywords: Breast cancer, anticancer peptides, lactoferricin 
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Introducción 

Cáncer es el término generalizado para definir un amplio conjunto de enfermedades las cuales 

se caracterizan por la malignización de células normales a través de la adquisición, mediante 

transformaciones genéticas o epigenéticas, de características como: crecimiento selectivo, 

ventaja proliferativa, alteraciones de la respuesta al estrés que favorece la supervivencia, 

angiogénesis, invasión y metástasis, modificación metabólica y evasión inmunitaria[1], [2].  

Más de 200 tipos de enfermedades se han agrupado en esta palabra y su variación radica en sus 

causas, evolución y tratamientos posibles, estas malignidades pueden generar tumores en 

diferentes partes del cuerpo; el órgano o tipo celular donde se origina el tumor define la primera 

clasificación [3]. Cuando esta proliferación irregular se genera en el tejido mamario, se le 

denomina cáncer de mama, este se caracteriza por la existencia de una masa palpable, 

secreciones en el pezón, asimetría mamaría y eritema dermal, entre otros [4]. 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea causada tanto por factores genéticos como 

ambientales, cuya importancia clínica ha ido en aumento debido a que es la principal causa de 

muerte por cáncer en mujeres a nivel mundial [5]; a su vez, se ha catalogado como el cáncer con 

mayor incidencia a nivel mundial con más de 2.3 millones de nuevos casos en 2020 [6]. Se ha 

determinado que en países en desarrollo la morbilidad y mortalidad son elevadas debido 

principalmente a fallas en los sistemas de salud y condiciones de vida [7].  

En Colombia el panorama es similar, ya que este tipo de cáncer se encuentra entre los tres de 

mayor prevalencia, incidencia y mortalidad desde 2015 [8].Durante el periodo 2019-2020 este fue 

el cáncer más diagnosticado en mujeres, abarcando el 28% del total de nuevos casos [9]; esta 

tendencia se mantiene y se relaciona con el diagnóstico tardío en estados avanzados de la 

enfermedad representando el 60% de la morbilidad. Lo anterior causa que los tratamientos no 

sean oportunos, y se ha establecido que cerca del 30% de las personas diagnosticadas no reciben 

tratamiento y el 50% lo inician 3 meses después del dictamen médico [10][11]. Con el propósito 

de mitigar el impacto de esta enfermedad, en nuestro país se ha establecido el plan de control 

del cáncer donde una línea estratégica está enfocada a estimular la producción científica en 

investigaciones que puedan servir de soporte para la toma de decisiones en cuanto a prevención, 

diagnóstico y tratamiento [12]. 

Los abordajes terapéuticos para esta enfermedad se definen a partir de las características 

moleculares, histológicas y el estadio en el que se realiza de diagnóstico. Cuando el tumor se 

encuentra restringido al área de origen, se procede con un enfoque regional para su erradicación 

mediante cirugía, la cual puede ser acompañada por radioterapia para evitar la metástasis. 

Cuando el tratamiento se inicia en un estadio avanzado donde hay presencia de células y tumores 
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metastásicos, generalmente el abordaje se realiza por vía sistémica para prolongar la 

supervivencia de los pacientes y este incluye quimioterapia, terapia hormonal y/o 

inmunoterapia[4]. Sin embargo, en la mayoría de estas opciones la citotoxicidad no es selectiva 

contra las células cancerosas, por lo que otros tejidos pueden verse afectados generando efectos 

secundarios adversos, que disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Por ello se requiere 

desarrollar nuevas terapias dirigidas que tengan mayor selectividad por 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 

tienen menos de 100 aminoácidos y son producidos por diferentes organismos, cuya función 

principal es la defensa del organismo frente a un amplio espectro de agentes infecciosos. Los 

AMPs contienen residuos hidrofóbicos y residuos cargados que van a ser determinantes en la 

interacción con el patógeno [14]. El mecanismo de acción generalmente está asociado a la 

desestabilización de la membrana o interacción con blancos intracelulares induciendo daño al 

DNA, inhibición de la síntesis de precursores o bloqueo de rutas bioquímicas [15]. Dada la 

similitud de carga negativa a nivel de membrana entre bacterias y células cancerosas, se ha 

evidenciado que algunos AMPs ejercen efecto citotóxico en las células cancerosas 

denominándose péptidos anticancerígenos (ACPs), los cuales pueden ser considerados como 

una fuente valiosa para la generación de tratamientos, terapias adyuvantes o cómo sistemas de 

entrega [16]. 

En trabajos previos se ha identificado el péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal: H2N-

RWQWRWQWR-CONH2 como un ACP promisorio candidato para desarrollar un medicamento 

contra el cáncer de mama, debido a que ha presentado efecto citotóxico rápido, dependiente de 

la concentración y selectivo contra líneas celulares humanas derivadas de cáncer de mama. A 

partir de esto, en este trabajo se diseñaron, sintetizaron y evaluaron péptidos derivados de la 

secuencia LfcinB (21-25)Pal identificando péptidos con igual o mayor actividad citotóxica frente a 

líneas celulares derivadas de cáncer de mama que la secuencia original. Se evidenció que cambios 

puntuales en la carga y anfipaticidad, y funcionalización en el extremo N-terminal de la secuencia 

potenciaron su efecto tóxico y selectivo. Además, se estableció que al adicionar el tripéptido RGD 

en el extremo N-terminal se induce muerte principalmente por activación de las rutas 

apoptóticas intrínseca y extrínseca, se disminuye la capacidad de migración e invasión de la 

célula, la actividad metaloproteasa y la producción de IL-6, IL-10 y arginasa. 
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1.1 Cáncer de mama 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea y con base en sus características 

histopatológicas se han identificado 20 tipos de tumores, dependiendo del lugar de origen y de 

sus atributos morfológicos [17]. Basado en el tipo celular donde se origine la malignidad se 

presentan dos clases; los carcinomas, que son aquellos donde la desregulación proliferativa se 

genera en células epiteliales; y los sarcomas, en los cuales las células de origen son aquellas del 

componente estromal de la mama [18].  

Otro factor utilizado en la clasificación del cáncer de mama es la capacidad de invasión con 

respecto al lugar de origen; en caso de encontrarse sólo en el área de origen se denominarán in 

situ, si las células cancerosas tienen la capacidad de modificar su morfología para atravesar la 

membrana basal y llegar a otros tejidos cercanos se define como invasivo; sí las células ya se han 

diseminado a otros tejidos donde han proliferado, inducido la vascularización y generado 

tumores se conocerá como metastásico [18], [19]. Basado en estos rasgos el cáncer de mama se 

clasifica como [20], [21],[17], [22]: 

 Carcinoma ductal in situ: Este tipo de cáncer presenta tanto células no-invasivas como pre-

invasivas y se desarrolla únicamente dentro de los ductos mamarios, pero tiene la capacidad 

de volverse invasivo. 

 Carcinoma ductal invasivo: En este se incluyen aquellos cánceres 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 in situ: Este se encuentra restringido espacialmente a los lóbulos y ductos 

terminales cuyas células generalmente mantiene una morfología uniforme. 

 Carcinoma lobular invasivo: Se caracteriza por células redondeadas pequeñas con baja 

adherencia encontradas en grupos invadiendo tejidos adyacentes a los lóbulos. 

 Cáncer de mama inflamatorio: Es un tipo de cáncer invasivo con alto potencial metastásico el 

cual induce sintomatología inflamatoria, como enrojecimiento, hinchazón y comezón. 

 Carcinoma papilar: Presenta carácter invasivo y generalmente se origina en los ductos, en 

este tipo las células se organizan en forma de proyecciones longitudinales. 

 Enfermedad de Paget: Usualmente se inicia en los ductos, pero se extiende por el tejido 

epitelial de la aureola y pezón, en este caso las células cancerosas tienen una tasa de división 

mayor a la de otros cánceres. 
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 Tumor filodes maligno: Las células malignas pertenecen al tejido estromal y presentan 

morfología fibroepitelial con unión estrecha entre ellas formando proyecciones de tejido 

largas en forma de dedos, papilares. 

 Angiosarcoma de mama: Se origina en las células que recubren los vasos sanguíneos o 

linfáticos, tienen alta capacidad invasiva por lo que normalmente otros tejidos mamarios se 

ven afectados. 

1.1.1 Subtipos moleculares 

La tipificación del cáncer de mama ha permitido que se genere la clasificación molecular, la cual 

ha sido de gran impacto en el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos ya que las 

características fenotípicas se relacionan con comportamientos y respuestas diferenciales a 

fármacos. Mediante ensayos inmunohistoquímicos y de expresión génica se han identificado 

cuatro subtipos de tumores homogéneos [18], [22]ἒ[24]: 

 Luminal A: Las células pertenecientes a este subtipo poseen un perfil inmunofenotípico 

similar al componente epitelial luminal de la glándula mamaria con expresión de 

citoqueratinas luminales, genes asociados a su activación (LIV1 y CCND1), receptores de 

estrógeno (ER+) y de progesterona (PR+). Estas células no expresan el factor de crecimiento 

epidérmico humano (HER2-), y los niveles de expresión génica relacionados con proliferación 

celular son bajos (por ejemplo, Ki-67). 

 Luminal B: Este subtipo al igual que el anterior, presenta características del epitelio luminal 

mamario y receptores de estrógeno (ER+), progesterona (PR+) y factor de crecimiento 

epidérmico humano (HER2+), además de alta expresión de Ki-67 por lo cual su crecimiento es 

más rápido comparado con el Luminal A. 

 Enriquecidas en HER2: Presenta escasos genes relacionados con el fenotipo epitelial luminal 

y no presenta receptores de estrógeno (ER-) o progesterona (PR-). Estas células sobre-

expresan los receptores de factor de crecimiento epidermal, entre ellos HER2+ y GRB7+, 

además de genes relacionados con la proliferación celular. 

 Triple negativo (TNBC): Estas células son negativas para los receptores de estrógeno, 

progesterona y HER2, sobre-expresa c-kit, factores de crecimiento y citoqueratinas de alto 

peso molecular como CK5, 6 y 17; generalmente está relacionado con la mutación en BRCA1. 

1.1.2 Epidemiología 

En el año 2020 el cáncer de mama se registró como el cáncer con mayor incidencia a nivel 

mundial, independiente del sexo, con cerca de 2.3 millones de nuevos diagnósticos y fue el quinto 

cáncer con mayor mortalidad con 684.996 muertes reportadas [25], [26]. Se proyecta que para 
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2030 en Centro y Sur América se presentará un incremento del 70% en ambas tasas [27].  En 

Colombia para el año 2019 se reportaron cerca de 5.000 nuevos casos y 2.843 muertes 

relacionadas con esta malignidad; además se registraron más de sesenta mil casos prevalentes 

en la población de los cuales el 4% fueron de carácter in situ y el 96% de cáncer invasivo, los que 

en su mayoría fueron detectados en estadio II y III [8]. 

Respecto a los tipos de cáncer mama, el 95% de los diagnósticos son de tipo invasivo, 80% de 

carácter ductal, el 15% lobular, y el 5% restante está relacionado con los demás tipos de cáncer. Si 

tomamos en cuenta los subtipos moleculares entre el 60-70% de los diagnósticos son de tumores 

tipo Luminal A, seguido por Luminal B con el 10-20%, aquellos catalogados como enriquecidos 

en HER2 corresponden al 13-15% y los triple negativo abarcan entre el 10-15% de los diagnósticos 

restantes [13][18]. De manera similar en Colombia, de los nuevos casos diagnosticados en el 

último año, el 55% fueron clasificados de tipo Luminal y 31% enriquecido en HER2 y el 18% triple 

negativo [8]. 

1.1.3 Tratamientos 

Cuando el cáncer de mama tiene carácter in situ, la primera aproximación consiste en la resección 

quirúrgica y toma de muestras o extracción de los ganglios linfáticos axilares; las más frecuentes 

son la lupectomía donde sólo se remueve el tumor, la mastectomía en la que se extirpa por 

completo el tejido mamario y la mastectomía subcutánea con reconstrucción de mama que 

permite mantener una morfología similar. Estas cirugías incrementan la expectativa de vida del 

paciente pero al ser procesos altamente invasivos generan severas secuelas psicológicas como 

ansiedad o depresión y físicas como dolor o malestar en el área [28], [29]. 

Regularmente en el tiempo previo o postquirúrgico se utiliza la radioterapia como coadyuvante 

con el fin de evitar la metástasis y reducir las probabilidades de recurrencia. La radioterapia se 

realiza mediante la radiación ionizante a la mama o pared torácica y en ocasiones de las cadenas 

ganglionares axilares y supraclaviculares. Aunque en la actualidad las dosis son fraccionadas para 

evitar efectos tóxicos a largo plazo en tejido normal, el hecho de que la radiación no llega sólo al 

tumor genera efectos secundarios como inflamación, dolor, pérdida de cabello y enfermedades 

cardíacas [30], [31]. 

Cuando el tipo de cáncer diagnosticado es invasivo el abordaje es preferiblemente sistémico, la 

principal opción terapéutica es la quimioterapia , esta consiste en la administración de fármacos 

capaces de destruir células cancerosas que han podido dispersarse por el organismo, las que ni la 

cirugía o radioterapia pueden eliminar. Al tener este amplio alcance, las células no cancerosas se 

ven destruidas generando efectos secundarios como fatiga, pérdida de apetito, problemas del 

sueño, problemas cognitivos y mielosupresión, entre otros [32], [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 

estimulación de las hormonas sobre las células cancerosas [34]. Se ha comprobado que esta 

deprivación hormonal genera citotoxicidad en otros tejidos afectando principalmente el sistema 

reproductivo, musculoesquelético, cardiovascular y nervioso, y genera molestias como 

irritaciones, osteoporosis, angina de pecho y disfunción cognitiva [35].   

Otro tratamiento que ha tenido gran impacto en los últimos años es la inmunoterapia, esta 

comprende un gran número de alternativas que incluyen inhibición de puntos de control 

inmunológico, anticuerpos monoclonales o conjugados de anticuerpo-fármaco [36]. Los efectos 

secundarios más comunes son leves como el enrojecimiento, síntomas gripales, dolores 

corporales, etc., la desventaja de esta terapia es el alto costo, el cual no siempre es cubierto por 

aseguradoras o los servicios de salud [37]. 

Dado que todos estos tratamientos presentan desventajas en cuanto a costos y disminución de 

la calidad de vida del paciente, es necesario el desarrollo de nuevos fármacos poco invasivos, 

selectivos que disminuyan los efectos secundarios a la salud física y psicológica de los pacientes. 

Como una alternativa se han evaluado péptidos sintéticos que contienen secuencias 

provenientes de diversas fuentes biológicas, los cuales han presentado resultados prometedores 

y tienen como ventajas que su uso no induce reacciones adversas, son inocuos, menos propensos 

a generar resistencia, diversidad en las vías de administración y su costo puede permitir amplia 

cobertura. 

1.2 Péptidos anticancerígenos (ACPs) 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son una forma de respuesta que se encuentra desde los 

organismos procariotas hasta eucariotas, a la presencia de bacterias, hongos, protozoos y virus; 

ante la presencia de patógenos se activa la respuesta inmune innata que reconocerá los patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs), en este momento es cuando los péptidos 

endógenos producen una acción rápida de defensa movilizándose hacia el lugar de infección y 

neutralizando el microbio [38]. Dada esta capacidad un gran número de péptidos aislados de 

diferentes organismos y péptidos sintéticos, generados a partir de estas secuencias, se han 

evaluado como potenciales agentes terapéuticos [39].  

Los AMPs generalmente comprenden péptidos cortos (máx. 50 aa) con características 

principalmente catiónicas (carga neta +2 a +9) y anfipáticas cuyas estructuras primarias y 

secundarias son variables. Los mecanismos por los cuales estos péptidos ejercen citotoxicidad 

son diversos y no están completamente elucidados, pero existen dos principales hipótesis. En 

ambas el péptido interactúa con la membrana celular, luego puede (i) internalizarse para llegar 
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a dianas intracelulares donde puede inducir daño al DNA, inhibir vías metabólicas de 

supervivencia o mantenimiento de membranas; o (ii) inducir la disrupción de la membrana 

celular por interacción con la bicapa lipídica induciendo muerte celular [15], [40].  

Esta interacción péptido-membrana se ha caracterizado en bacterias, donde se evidencian 

interacciones electrostáticas entre los residuos cargados positivamente y las moléculas de 

membrana cargadas negativamente como fosfatidilglicerol, cardiolipinas, fosfatidilserina (PS) o 

lipopolisacáridos [41][38]. De manera similar, debido a cambios metabólicos propios de la 

malignización, la cara externa de la membrana celular de las células cancerosas presenta una 

carga parcial negativa debido a la exposición de la fosfatidilserina, presencia de mucinas O-

glicosiladas, disminución de colesterol y presencia de aniones lactato [42], [43]. Contrario a esto, 

la membrana de células no-transformadas poseen en la cara externa mayoritariamente 

moléculas zwitteriónicas como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina o esfingomielina 

confiriéndole a la membrana en su cara externa una carga neta neutra. Esta diferencia entre 

células cancerosas y no cancerosas posibilita la selectividad inducida por carga, generando un 

nuevo grupo de péptidos que pueden ejercer toxicidad a células cancerosas denominados 

péptidos anticancerígenos, ACPs, por sus siglas en inglés [16].  

El potencial de estos ACPs radica en que pueden actuar por un mecanismo o simultáneamente 

por varios mecanismos que involucran disrupción de la membrana, internalización, potenciación 

o inhibición de vías de señalización, inmunomodulación,  inhibición de angiogénesis, inducción 

de muerte celular por necrosis y/o apoptosis. Además, pueden ser usados como transportadores 

en mecanismos de entrega y en métodos de diagnóstico [16].  

En el desarrollo de tratamientos de cáncer de mama, actualmente hay 180 ensayos pre-clínicos 

en los que se está evaluando la toxicidad y/o eficacia de péptidos que actúan como adyuvantes, 

inmunomoduladores, bloqueadores de receptores, inductores de muerte celular, entre otros. 

Algunos se encuentran en las fases I, II , III o IV que se requieren para el desarrollo de 

medicamentos oncológicos (Tabla 1). 

Tabla 1. Principales ensayos clínicos finalizados de ACPs en pacientes con cáncer de mama. 
Fuente: www.clinicaltrials.gov búsqueda realizada marzo 3, 2023. 

Fase Péptido Objetivo 
Ruta 

administración 

I 

Derivados de Her-2/neu Evaluar respuesta de células T 
Subcutánea, 

intradermal. 

Péptido-toxoide tetánico-

vacuna Montanide ISA-51 

Evaluar respuesta inmune efectiva contra 

células tumorales 

Subcutánea, 

intradermal. 
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Peptido GP2 + vacuna GM-CSF 

vaccine + trastuzumab 

Evaluar tolerancia y respuesta inmune 

efectiva en pacientes HER2/neu++ 
Intravenosa 

Vacuna multipeptídica 

hTERT/Survivin + Daclizumab 

Evaluar tolerancia y respuesta inmune 

efectiva 
Intravenosa 

LTX-315, LTX-315 + 

ipilimumab, LTX-315 + 

pembrolizumab 

Evaluar toxicidad, tolerancia y eficacia del 

péptido lítico inmunomodulador como 

monoterapia o en combinación 

Intratumoral 

Foxy-5 

Evaluar toxicidad, tolerancia y 

farmacocinética de péptido 

antimetastásico 

Intravenosa 

18F-FPPRGD2 

Evaluar toxicidad de péptido como 

radiotrazadores para imagenología de 

angiogénesis 

Intravenosa 

II 

Vacuna peptídica del Receptor 

Šŧ ſƹƤļǵƹ ļƤſļ Ἂcä֞Ἃ 

Evaluar inmunogenicidad y eficacia como 

adyuvante en TNBC etapa III 
Intradermal 

NeuVax (E75 péptido/factor 

estimulante de colonias de 

macrófagos de granulocitos) 

Evaluar eficacia para prevenir recurrencia 

en pacientes HER2+ 
Intravenosa 

68 Ga-IMP-288 

Optimizar el método de imagenología del 

péptido radiomarcado para evidenciar 

recurrencia en pacientes HER2- 

Intravenosa 

GRN1005 
Evaluar tolerancia y eficacia en metástasis 

cerebral de pacientes HER2+ 
Intravenosa 

[68Ga]ABY-025 
Evaluar eficacia de péptido radiomarcado 

para determinar positividad de HER2 
Intravenosa 

III NeuVax + Leukine 
Evaluar la supervivencia libre de 

enfermedad de pacientes tratados 
Intravenosa 

IV Icador P 

Evaluar eficacia y supervivencia a 12 

meses de su uso como adyuvante 

inmunomodulador 

Intravenosa 
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1.2.1 Péptidos modificados a partir de ACPs 

Como se discutió previamente los ACPs presentan grandes ventajas como candidatos para el 

desarrollo de tratamientos del cáncer, sin embargo, hay algunos obstáculos que se deben 

superar, como son la inestabilidad, la baja capacidad de permeabilidad de la membrana y la 

susceptibilidad a la digestión proteolítica. Para superar estos inconvenientes se utilizan diversas 

estrategias, una de las cuales es modificar la secuencia de los ACPs naturales y obtener péptidos 

modificados mediante síntesis química. Dependiendo de las modificaciones químicas realizadas 

a la secuencia original se han clasificado estos nuevos ACPs en tres grupos: (i) Péptidos 

modificados: en los que la modificación no altera el enlace peptídico como la adición o 

eliminación de residuos, modificaciones en el extremo N o C-terminal, formación de moléculas 

polivalentes (dímeros, tetrámeros, polímeros, dendrímeros), formación de puentes disulfuro, 

ciclación de secuencias, etc; (ii) Pseudopéptidos: derivados peptídicos en los cuales algunos 

enlaces peptídicos son reemplazados por otros grupos como péptidos conjugados con fármacos 

de otra naturaleza, azapéptidos; y (iii) Péptidos miméticos: estos son moléculas que mimetizan 

la actividad farmacológica o estructura de otro péptido  [44], [45]. 

Dentro de los péptidos modificados se encuentran los palíndromos, que surgen a partir de 

secuencias de péptidos activos, que pueden tener mayor capacidad de interacción y/o 

translocación con la membrana, aumentando significativamente su actividad antibacteriana y 

una baja citotoxicidad frente a células no-transformadas [46]ἒ[48].  

A su vez, los péptidos pueden ser modificados mediante sustitución de aminoácidos en la 

secuencia, donde un residuo puede ser adicionado, eliminado o reemplazado por otro de la 

misma o diferente naturaleza. Esto permite evaluar si las modificaciones en la carga o 

anfipaticidad de la secuencia pueden modular la interacción con la membrana potenciando su 

efecto citotóxico. La unión de dos o más secuencias peptídicas (quimeras) con actividad conocida 

puede generar sinergia de las actividades anticancerosas de cada secuencia, de forma que pueda 

actuar por uno o más mecanismos de acción complementando y/o adquiriendo nuevas formas 

de interacción [40][49]. 

Dentro de las modificaciones más comunes en AMPs y ACPS se encuentra la adición de Arginina 

(Arg, R) a la secuencia puesto que se ha observado que promueve la translocación de péptidos al 

interior de la célula. Se ha evidenciado una relación directamente proporcional entre el contenido 

de estos residuos y su actividad antibacteriana independiente del mecanismo por el cual ejerza 

citotoxicidad, por ejemplo, la adición de argininas al péptido parasina aumentó su capacidad de 

permeabilización de la membrana [50].  

La sustitución de Arg por Lisina (Lys, K), ha demostrado buenos resultados, debido a que la 

cadena lateral de la Lys es menos básica, este reemplazo genera que se eliminen torsiones de la 
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cadena desfavorables que son inducidas por la fuerte repulsión electrostática del grupo 

guanidina de la Arg, lo cual puede favorecer su actividad [51]. 

Otra modificación consiste en el cambio de L-aminoácidos por D-aminoácidos, en este caso los 

enlaces peptídicos generados son más resistentes a la degradación causada por enzimas 

proteolíticas, mejorando así su estabilidad; además, se ha evidenciado que la sustitución de 

todos los residuos por D- aminoácidos en AMPs random-coil mantiene la actividad 

antimicrobiana y disminuye el efecto citotóxico sobre eritrocitos [52], [53]. Una aproximación 

similar es el uso de aminoácidos no naturales, los cuales presentan propiedades fisicoquímicas 

únicas, generan cambios en la flexibilidad de la cadena y mejora su estabilidad metabólica al no 

ser reconocidos por varias proteasas; su uso ha evidenciado no sólo un aumento en citotoxicidad 

sino también una mejora en su selectividad [49]. 

La incorporación de secuencias peptídicas que se unen selectivamente a células cancerosas, como 

el tripéptido (RGD), ha permitido mejorar el efecto citotóxico de los PACs. En la membrana de las 

células de cáncer de mama se sobre expresa la integrina v֞֟ 3, esta juega un papel fundamental 

tanto en la angiogénesis como en la metástasis. El motivo RGD se une a esta integrina, razón por 

la cual se ha conjugado con otras secuencias peptídicas potenciando la inhibición de la 

proliferación celular y la apoptosis en células de cáncer de mama [54]. 

1.3 Lactoferrina, Lactoferricina y péptidos derivados 

La Lactoferrina (LF) es una glicoproteína que se encuentra en las secreciones mamíferas como 

saliva, lágrimas, leche, entre otros; está compuesta por cuatro dominios ubicados en dos lóbulos 

globulares unidos por una -֞hélice la cual cumple una función de bisagra que permite la unión y 

liberación de iones Fe2+ y Fe3+ para cumplir su función de transporte de hierro en fluidos 

corporales. La LF está cargada positivamente, lo que facilita su unión a compuestos aniónicos y le 

permite ejercer un amplio número de actividades de defensa del hospedero, mediante la 

deprivación del hierro necesario para el crecimiento de algunos patógenos. También puede 

interactuar con la membrana de los patógenos, participando como molécula mediadora de 

opsonización, y/o regulando la expresión de citoquinas y quimioquinas [55], [56]. 

La lactoferrina bovina (LFB) tiene un peso molecular de 78 kDa y consta de 689 aminoácidos, en 

la región N-terminal se destaca un péptido catiónico anfipático que comprende los residuos 17-

45 el cual es denominado Lactoferricina Bovina (LfcinB) con un peso molecular de 3.2 kDa 

obtenido a partir del clivaje por la pepsina gástrica. 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 residuos 18-30 están involucrados en la actividad, siendo los residuos 20-25 

(RRWQWR) el motivo mínimo de actividad. Péptidos sintéticos derivados la LfcinB que contienen 
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el motivo mínimo han sido ensayados contra bacterias, parásitos, virus, hongos y células 

cancerosas [56]ἒ[58].  

1.3.1 Actividad anticancerígena de la Lactoferrina 

La actividad anticancerígena de la LF se ha relacionado con diferentes mecanismos dependiendo 

de la línea celular evaluada; en células de cáncer de mama se ha evidenciado el retraso del ciclo 

celular, ya que inhibe la vía Akt, induciendo la expresión de p21 y p27 quienes inhiben la actividad 

de las ciclinas y por ende la progresión del ciclo celular. También se ha descrito que la LF induce 

la apoptosis al disminuir los niveles de expresión de las proteínas anti-apoptóticas de la familia 

Bcl2, aumentando la expresión de proteínas pro-apotóticas junto con las Caspasas 3/8, 

generando degradación del DNA y despolarización de la membrana mitocondrial. Desde otro 

enfoque se ha demostrado que puede bloquear la angiogénesis asociada al factor de crecimiento 

endotelial vascular y disminuir las tasas de proliferación e invasión; se ha evidenciado que el 

tratamiento de células cancerosas con LF ha reducido de forma significativa la invasión de estas 

células mediante la inducción de la expresión de E-cadherina aumentando así la adhesión célula-

célula [59]. 

La LF tiene la capacidad de modular la respuesta tanto celular como humoral al promover la 

diferenciación y activación de linfocitos T/B mediante inducción de la producción de citoquinas 

promoviendo el reclutamiento hacia el tumor y estimulando la respuesta de células NK y 

macrófagos [55], [60]. Se ha evidenciado que la LF, y en particular sus fragmentos de péptidos 

proteolíticos, inducen la expresión de diversas citoquinas que mejoran la función inmune y 

generan efecto sobre las células cancerosas. Por ejemplo, la liberación de interferones disminuye 

la proliferación e induce algunas proteínas pro-apoptóticas, IL-8 disminuye la capacidad de 

angiogénesis y otras citoquinas, como INF tipo I, TNF- ,֞ IL-6, IL1-  ֟y IL12 tiene la capacidad de 

activar las células efectoras del sistema inmune generando una respuesta mejorada contra las 

células cancerosas[61], [62]. 

1.3.2 Actividad anticancerígena de la Lactoferricina 

La LfcinB ha presentado mayor efecto citotóxico que la LF frente a líneas celulares de carcinoma 

derivadas de tumores malignos de mama, colon y ovarios. A su vez, no se han evidenciado efectos 

significativos de la LfcinB sobre la viabilidad de linfocitos, eritrocitos, fibroblastos y células 

endoteliales normales humanas. Se ha propuesto que el efecto del péptido en células T-leucemia 

involucra la unión y agregación del péptido a la membrana causando la formación de un poro 

transmembranal que permite su entrada hacia la membrana mitocondrial. La activación de 

Bax/Bak conlleva a la liberación del citocromo C que interactuará con Apaf-1 para iniciar la 
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formación del apoptosoma que reconocerá la procaspasa 9. Luego se produce la activación de las 

caspasas efectoras llevando finalmente a la muerte celular por apoptosis (Fig. 1.). Sin embargo, 

también se ha sugerido que la citotoxicidad generada por LfcinB puede ser mediada por necrosis 

dependiendo de la concentración del péptido [63], [64]. 
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Figura 1. Mecanismo de acción propuesto de LfcinB. A. La LfcinB se une a la membrana e ingresa al 

citoplasma mediante la formación de poros. Se co-localiza con las mitocondrias y causa la liberación de 

citocromo C, el cual interactúa con Apaf-1 y caspasa-9 para formar el apotosoma. Luego se activa la caspasa 

3 que finalmente conduce a la apoptosis. Modificado de [63]. B. La LfcinB forma agregados en la 

membrana, creando una gran estructura anfipática la cual aumenta la capacidad de romper la membrana 

celular induciendo necrosis [65]. Realizado en BioRender. 

1.3.3 Actividad anticancerígena de péptidos derivados de la LfcinB 

Como previamente se ha descrito, tanto la LFB como la LfcinB presentan actividad citotóxica 

contra diferentes líneas celulares derivadas de cáncer, y péptidos cortos derivados de LfcinB han 

ejercido efecto citotóxico mejorado. Dentro de estos, se reporta el péptido lineal LfcinB (17-26): 
17H2N-FKCRRWQWRM-CONH2

26 el cual, a 18 h de tratamiento ejerció citotoxicidad en líneas 

celulares derivadas de cáncer de leucemia, mama, colon y ovario. El péptido LfcinB (17-26) indujo 

apoptosis por internalización a la mitocondria, seguida de la liberación de citocromo C y especies 

reactivas de oxígeno (ROS) [64].  

De igual forma los péptidos derivados del motivo mínimo de actividad como LfcinB (20-25): H2N-

RRWQWR-CONH2 y LfcinB (20-30): H2N-RRWQWRMKLGA-CONH2 en sus formas lineal, 

dimérica, tetramérica y ciclada han presentado actividad mejorada sobre las líneas celulares 

derivadas de cáncer oral escamoso (CAL-27 y  SCC15) y cáncer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231); 

donde el péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 disminuyó la viabilidad celular en más de un 80% 

generando mayoritariamente eventos apoptóticos [66], [67].   

B
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La recopilación del efecto de péptidos sintéticos derivados de LfcinB en células derivadas de 

cáncer de mama fue publicada en el artículo The role of synthetic peptides derived from bovine 

lactoferricin against breast cancer cell lines: a mini-review (degruyter.com). 

https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/oncologie-2023-0297/html
https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/oncologie-2023-0297/html
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En un esfuerzo por desarrollar tratamientos que generen alta toxicidad a células cancerosas pero 

que a su vez sean selectivas para estas,  se han propuesto diferentes abordajes como la terapia 

molecular, la regulación de la apoptosis, la terapia de transducción de señales, la terapia de 

diferenciación, la terapia dirigida con radionúclidos y las terapias basadas en ácidos nucleicos; si 

bien estas últimas han tenido gran acogida por su actividad mejorada comparada con los 

tratamientos convencionales, todavía no se logra la selectividad necesaria y su alto costo hace 

que la cobertura del tratamiento sea bastante limitada. 

El estudio de la LF como molécula anticancerosa ha significado un gran avance en la búsqueda de 

alternativas en el área del cáncer de mama, por ejemplo, se ha evidenciado su actividad citotóxica 

frente a las líneas celulares T-47, MDA-MB-231, Hs578T y MCF-7 disminuyendo su viabilidad hasta 

en un 70% a una concentración de 175 µM y además, en MCF-7 indujo apoptosis por la vía 

intrínseca [68]. A su vez, la LfcinB también ha mostrado citotoxicidad frente a las células MDA-

MB-435 mediante apoptosis generando fragmentación del DNA, condensación de la cromatina y 

fragmentación nuclear, dicha actividad se ha visto potenciada al combinar el péptido con otras 

terapias como Tamoxifen y C6 ceramida [69]. ACPs generados a partir del motivo mínimo de 

actividad (RRWQWR) también han evidenciado ser activos frente a este tipo de cáncer, en la línea 

MDA-MB-231 se observó una disminución de la viabilidad del 30-50% cuando las células se 

trataron con péptidos quiméricos del motivo activo de la LF bovina y la LF humana, LfcinB11-CLICK 

y hLF11-P-LfcinB1, obtenidos mediante química click y unión por una prolina, respectivamente 

[58].  

Dentro de este contexto, en el grupo de investigación de Síntesis y Aplicación de Moléculas 

Peptídicas (SAMP) se han evaluado péptidos derivados del motivo mínimo de LfcinB frente a 

líneas celulares de cáncer de mama obteniendo interesantes resultados. Los péptidos diméricos 

y tetraméricos obtenidos a partir de las secuencias LfcinB (20-30) y [Ala19]-LfcinB (17-31) fueron 

citotóxicos para MDA-MB-468 y MDA-MB-231 con IC50 por debajo de 31 µM [70]. El péptido 

tetramérico LfcinB (20-25)4 y el péptido dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx ejercieron 

citotoxicidad frente a las dos líneas previamente mencionadas y MCF-7, para esta última el tipo 

de muerte generada fue apoptótica evidenciado mediante cambios morfológicos, exposición de 

PS y despolarización de membrana mitocondrial [67], [71].  

Además, el péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal (Fig. 2): H2N-RWQWRWQWR-CONH2 ha sido 

evaluado como AMP frente a a Escherichia coli, Stenotrophomonas maltophilia y Salmonella enteritidis 

generando una mejor actividad no solo bacteriostática sino también bactericida comparado 

tanto con la LF, LfcinB y LfcinB (20-25), lo que llevó a ser catalogado como posible ACP [72]. Se 
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evaluó su efecto citotóxico frente a células  MCF-7, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 ejerciendo 

citotoxicidad en las tres líneas celulares con IC50 menores a 72 µM e induciendo cambios 

morfológicos como redondeamiento, disminución del tamaño y  contracción celular [73]. Este 

péptido indujo  patrones moleculares característicos de la vía intrínseca apoptótica frente a la 

línea MCF-7 [74]. 

 

 

Figura 2. Estructura del péptido palindrómico (H2N-RWQWRWQWR-CONH2) derivado de 

LfcinB. En azul la arginina, verde el triptófano, vinotinto la glutamina y negro el enlace 

peptídico.  

Cabe resaltar, que este péptido palindrómico contiene nueve residuos y es el más corto que ha 

presentado actividad citotóxica para las líneas derivadas de cáncer de mama. Dada la actividad 

que presentó el péptido palindrómico, se considera que tiene un gran potencial como agente 

citotóxico y antitumoral contra diferentes subtipos de cáncer de mama, y que a partir de esta 

secuencia se podrían derivar péptidos con efecto citotóxico mejorado. En este trabajo se 

sintetizaron y evaluaron péptidos derivados de la secuencia H2N-RWQWRWQWR-CONH2 en los 

cuales se adicionaron residuos o secuencias activas, se eliminaron residuos, se sustituyeron 

residuos y se incorporaron aminoácidos no naturales, con el fin de establecer si estas 

modificaciones pudiesen proveer ventajas biológicas y generar péptidos que puedan ser 

considerados promisorios para desarrollar nuevos métodos que sean alternativos y/o 

complementarios en el tratamiento de esta patología. Por lo anterior surge la siguiente pregunta 

de investigación: 
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¿Cuál será el impacto en la actividad anticancerosa selectiva del péptido LfcinB (21-25)Pal: 

RWQWRWQWR frente a líneas celulares derivadas de cáncer de mama, causado por: (i) 

reducción de la longitud, (ii) incremento o disminución de la carga neta, (iii) cambios puntuales 

de Arg por Lys, (iv) cambios de L-aminoácidos por D-aminoácidos (v) incorporación del dominio 

RGD a la secuencia? 

 

Modificaciones de la secuencia LfcinB (21-25)Pal : RWQWRWQWR en cuanto a la longitud, número 

de cargas, cambios de Arg por Lys, cambio de L-aminoácidos por D-aminoácidos y/o 

incorporación del dominio RGD; potenciarán su efecto anticanceroso selectivo frente a células 

derivadas de cáncer de mama estando asociado a eventos apoptóticos.  
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5.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad anticancerosa de péptidos modificados de LfcinB (21-25)Pal: RWQWRWQWR 

en líneas celulares derivadas de cáncer de mama. 

 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 Evaluar el efecto citotóxico frente a células MCF-7 y selectividad ante a fibroblastos de 6 

péptidos lineales sintetizados con secuencias análogas a LfcinB (21-25)Pal. 

 Obtener 2 péptidos lineales modificados a partir del cambio de Arg por Lys y de L-

aminoácidos por D-aminoácidos en la secuencia que mejor actividad presentó en el objetivo 

1, caracterizando su efecto citotóxico frente a células MCF-7 y selectividad 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 citotóxico frente a células MCF-7 y 

selectividad ante a fibroblastos. 

 Determinar el efecto citotóxico y selectivo del péptido más promisorio frente a 4 líneas 

celulares derivadas de diferentes subtipos de cáncer de mama.  

 Establecer mecanismos asociados a la actividad anticancerosa del péptido que presente 

mejor actividad citotóxica en la línea celular más sensible mediante ensayos de citometría de 

flujo, funcionales y expresión génica.   
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Para el desarrollo de esa tesis se diseñaron péptidos modificados a partir del péptido LfcinB (21-

25)Pal: RWQWRWQWR (nombrado como 1R5R9R para mayor facilidad de lectura). Se siguió una 

metodología excluyente donde se sintetizaron moléculas modificadas y sus controles para 

evaluar de manera preliminar su efecto citotóxico. El péptido que presentó mejor actividad 

continuó a la siguiente etapa de modificaciones y así sucesivamente, hasta identificar el péptido 

con mayor efecto citotóxico y selectividad; este se seleccionó para evaluar de manera preliminar 

el mecanismo de acción in vitro.  

El trabajo se dividió en cuatro etapas (Fig. 3): 

 Etapa I: Esta consistió en el diseño y síntesis de péptidos análogos a 1R5R9R con el fin de 

obtener un péptido con efecto citotóxico mejorado. 

En la etapa IA se sintetizaron péptidos análogos con cambios en la carga neta mediante la 

adición o remoción de residuos de Arg (señalados en rojo), estos se evaluaron mediante 

ensayos de viabilidad celular frente a la línea MCF-7, frente a las células MCF-12 las cuales son 

inmortalizadas a partir de tejido mamario no-canceroso y cultivo primario de fibroblastos con 

el fin de identificar el péptido con mejor actividad.  

En la etapa IB se le realizaron modificaciones puntuales a la secuencia del péptido que 

presentó mejor efecto en la Etapa IA, estas consistieron en (i) reemplazar los residuos de Arg 

por Lys y (ii) sustituir L-aminoácidos por D-aminoácidos con el fin de establecer si estos 

cambios confieren ventajas sintéticas o de estabilidad manteniendo/incrementando su 

citotoxicidad frente a MCF-7 y selectividad ante fibroblastos.  

  Etapa II: Se funcionalizaron los péptidos más promisorios obtenidos de la Etapa I 

adicionando el motivo de unión a integrina RGD en su extremo N-terminal y/o C-terminal, se 

evaluó su efecto frente a las células MCF-7 y fibroblastos  
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Etapa III: Radicó en evaluar el efecto citotóxico y selectivo de los péptidos con mejores 

resultados de la Etapa I-II frente a líneas celulares de los demás subtipos de cáncer de mama 

MDA-MB-231, BT-474, MDA-MB-468 y cultivo primario de fibroblastos con el fin de identificar 

el péptido con mejor actividad.  Permitiendo identificar el espectro de acción del péptido y 

contra qué subtipo presentó una mejor actividad. 

 Etapa IV: Haciendo uso de la línea celular más sensible, se determinó de manera preliminar 

los mecanismos asociados a la actividad anticancerosa del péptido: tipo de muerte celular 

inducido, efecto sobre migración e invasión y posible actividad inmunomoduladora. 

 
Figura 3. Diseño experimental del proyecto de investigación. 

6.1 Síntesis de péptidos 

En este trabajo se diseñaron péptidos modificados análogos de la secuencia palindrómico LfcinB 

(21-25)Pal: RWQWRWQWR la cual presentó actividad citotóxica frente a líneas celulares de cáncer 

de mama[74], para ello se realizaron las modificaciones presentadas en la Tabla 2, descritas 

previamente en las Etapas I-IV. Para facilitar la lectura del documento, en adelante el péptido 
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palindrómico LfcinB (21-25)Pal: H2N-RWQWRWQWR-CONH2, será nombrado como 1R5R9R y a 

partir de esta nomenclatura se estableció el código de los demás péptidos modificados. Como 

control positivo se utilizó la secuencia palindrómica 1R5R9R con actividad conocida y como control 

negativo se usó el péptido LfcinB (20-25): H2N-RRWQWR-CONH2, que no presentó actividad 

citotóxica frente a líneas celulares cancerosas, importante mencionar que  a partir de la secuencia 

de este péptido se originó el palíndromo [57]. 

Nota: En todos los péptidos obtenidos en este trabajo el extremo C-terminal está amidado y en el 

extremo N-terminal el grupo amino esta libre, para mayor facilidad de lectura, en las secuencias 

de los péptidos se omitirá la escritura de los extremos, por ejemplo: la secuencia del péptido 

palindrómico H2N-RWQWRWQWR-CONH2 será escrita como RWQWRWQWR. 

Tabla 2. Secuencia de los péptidos derivados de LfcinB (21-25)Pal. En negrita se resaltan los 

residuos de Arg incorporados, la __ indica la deleción de un residuo de Arg y el verde la 

funcionalización con el motivo RGD. 

ETAPA IA 

Objetivo: Obtener péptidos análogos con diferencia en el número de cargas positivas y mejor 

actividad citotóxica frente a MCF-7, selectividad frente a fibroblastos y actividad hemolítica 

Código Secuencia modificada 

R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR 

1R5R9R-R RWQWRWQWRR 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 

5R _WQWRWQW_ 

1R5R RWQWRWQW_ 

5R9R _WQWRWQWR 

ETAPA IB 

Objetivo: Obtener péptidos análogos con modificaciones puntuales que les confieran ventaja 

sintética o mayor estabilidad manteniendo/incrementando su actividad citotóxica frente a MCF-

7, selectividad frente a fibroblastos y actividad hemolítica 

Modificación Secuencias seleccionadas 

Reemplazo residuos de Arg por Lys RWQWRWQWR, RRWQWRWQWR, 

RRWQWRWQWRR Reemplazo L-aminoácidos por D-aminoácidos 

ETAPA II 

Objetivo: Obtener péptidos funcionalizados con motivo RGD y determinar su actividad citotóxica 

potenciada frente a MCF-7, selectividad frente a fibroblastos y actividad hemolítica. 

Modificación Secuencias seleccionadas 

RGD-Ahx-Secuencia 

RRWQWR, RWQWRWQWR, 

RRWQWRWQWR 

Secuencia-Ahx-RGD 

RGD-Ahx-Secuencia-Ahx-DGR 

DGR-Ahx-Secuencia-Ahx-RGD 
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ETAPA II 

Objetivo: Evaluar efecto citotóxico y selectivo del péptido frente a líneas celulares derivadas de 

cáncer de mama 

Ensayo Secuencias seleccionadas 

Determinar el efecto citotóxico en las líneas 

celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468, BT-

474 

RWQWRWQWR, RGD-Ahx- RWQWRWQWR, 

RRWQWRWQWR, RGD-Ahx- RRWQWRWQWR 

ETAPA IV Objetivo: Determinar de manera preliminar mecanismos asociados al efecto anticanceroso. 

 Ensayo Secuencia seleccionada 

 

Ensayos de citometría de flujo, ensayos de 

migración, invasión y actividad 

inmunomoduladora 

RGD-Ahx -RWQWRWQWR 

  

 

6.1.1 Síntesis en fase sólida Fmoc/tBu 
 

La síntesis peptídica se realizó mediante síntesis de péptidos en fase sólida manual SPPS, 

empleando la estrategia Fmoc/tBu , siguiendo el protocolo dispuesto en el grupo de investigación 

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 procedió a la desprotección de la resina mediante la remoción del grupo Fmoc, esta 

se corroboró mediante la detección de grupos amino libre por la prueba de Kaiser, un resultado 

positivo (coloración azul, indica la presencia de grupos amino libre) muestra que la remoción del 

grupo Fmoc fue efectiva. Luego se realizó el acople del primer aminoácido del extremo C-

terminal de la secuencia a la resina, se confirmó la formación del enlace peptídico mediante la 

prueba de Kaiser, un resultado negativo (coloración amarilla, indica la ausencia de grupos amino 

libre) significa que el Fmoc-aminoácido se acopló completamente. Estos procesos de 

desprotección y acople se repitieron hasta completar la secuencia peptídica. Finalmente se llevó 

a cabo el clivaje del péptido de la resina y la desprotección de las cadenas laterales. 
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Figura 4. Proceso de síntesis de péptidos en fase sólida del péptido LfcinB (21-25)Pal. Paso 1 

ǠŧļřřƌƺƯ ŠŧǨǝǠƹǵŧřřƌƺƯ Šŧ Ƥļ ǠŧǨƌƯļ ƹ ŠŧƤ ƀǠǽǝƹ ֞-amino del último Fmoc-aminoácido acoplado 

a la resina, paso 2 reacción de acople del Fmoc-aminoácido a la resina o resina-péptido y paso 3 

reacción de clivaje, desanclaje de la cadena peptídica de la resina y desprotección de las cadenas 

laterales. En esfera azul está la resina Rink Amida, morado el grupo protector Fmoc, azul oscuro 

la arginina, verde el triptófano, vinotinto la glutamina y rosado los grupos protectores de cadenas 

laterales.  

6.1.1.1 Reacción de desprotección 

¦ƹǨ ƀǠǽǝƹǨ ļƭƌƯƹ Šŧ Ƥļ ǠŧǨƌƯļ äƌƯơ  ƭƌŠļ Ƞ ֞-amino de los aminoácidos están protegidos con el 

grupo Fmoc, este se removió por tratamiento con una base débil, tratando la resina con 4-

metilpiperidina al 2.5% y tritón 0.1%, en N,N-dimetilformamida (DMF) (v/v) por 10 min (2x) en 

agitación, luego se descartó la solución de piperidina y la resina o resina-péptido se lavó con DMF 

(5 x 1 min) y Diclorometano (DCM) (3 x 1 min). Luego la resina o resina-péptido se dejó secar y (Fig. 

4, paso 1) y se realizó monitoreo mediante la prueba de Kaiser. 

6.1.1.2  Reacción de acople de los Fmoc-aminoácidos 

Los Fmoc-aminoácidos fueron acoplados a la resina o resina-péptido, formando la cadena 

peptídica creciente unida a la resina. Para que se forme el enlace amida entre el grupo amino de 

la resina o resina-péptido y el grupo carboxilo del Fmoc-aminoácido, se requiere la formación de 
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un éster activo, lo cual procede mediante la preactivación del Fmoc-aminoácido, disolviendo 

Fmoc-AA/DCC (Diciclohexilcarboidimida) /6-Cl-HOBt (6-cloro- hidroxibenzotriazol) (1/1/1 

equivalente y 5 excesos respecto a la sustitución de la resina) en 2 mL de DMF, luego la mezcla de 

reacción se dejó en agitación por 15 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, 

la mezcla de reacción se adicionó a la resina o resina-péptido (Fig. 4,paso 2) y se dejó en reacción 

con agitación constante a temperatura ambiente hasta resultado negativo de la prueba de Kaiser. 

6.1.1.3  Reacción de Clivaje 

Una vez incorporado el último aminoácido de la secuencia, se realizó la remoción del grupo Fmoc  

(Fig. 4, 1) y se procedió a desproteger las cadenas laterales y desanclar el péptido de la resina, 

tratando la resina-péptido seca con una solución de Ácido trifluroacético (TFA)/H2O/Etanoditiol 

(EDT)/Trisisopropilsilano (TIPS) (92.5/2.5/2.5/2.5 % v/v) (1:10 p/v) por 4 h con agitación constante 

a temperatura ambiente (Fig. 4,paso 3). Posteriormente se separó la resina de la solución por 

filtración y la solución se trató con éter etílico frío a 4 °C por 20 min para precipitar el péptido. 

Luego la solución fue centrifugada a 500 g por 10 min y se descartó el sobrenadante, este proceso 

se repitió 5 veces hasta eliminar el TFA por completo [72]. 

6.1.2 Caracterización por cromatografía RP-HPLC 
 

En un cromatógrafo Agilent series 1260 con detector UV vis, se inyectaron 10  µL de  una solución 

peptídica (1 mg/mL) en una columna monolítica Chromolith® C18 (50 × 4,6 mm) y se empleó un 

gradiente de  elución 5-50% Solvente B (TFA al 0,05 % en ACN) y Solvente A (TFA al 0,05 % en 

agua) en un gradiente en 8 min con un flujo de 2,0 mL/min y la longitud de onda para la detección 

fue de 210 nm [75]. 

6.1.3 Purificación por extracción en fase sólida  
 

Columnas de extracción en fase sólida Supelclean LC-18 SPE de 5 g, se activaron con 30 mL de 

metanol, 30 mL de Solvente B y se equilibraron con 30 mL Solvente A.  El péptido disuelto en 

Solvente A (150 mg/mL) se sembró en la columna y se eluyó mediante 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 cromatográfica y se liofilizaron [67]. 
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6.1.4 Análisis por espectrometría de masas  
 

Los péptidos (10 µg/mL) se analizaron en un espectrómetro Bruker Im-pact II LC Q-TOF MS 

equipado con una fuente de ionización por ESI operada en modo positivo. Las condiciones 

cromatográficas fueron, columna Intensity Solo C18 (2.1 × 100 mm, 1.8 m֩) (Bruker Daltonik), a 

una temperatura de 40 °C y un flujo de 0.250 mL/min. Solvente A (H 2 O-Ácido fórmico (AF) 0,1%), 

Solvente B (ACN-AF 0,1%). Gradiente de elución 5/5/95/95/5/5 %B en 0/1/11/13/13,1/15 min. Las 

condiciones de la fuente ESI fueron: energía de ionización 500 V, capilar 4500 V, nebulizador 1,8 

bar, gas nitrógeno seco 8,0 L/min, temperatura 220 °C. Modo de escaneo Auto MS/MS con rango 

espectral 20-1000 m/z y tasa espectral 2 Hz y energía de colisión de 5,0 eV. 

6.2 Efecto citotóxico in vitro. 

El efecto citotóxico de los péptidos fue evaluado dependiendo de la etapa frente a uno o varios 

de los 6 modelos celulares; 4 líneas derivadas de cáncer de mama, cada una perteneciente a un 

subtipo molecular, 1 línea celular epitelial mamaria y 1 cultivo primario de fibroblastos; con el fin 

de poder determinar la selectividad de cada péptido. Basado en los resultados de viabilidad 

celular se seleccionó el péptido con la mayor citotoxicidad y selectividad para realizar los ensayos 

del estudio preliminar del mecanismo de acción. 

6.2.1 Líneas celulares 
 

 MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132) 

Línea celular de adenocarcinoma de mama triple negativo basal A derivada del derrame 

pleural de una mujer de raza negra de 51 años, presenta morfología epitelial adherente, 

expresa los receptores de factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento 

transformante alfa (TGF)֞ [76]. 

 MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26) 

Línea celular de adenocarcinoma de mama triple negativo basal B derivada del derrame 

pleural de una mujer caucásica de 51 años, las células presentan morfología epitelial 

adherente, expresa los receptores de factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de 

crecimiento transformante alfa (TGF)֞, además expresa el oncogen WNT7B [77]. 

 MCF-7 (ATCC® HTB-22) 

Línea celular de adenocarcinoma metastásico de mama tipo Luminal A derivada del derrame 

pleural de una mujer caucásica de 69 años. Las células presentan morfología epitelial 

adherente conservando varias características del epitelio mamario diferenciado, incluida la 
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capacidad de procesar estradiol a través de receptores citoplásmicos de estrógenos y la 

capacidad de formar domos, además expresan el oncogén WNT7B [78]. 

 BT-474 (ATCC® HTB-20) 

Línea celular de carcinoma ductal invasivo tipo Luminal B derivada de un tumor sólido de una 

mujer caucásica de 60 años con morfología epitelial adherente presentan crecimiento lento 

que rara vez son confluentes[79]. 

 MCF-12A (ATCC® CRL-10782) 

Línea celular derivada de la glándula mamaria de una mujer caucásica de 60 años con 

morfología epitelial adherente e inmortalización espontánea [80].  

 Fibroblastos 

Cultivo primario de fibroblastos humanos aislados de prepucio en el laboratorio de Fisiología 

Celular y Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. 

Son células grandes, planas, alargadas (en forma de huso) que poseen procesos que se 

extienden desde los extremos del cuerpo celular. 

6.2.2 Descongelamiento, subcultivo y criopreservación de las células 
 

El criovial con las células se sometió a 50ºC para su descongelamiento por menos de 1 min, se 

mezcló con 10 mL de medio de cultivo suplementado (RPMI, SFB 10%) a 37°C y 5% de CO2, 

posteriormente se centrifugó a 300 g por 5 min, se descartó el sobrenadante, el pellet se 

resuspendió en 5 mL de RPMI suplementado, se sembró en una caja de 25 cm2 y se incubó a 37°C 

y 5% de CO2. Pasadas 24 h de incubación, el medio con debris y células no adheridas se removió y 

se adicionó RPMI suplementado hasta que se alcanzó confluencia de 70-80%. 

Para su subcultivo se retiró el medio sin perturbar la monocapa, se lavaron las células con PBS 1X,  

se adicionaron 1-2 mL de solución Tripsina-EDTA 0.25% durante 3 min a 37°C, seguido a esto las 

células se removieron y mezclaron con RPMI en relación 1:5, se centrifugaron a 300 g por 5 min y 

se resuspendieron en medio suplementado, se contaron en cámara de Neubauer y se 

subcultivaron a una relación 1:3. 

La criopreservación se realizó una vez que las células alcanzaron 70% de confluencia, se 

resuspendieron en SFB,  se contaron en cámara de Neubauer y se transfirieron a crioviales a razón 

de 2x106 células/900֩L a cada criovial se le añadieron 100 ֩ L de DMSO y se sometieron a 

enfriamiento en una rampa de -1°C /min hasta alcanzar los -80°C. Finalmente se almacenaron a -

130°C en fase de vapor de nitrógeno líquido hasta su uso [81]. 



 

 

37 
 

6.2.3 Ensayo de viabilidad celular por MTT 
 

Células en un 70-80% de confluencia se subcultivaron en cajas de 96 pozos a razón de 1x104 

células/pozo, durante 12 h hasta su adherencia. Luego se retiró el medio y se añadieron 100 ֩ L de 

RPMI sin suplementar para sincronizar el cultivo por 12 h. Posteriormente se retiró el medio y se 

añadieron 50 ֩L del RPMI suplementado 10% SFB más 50 L֩ del péptido reconstituido en medio 

sin suplementar (400, 200, 100, 50 y 25 g֩/mL). Cada péptido se evaluó por triplicado en tiempos 

de 2, 24 y 48 h de incubación. Una vez transcurrido el tiempo, se adicionaron 10 ֩L de MTT a cada 

pozo y se incubaron por 4 h, posteriormente se retiró el medio, se adicionaron 100 ֩ L de DMSO 

estéril y se incubaron por 30 min a 37°C para solubilizar los cristales de formazán y leer 

absorbancia a 570nm.  

El blanco fue DMSO, el control negativo de muerte celular fue el subcultivo con células sin 

tratamiento y el control positivo de muerte celular fue un subcultivo tratado con una molécula de 

actividad citotóxica conocida. La citotoxicidad que ejerció cada péptido sobre las células se 

determinó mediante la medición de la actividad metabólica celular reflejada en la conversión de 

la sal de tetrazolio (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a cristales de 

formazán. Este proceso es debido principalmente a las deshidrogenasas mitocondriales, las 

coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertirán el MTT en formazán.  

El porcentaje de viabilidad se calcula de la siguiente manera: 

 Ϸ ὨὩ ὺὭὥὦὭὰὭὨὥὨ
   

   
 ρππ         Ec.1 

Basado en el porcentaje de viabilidad celular a las diferentes concentraciones del péptido 

evaluado , se calculó el IC50 de cada uno de los péptidos evaluados en la línea celular [81]. 

6.2.4 Hemólisis 
 

Se realizó la extracción de sangre periférica por venopunción, se centrifugaron a 800 g por 15 min 

a 10°C, se realizaron 3 lavados con solución salina 0.9%. En solución salina se preparó una muestra 

de glóbulos rojos de hematocrito 4%, en caja de 96 pozos de fondo en U se transfirieron 100 L֩ 

por pozo y se adicionaron 10ẁ ֩¦ ŠŧƤ ǝŨǝǵƌŠƹ ǠŧřƹƯǨǵƌǵǽƌŠƹ ŧƯsolución salina 0.9% (400, 200, 

Ẃẁẁử Ẇẁ Ƞ ẃẆ ֩ƀỹƭ¦Ἃ; cada péptido se evaluó por triplicado a un tiempo de incubación de 2 h a 37°C. 

Transcurrido el tiempo se centrifugó la caja a 800 g por 5 min, se transfirieron 100 L֩ de 

sobrenadante a caja de 96 pozos de fondo plano y se leyó absorbancia a 540 nm. Como control 

negativo se utilizó solución salina 0.9% y como control positivo Tween 20 [82]. El porcentaje de 

hemólisis se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación: 
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Ϸ ὨὩ ὬὩάĕὰὭίὭί 
   

    
ρππ     Ec.2 

6.2.5 Microscopía de contraste de fases 
 

Previo a la adición de MTT en el ensayo de viabilidad celular, las células fueron observadas en el 

microscopio invertido ICX-41, y se realizó registro fotográfico en aumento 10X utilizando la 

cámara digital acoplada al microscopio SDP-TOP con el fin de identificar cambios morfológicos 

en las células tratadas como contracción celular, disminución del tamaño celular o aparición de 

protuberancias.  

6.3 Mecanismos asociados al efecto citotóxico 

6.3.1 Evaluación de la permeabilidad de la membrana 
 

Las células se sembraron en cajas de 24 pozos a razón de 15x104 células/pozo, una vez adheridas 

se reemplazó el medio de cultivo con 200 L֩ del medio suplementado con SFB al10% más 200 L֩ 

del péptido reconstituido en medio sin suplementar, para una concentración final del IC50. Luego 

de 2 h de tratamiento las células se cosecharon con tripsina y centrifugaron a 500 g por 5 min, se 

lavaron con PBS y posteriormente tiñeron con 30 ֩L de la mezcla de fluorocromos SYTO9 0,5% 

v/v y Ioduro de Propidio (IP) 0,5% v/v en PBS del kit comercial LIVE/DEAD® FungaLight. Seguido, 

las células se incubaron por 20 min, centrifugaron y resuspendieron en 100 ֩L de PBS. Se realizó 

análisis de citometría en el equipo BD Accuri C6TM, en este caso se excitó a 480 nm, se detectó la 

emisión de SYTO9 a 500 nm y la de IP a 635nm. Control negativo: células no tratadas marcadas, 

control positivo: células tratadas con actinomicina 10 g֩/mL por 24 horas o formaldehido 4% [83]. 

6.3.2 Evaluación de apoptosis/necrosis 
 

Las células fueron cultivadas, cosechadas y tratadas como en el ítem anterior. Se transfirieron a 

tubos cónicos de centrífuga de 2 mL, se centrifugaron a 300 g por 5 min, se descartó el 

sobrenadante y se resuspendieron en 400 ֩ L de solución de buffer de tinción con los 

fluorocromos (Buffer de unión a Anexina-V 1X, 0,5 ֩L de FITC Anexina V y 0.5 L֩ de 7-AAD por 

cada 5x106 células). Las células con los fluorocromos se incubaron en oscuridad por 15 min a 25°C, 

luego se centrifugaron a 300 g por 10 min, se resuspendieron en 200 ֩L de PBS-EDTA 1 mM y se 

analizaron mediante citometría de flujo en el equipo Cytek® Guava® Muse® Cell Analyzer. Como 

control de apoptosis las células se trataron con actinomicina 10 nM por 24 h o formaldehido 4%, 
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como control de necrosis se trataron con EDTA 20 mM por 24 h y como control negativo células 

sin tratamiento [83]. 

6.3.3 Evaluación de la permeabilidad mitocondrial 
 

Las células se sembraron en cajas de 24 pozos a razón de 15x104 células/pozo, una vez adheridas 

se reemplazó el medio de cultivo con 200 L֩ del medio suplementado con SFB al 10% más 200 

L֩ del péptido reconstituido en medio sin suplementar, para una concentración final del IC50. Se 

lavaron con PBS y tiñeron con 100 ֩L de la solución de trabajo del kit comercial MitoScreen JC-1 

(solución 1:100 de JC1 reconstituido en DMSO: Buffer assay 1X) por 20 min a 37°C. Luego se lavaron 

dos veces con el buffer de ensayo proveído en el kit y resuspendieron en 100 ֩L de este para su 

lectura en el citómetro BD Accuri C6TM, detectando la emisión de la forma monomérica a 527 nm 

y la de los agregados a 590 nm. Control negativo: células no tratadas marcadas, control positivo: 

células tratadas con actinomicina 10 g֩/mL por 24 h o formaldehido 4% [83]. 

6.3.4 Evaluación de la expresión de caspasas 
 

Las células fueron cultivadas como en el ítem de viabilidad celular, luego de su sincronización, se 

retiró el medio y se adicionaron 50 ֩ L del RPMI suplementado con SFB al 10% más 50 L֩ del 

péptido reconstituido en medio sin suplementar para una concentración final del IC50. Luego de 

2 h de tratamiento se retiró el medio, se cosecharon las células, se transfirieron a un tubo de 

microcentrífuga en 300 L֩ de medio completo, se añadió 1 ֩ L del reactivo caspase-Glo® 8 o 9 y se 

incubó por 40 min a 37°C y 5% de CO2.Posteriormente, se centrifugó a 300 g por 5 min, se removió 

el sobrenadante y se adicionaron 500 L֩ de buffer de lavado; este proceso se repitió y se realizó 

lectura en el citómetro BD Accuri C6TM [83]. Como control negativo se usaron células no tratadas 

marcadas y control positivo células tratadas con formaldehido 4%. 

6.3.5 Evaluación de especies reactivas de oxígeno 
 

Las células se sembraron en cajas de 24 pozos a razón de 15x104 células/pozo, una vez adheridas 

se reemplazó el medio de cultivo con 200 L֩ del medio suplementado con SFB al10% más 200 L֩ 

del péptido reconstituido en medio sin suplementar, para una concentración final del IC50. Luego 

de 2 y 24 h de tratamiento se retiró el medio, se cosecharon las células, se transfirieron a un tubo 

de microcentrífuga y se resuspendieron en buffer de ensayo a una razón de 1x106 células/mL, de 

esta suspensión se transfirieron 10 µL a tubo de microcentrífuga y se le adicionaron 190 µL de 

solución de trabajo Muse® Oxidative Stress, se incubó a 37°C por 30 min y se realizó lectura en el 
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citómetro Guava Muse®. El ensayo se realizó por duplicado biológico, como control negativo: 

células no tratadas marcadas y como control positivo: células tratadas con formaldehido 4% [84] 

6.3.6 Evaluación de secreción de citoquinas 
 

Las células derivadas de cáncer de mama fueron cultivadas en placas de 24 pozos a razón de 

15x104 células/pozo una vez adheridas se reemplazó el medio de cultivo con 200 ֩ L del medio 

suplementado con SFB al 10% más 200 ֩ L del péptido reconstituido en medio sin suplementar 

para una concentración final del IC50. Luego de 2 y 24 h de tratamiento, se recuperaron los 

sobrenadantes y se almacenaron a -20°C hasta su análisis. En tubos de 1.5 mL se adicionaron 25 

µL de buffer de ensayo, 25 µL de sobrenadante de cada tratamiento y 25 µL de la premezcla de 

perlas, se incubó en oscuridad por 2 h, se centrifugó a 1050 rpm, luego se removió el sobrenadante 

y el pellet se lavó con buffer de lavado. Al pellet se le adicionaron 25 µL de anticuerpos de 

detección y se incubó por 1 h en oscuridad, posteriormente, se le agregaron 25 µL de SA-PE y se 

continuó la incubación por 30 min más. Transcurrido el tiempo se centrifugó a 1050 rpm, removió 

el sobrenadante, se lavó con buffer de lavado y se resuspendió en 150 µL de buffer de lavado. Se 

realizó análisis de citometría en el equipo Cytek Aurora para determinar la secreción de IL-12p70, 

TNF- ,֞IL-6, IL-4, IL-10, IL-Ẃ,֟ Arginase, TARC, IL-1RA, IL-12p40, IL-23, IFN- e֠ IP-10 (B9). Para ello 

se hizo uso de la plantilla propuesta y software propuesto en el kit LEGENDplexᾝ Human 

Macrophage/Microglia Panel [85]. 

6.3.7 Evaluación de la expresión de genes pro y anti-apoptóticos 
 

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pozos a razón de 1x106 células/pozo, una vez adheridas 

se reemplazó el medio de cultivo con 200 L֩ del medio suplementado con SFB al 10% más 200 

L֩ del péptido reconstituido en medio sin suplementar para una concentración final del IC50, 

luego de 15 min y 2 h de tratamiento las células fueron tratadas con TRIzolTM y el RNA extraído de 

acuerdo con lo estipulado por el fabricante [86]. Se calculó la concentración de RNA mediante la 

lectura de absorbancia a 260, 280 y 320 nm, luego se realizó la retrotranscripción con la enzima 

SuperScript III a partir del volumen equivalente a 1 µg de RNA. Con el cDNA obtenido se realizó 

la amplificación y detección en tiempo real de genes pro y anti-apoptóticos (Tabla 3) utilizando 

-֟actina como gen de referencia [74]. 

Tabla 3. Secuencias de los primers. 

ʲ
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6.3.8 Ensayo de wound-healing 

Células en un 70-80% de confluencia se subcultivaron en cajas de 24 pozos a razón de 3x105 

células/pozo, durante 12 h hasta su adherencia. Luego se retiró el medio y se añadió 100 ֩ L de 

RPMI sin suplementar para sincronizar el cultivo por 12 h. Con la punta de una micropipeta se 

realizó ruptura de la monocapa de manera vertical a lo largo del pozo, se retiró el medio y se 

agregó medio o péptido disuelto en medio a las concentraciones del IC50, ½ IC50 y 2 IC50. En el 

microscopio se tomaron mínimo 4 fotografías de diferentes campos que permitieran cubrir toda 

la longitud de la herida; y este proceso se repitió a las 2, 12, 24 y 48 h de incubación. Con Image J 

se calculó el área de la lesión transcurrido los diferentes periodos de tiempo y  se comparó con la 

que había a tiempo 0 [87]. 

6.3.9 Ensayo de migración  

Las células derivadas de cáncer de mama fueron cultivadas en el pozo superior de placas de 12 

pozos con transwell de poro de 8 µm en una densidad de 15x104 células/pozo en 100 µL de medio 

sin suero. En los pozos inferiores se adicionó en volumen final de 600 µL los controles y 

tratamientos con el péptido (IC50,  ½ IC50 y 2 IC50), se colocó el transwell sobre el pozo inferior que 

contiene el estímulo y se permitió la migración incubando a 37ºC por 2, 12 y 24 h. Transcurrido el 

tiempo, el medio y los estímulos se retiraron y se adicionó en el pozo inferior 600 L֩ de solución 

de paraformaldehido al 4% durante 15-30 minutos para permitir la fijación de las células en la 

membrana del pozo superior. Se recuperó el paraformaldehído y agregó al pozo inferior 600 ֩L 
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de una solución de cristal violeta al 0.5% en metanol, tiñendo durante 15-30 min. Se retiró la 

solución y lavaron los transwell con agua y copitos de algodón; se adicionó 1 mL de agua a los 

pozos inferiores y 100 L֩ a los superiores. Al microscopio se contaron las células de cada pozo, 

luego se retiraron las membranas y se colocaron en una placa de 96 pozos, se adicionaron 100֩L 

de solución de ácido acético al 10% para disolver la tinción y determinar la absorbancia a 570nm 

en lector de microplaca. Se determinó el porcentaje de migración celular de cada pozo, 

dividiendo el número de células que se contaron en el transwell por el número inicial de células 

sembradas [88].  

6.3.10 Ensayo de invasión  

Utilizando material pre-enfriado, se depositaron 100 µL de una solución que contenga Geltrex® 

Invitrogen, buffer de cubrimiento y medio de mantenimiento celular en cada transwell, se dejó 

gelificar por una noche a 37ºC en incubadora y luego se realizó el mismo proceso del ensayo 

demigración previamente descrito [88]. 

6.3.11 Zimografía 

Las células derivadas de cáncer de mama fueron cultivadas en placas de 24 pozos a razón de 

15x104 células/pozo una vez adheridas se reemplazó el medio de cultivo con 200 ֩ L del medio 

suplementado con SFB al 10% más 200 ֩ L del péptido reconstituido en medio sin suplementar 

para una concentración final del IC50. Luego de 2 y 24 h de tratamiento, se recuperaron los 

sobrenadantes y se almacenaron a -20°C hasta su análisis. Se realizó electroforesis 

desnaturalizante de los sobrenadantes con gel de separación al 10% suplementado con gelatina 

al 0.05% y gel concentrador al 4% a 25 mA por 2.5 h. Seguido a esto el gel se lavó tres veces con 

Tritón x-100 3% y tres veces con agua destilada. Se incubó en buffer de activación de gelatinasas 

por 30 min a T amb y por 14 h a 37°C. Posteriormente, se tiñó con azul de Coomassie en MeOH/ac 

por 3 h, se lavó 3 veces con agua caliente por 10 min y luego con solución de desteñido de ácido 

acético, metanol y agua (1:3:6) hasta que se visualizaron las bandas. 

6.3.12 Análisis estadístico 

Haciendo uso del programa GraphPad Prism4 las comparaciones entre los tratamientos 

evaluados se realizaron mediante análisis de varianza ANOVA de dos vías, seguido por test 

comparaciones múltiples de Tukey. Se consideran diferencias significativas entre p<0.05 y 

p<0.001.  
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6.4 Modelo de toxicidad in vivo 

Para determinar el efecto tóxico que tienen los péptidos promisorios a nivel in vivo se emplearon 

tres modelos biológicos: Galleria mellonela, pez cebra y ratones CD1. 

6.4.1 Galleria mellonela 

Larvas de G. mellonella (suministradas por Perkin SAS) fueron colocadas en cajas Petri de vidrio 

estériles a razón de 10 larvas por caja. Con isopo e hipoclorito al 70% se limpiaron las propatas de 

la larva, luego se inocularon 10 µL de péptido a concentraciones de 400, 600 0 800 µg/mL en 

solución salina 0.9%, en la última propata derecha, cada grupo de tratamiento fue conformado 

por 10 larvas y se realizaron 2 réplicas. Como control se utilizaron 10 larvas sin limpiar, como 

control absoluto 10 larvas a las que se realiza limpieza y como control de inoculación 10 larvas a 

las cuales se les inoculó solución salina 0,9%. Las larvas se incubaron a 37°C y se realizó 

seguimiento por 10 días. Los datos de viabilidad se analizaron mediante curvas de Kaplan Meyer 

[89]. El protocolo utilizado fue implementado por el Laboratorio de Proteómica y Micosis 

Humanas, bajo los 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 de pez cebra Wild Type AB provenientes del Laboratorio de Neurociencia y Ritmos 

Circadianos de la Universidad de los Andes fueron alimentados y criados hasta el día 3 post 

fertilización (3 dpf) 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 el 

diseño de bloques al azar, los embriones 3dpf fueron separados en grupos de 10 organismos para 

ser tratados con el péptido a concentraciones de 0.5, 5 o 20 µg/mL en el medio de crecimiento por 

un periodo de 96 h, haciendo recambio de agua con tratamiento cada 24 h. Como control 

negativo se utilizó medio de crecimiento de embriones de pez cebra ἤļƀǽļ Šŧ ƇǽŧșƹἥpH 7.5 y 

como control positivo 3-4 dicloroanilina (DCA) 3% en agua de huevo. Los datos de viabilidad se 

analizaron mediante curvas de Kaplan Meyer [90]. El experimento se realizó por triplicado y se 

rigió por los principios y normas del comité de ética para el cuidado y uso de animales, decretado 

por el comité de ética institucional de la Universidad Nacional de Colombia. 

6.4.3  Ratones CD1 

Para la prueba de Irwin, ratones CD1 macho de 7 semanas de edad y peso 33-35 g, fueron 

agrupados de a 3 individuos. Los ratones fueron tratados con el péptido a concentración de 7 
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mg/mL en solución salina 0.9%; se inocularon con 0.33-0,35 mL de péptido vía intraperitoneal (ip) 

o subcutánea (sc) a una dosis de 70 mg/kg. Como control negativo se inoculó un grupo vía ip y el 

otro vía sc con 0.33-0,35 mL de solución salina 0.9%. Se realizó seguimiento de actividad motora 

y comportamental a los individuos por periodo de 1 h post-inoculación, y seguimiento de 

sobrevida por 15 días. Los datos de viabilidad se analizaron mediante curvas de Kaplan Meyer [91]. 

La realización de este experimento cumplió con los lineamientos y normas de la Resolución 

08430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Ley 84 del 27 de diciembre de 1989 y se rigió por los 

principios y normas del comité de ética para el cuidado y uso de animales, decretado por el comité 

de ética institucional de la Universidad Nacional de Colombia 
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7.1 Etapa IA: Evaluación de péptidos análogos a LfcinB (21-25)Pal con 

modificaciones en la longitud y carga 

Para determinar el efecto que tiene en la actividad anticancerosa, el cambio de la longitud y carga 

en la secuencia del palindrómico, se diseñaron 6 secuencias lineales análogas a éste, donde 

ambas características fueron modificadas mediante la adición o remoción de Arg (R) en el 

extremo N-terminal, C-terminal o ambos extremos del péptido. Estas moléculas fueron 

obtenidas mediante SPPS-Fmoc/tBU, purificadas por RP-SPE y caracterizadas por RP-HPLC y 

espectrometría de masas ESI-QTOF. Para facilitar la lectura del documento, en adelante el 

péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal: H2N-RWQWRWQWR-CONH2, será nombrado como 
1R5R9R y a partir de esta nomenclatura se establece el código de los demás péptidos modificados 

(Tabla 2).  

En la Fig. 5 se observa la caracterización del péptido control 1R5R9R; allí se evidencia que durante 

el proceso sintético solo se requirió un ciclo de acople para la incorporación de cada aminoácido 

de la secuencia. El perfil cromatográfico presentó una especie mayoritaria con tiempo de 

retención (tR) de 6.3 min y una pureza cromatográfica del 92%. Además, el espectro de masas 

muestra las señales correspondientes a las especies multicargadas [M+2H]2+, [M+3H]3+ y 

[M+4H]4+; también se puede observar la distribución isotópica de la especie [M+4H]4+, la masa 

calculada correspondió con la masa teórica del palíndromo. Lo anterior muestra que el proceso 

sintético procedió de manera eficiente y que el proceso de purificación permitió obtener un 

producto final con alta pureza; el análisis por espectrometría de masas muestra que el producto 

final tiene la masa esperada lo cual indica que el péptido obtenido correspondió al palíndromo 
1R5R9R. 

La caracterización de los demás péptidos por RP-HPLC y espectrometría de masas se evidencia en 

la Tabla 2 y Anexo 1. El proceso sintético de los 6 péptidos obtenidos procedió de buena manera 

ya que para la mayoría fue necesario un único ciclo de reacción para lograr acoplar los 

aminoácidos a la cadena peptídica creciente. Para los péptidos 1R5R9R y 1R5R9R-R fue necesario 

realizar dos ciclos de reacción de acople para la incorporación del primer aminoácido (R) (Anexo 

1 Fig. 5.1). En las reacciones de desprotección, monitoreo y desanclaje no se presentó ninguna 

dificultad, lo cual nos indica que todos los péptidos son viables sintéticamente y por lo tanto son 

buenos candidatos para evaluar su actividad biológica. 
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Figura 5. Caracterización del péptido palindrómico 1R5R9R. A. Estructura química y masa exacta B. 

Número de ciclos de reacción necesarios para la incorporación de cada uno de los aminoácidos. 

C. Perfil cromatográfico de la fracción pura a 210 nm D. Espectro de masas de alta resolución, la 

señal de 372,4580 m/z corresponde al fragmento [M+4H]4 +, la señal de 496,2872 m/z corresponde 

al fragmento [M+3H]3+ y la señal de 743,9815 m/z corresponde al fragmento [M+2H]2+. En el 

recuadro se muestra su distribución isotópica de la especie [M+4H]4+. 

Posterior a la síntesis y clivaje de cada uno de los péptidos se realizó el proceso de purificación por 

cromatografía RP-SPE teniendo en cuenta el perfil cromatográfico de cada péptido crudo 

obtenido por RP-HPLC, las fracciones que presentaron la mayor pureza cromatográfica fueron 

colectadas y liofilizadas; el sólido fue analizado nuevamente por cromatografía RP-HPLC (Tabla 

2).  

Tabla 2. Caracterización del péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal y análogos modificados en 

longitud y carga. En rojo se resaltan las modificaciones 

*Todos los péptidos se encuentran amidados en extremo C-terminal 
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Código Secuencia* 

RP-HPLC ESI-MS  m/z ( Masa  calculada a partir de la especie multicargada) 

tR 
(min) 

Pureza 
(%) 

Teórico 
M Exp. 
Prom. 

[M+5H]5+ [M+4H]4+ [M+3H]3+ [M+2H]2+ 

1R5R9R RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 1485.88  1485.832 1485.936 1485.862 

R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR 5.9 97 1799.09 1799.01 1799.00 1799.013 1799.003  

R5R9R-R RWQWRWQWRR 6.1 93 1641.87 1641.89  1641.888 1641.889 1641.88 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 6.2 93 1641.87 1641.88  1641.892 1641.885 1641.876 
5R _WQWRWQW_ 7.1 96 1173.56 1173.56    1173.55 

1R5R RWQWRWQW_ 7 92 1330.53 1329.67   1329.673 1329.665 
5R9R _WQWRWQWR 6.6 88 1330.53 1329.66   1329.667 1329.66 
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En cada uno de los perfiles cromatográficos se evidenció una especie mayoritaria (Anexo 1 Fig. 

1.2) indicando que la fracción purificada del péptido no presentó especies indeseadas en 

cantidades que puedan afectar los ensayos biológicos. A su vez, se puede evidenciar que todos 

los péptidos presentaron purezas cromatográficas mayores al 88% indicando que el proceso de 

purificación se llevó a cabo de manera eficiente (Tabla 2). Respecto a los tiempos de retención (tR) 

podemos evidenciar como la adición de R a la secuencia aumentó su polaridad y por ende 

disminuyó el tR, esta disminución se incrementó en función de la cantidad de residuos de R 

incorporados. En este mismo sentido, cuando se removieron R de la secuencia esta se hace más 

apolar y por tanto su tR son mayores comparados con los del palíndromo original. Es interesante 

notar que si la carga conferida por la cadena lateral de la R se encuentra en el extremo C-terminal 

(1R5R9R-R y 5R9R), el péptido es ligeramente más polar que cuando la mayor carga de R se 

encuentra en el extremo N-terminal (R-1R5R9R y 1R5R), lo cual podría deberse que la amidación del 

extremo C-terminal y la presencia de R adicionales allí generan una distribución más asimétrica 

de las cargas en la secuencia, contrarrestando el efecto menos polar del grupo amida del extremo 

N-terminal. 

Los péptidos puros fueron caracterizados por espectrometría de masas ESI-QTOF de alta 

resolución (Anexo 1, Fig. 1.3), en cada uno de los espectros se observaron las señales que 

corresponden a las especies multicargadas, es decir, cada uno de ellos representa la relación m/z 

del ion molecular. Además, se presenta una ampliación del pico base mayoritario observándose 

la distribución isotópica. En todos los casos la masa obtenida coincidió con la masa teórica del 

péptido (Tabla 1) asegurándonos que los procesos de síntesis y purificación se realizaron 

correctamente, y que el péptido se encuentra libre de sustancias que puedan interferir. 

Mediante el uso del software libre ADMET y NetWheels se determinaron propiedades 

fisicoquímicas (Tabla 3) y proyecciones helicoidales de cada uno de los péptidos (Figura 6). 

Debido a que la R es un aminoácido catiónico, la carga neta del péptido tiene una correlación 

directa con la cantidad de estos residuos en la secuencia, aumentando o disminuyendo en una 

unidad por cada R adicionada o removida. 

 Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas in silico de los análogos modificados en longitud y carga. 

*Todos los péptidos se encuentran amidados en extremo C-terminal. 

Código Secuencia* Carga Neta GRAVY LogP TPSA (Å2) Flexibilidad 

1R5R9R RWQWRWQWR +4 -2.68 -1.162 639.45 0.981 

R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR +6 -3.01  -3.612 821.45 1.19 

R5R9R-R RWQWRWQWRR +5 -2.86 -2.441 730.45 1.089 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR +5 -2.86 -2.441 730.45 1.089 
5R _WQWRWQW_ +2 -2.16 0.703 454.95 0.76 

1R5R RWQWRWQW_ +3 -2.45 0.01 548.45 0.865 
5R9R _WQWRWQWR +3 -2.45 0.123 548.45 0.865 
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El valor GRAVY hace referencia al promedio del índice de hidropaticidad obtenido de la suma de 

los valores de hidropatía de todos los aminoácidos dividido por el número de aminoácidos que 

componen la secuencia [92], al ser los valores GRAVY de todos los péptidos negativos nos indica 

que son hidrofílicos. En este caso es posible observar que entre más catiónico es el péptido, menor 

es su valor GRAVY, y por lo tanto la secuencia es más hidrofílica. Aunado a esto, tenemos el valor 

LogP que es el logaritmo del coeficiente de partición de nuestra secuencia en el sistema 1-

octanol/agua [93], el palíndromo original y péptidos con adiciones de R presentaron valores 

negativos sugiriendo que la concentración de péptido en el solvente orgánico es menor a la que 

se encuentra en la fase acuosa, lo que concuerda con las características hidrofílicas; se observa 

que el valor LogP fue menor a medida que se incrementaron el número de R en la secuencia, 

siendo el menor valor para el péptido R-1R5R9R-R. Para los péptidos con deleción de R se 

observaron valores positivos lo cual nos confirma sus características de mayor hidrofobicidad 

siendo directamente proporcional a la disminución de la polaridad ya que el número de residuos 

de triptófano (Trp, W) se mantiene constante. 

El TPSA es el área de superficie polar topológica del péptido la cual determina las áreas 

superficiales de van der Waals de los átomos de O, N e H que componen la secuencia, 

funcionando como un predictor de permeabilidad [94]. Al obtener en todos los casos valores 

mayores a 200 Å2 indica que es baja la probabilidad de inducir permeabilidad cuando el péptido 

interactúa con la membrana celular. Por otro lado, la flexibilidad es un factor crucial en actividad 

biológica e interacciones que pueda generar el péptido [95], para el péptido palindrómico 1R5R9R 

esta relación es cercana a 1 lo cual nos indica que presenta igual cantidad de enlaces que pueden 

rotar y enlaces rígidos en su secuencia. Los péptidos en los cuales se aumentó la longitud de la 

secuencia (R-1R5R9R-R, R-1R5R9R y R5R9R-R) presentaron mayor flexibilidad que el péptido original, 

lo cual podría correlacionarse con mayor actividad citotóxica, debido a que esta flexibilidad 

conformacional ha probado ser beneficiosa en la inserción de los péptidos en membranas 

celulares [96], [97]. 

Con el fin de explorar la incidencia de los cambios de las R en la anfipaticidad de la secuencia, se 

evaluó la posible distribución de las R en las caras polares y no polares y tomando como modelo 

una conformación tipo helicoidal (Fig. 6). La proyección del péptido original muestra una cara 

polar formada por los tres residuos de R que esta flanqueada por dos caras hidrofóbicas formadas 

por los residuos de W y enfrentada a la cara polar sin carga. Cuando se disminuyó la longitud de 

los péptidos mediante la eliminación de residuos de R , se observa que en la proyección se 

mantiene la cara polar catiónica formada por las R y una cara opuesta con residuos de Glutamina 

(Gln, Q), flanqueadas por las caras hidrofóbicas formadas por los residuos de W. 

En aquellos péptidos donde se adicionó R en sus extremos N y/o C-terminal, se evidenció que esta 

o estas R adicionales se posicionaron en la cara opuesta a la cara polar cargada, junto a los 
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residuos de Q generando en este caso dos caras paralelas cargadas positivamente flanqueadas 

por dos caras paralelas hidrofóbicas.  

Estas propiedades concuerdan con la solubilidad de los péptidos, siendo todos solubles en agua 

y soluciones acuosas como lo es el medio de cultivo celular y solución salina, lo cual permitió que 

se realizaran ensayos de actividad biológica. 

 
Figura 6. Proyecciones de rueda helicoidal del péptido palindrómico 1R5R9R y análogos 
modificados en longitud y carga. En rojo se resaltan las modificaciones.  

Para determinar el efecto citotóxico y selectivo de cada uno de los péptidos, se realizó un ensayo 

MTT frente a la línea celular de adenocarcinoma metastásico MCF-7, la línea celular de 

adenocarcinoma de mama triple negativo MDA-MB-231, la línea celular derivada de la glándula 

mamaria no tumorogénica MCF-12 y un cultivo primario de fibroblastos. A partir de estos 

resultados se construyeron curvas de concentración de péptido vs porcentaje de viabilidad celular 

Polar básico
Polar sin carga
No polar
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5R 1R5R 5R9R



 

 

50 
 

y en aquellos casos donde el péptido disminuyó la viabilidad de las células cancerosas en un 50% 

o más fue posible calcular la concentración inhibitoria 50 (IC50).  

Los resultados (Tabla 4) muestran que la mayoría de los péptidos mostraron efecto citotóxico 

contra las líneas celulares cancerosas evaluadas, donde se observó que a medida que aumentaba 

la concentración del péptido el porcentaje de viabilidad celular disminuyó, sugiriendo que el 

efecto citotóxico inducido es dependiente de la concentración del péptido. El ensayo MTT se 

realizó tratando las células cancerosas con los péptidos por 2h a 37oC, lo cual indica que el efecto 

citotóxico de los péptidos sobre estas células fue rápido. 

Para completar la evaluación de selectividad se realizó ensayo de hemólisis de eritrocitos, 

tratados con las mismas concentraciones del péptido e igual tiempo de acción y se construyeron 

curvas de hemólisis. Los resultados mostraron que a la máxima concentración evaluada de 

péptido (200 ֩g/mL) tanto el péptido palindrómico original como aquellos en los que se realizó 

adición de R en uno o ambos externos terminales presentan porcentajes de hemólisis menores al 

10% razón por la cual son considerados no hemolíticos. Mientras, que aquellos donde hubo 

deleción de R en el extremo N-terminal o ambos extremos terminales presentaron hemólisis 

moderada y aquel donde se eliminó la R del extremo C terminal fue clasificado como hemolítico 

debido a que su porcentaje superó el 25% [98], [99]. Para este ensayo se utilizaron como controles 

negativos de actividad los péptidos de Desmopresina y el precursor de Vasopresina. 

Tabla 4. Efecto citotóxico y selectivo de los péptidos análogos modificados en longitud y carga. 

+ Todos los péptidos se encuentran amidados en extremo C-terminal. 
*IC50 no fue posible calcularlo debido a que la máxima concentración la viabilidad fue mayor al 50% 
a Porcentaje de hemólisis calculado a concentración máxima (200 µg/mL) 

Acorde a los resultados obtenidos previamente en el grupo de investigación para el péptido 

palindrómico [74], el péptido 1R5R9R fue sintetizado nuevamente y evaluado en este trabajo 

donde también presentó actividad citotóxica frente a las líneas cancerosas MCF-7  y  MDA-MB-

231 reduciendo su viabilidad celular de manera dependiente de la concentración, la viabilidad 

Código  Secuencia+ 

IC50 µg/mL (µM) 
Hemólisis 

(%)a MCF-7 
MDA-MB-

231 
MCF-12 Fibro. 

1R5R9R RWQWRWQWR 120 (81) 134 (90) >200 (135)* >200 (135)* 9.4 

R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR 106 (58) 121 (67) 199 (111) >200 (111)* 6.8 

R5R9R-R RWQWRWQWRR 200 (122) 156 (95) 124 (76) >200 (122)* 8.1 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 112 (68) 120 (73) >200 (121)* >200 (121)* 9.1 
5R _WQWRWQW_ 124 (105) >200 (170)* 200 (170) 61 (54) 16.5 

1R5R RWQWRWQW_ 78 (58) >200 (150)* >200 (150)* >200 (150)* 30.3 
5R9R _WQWRWQWR 182 (130) >200 (150)* >200 (143)* >200 (43)* 11.9 

Desmopresina Mpa-YFQNCPdRG > 200  > 200   

Vasopresina CYFQNCPRG > 200  > 200   
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celular fue del 35%  y 33% a la máxima concentración evaluada, presentando un IC50 de 120 µg/mL 

(80 µM) y de 134 µg/mL (90 µM), respectivamente. Los registros fotográficos de las células 

tratadas con el péptido 1R5R9R muestran que este indujo cambios morfológicos, principalmente 

se observó redondeamiento, reducción de la célula por encogimiento con aumento de la 

densidad celular. 

Para determinar la selectividad del palíndromo, se evaluó el efecto citotóxico frente a las células 

no cancerosas MCF-12 y cultivo primario de fibroblastos. Nuevamente se evidenció que frente al 

cultivo primario de fibroblastos no ejerce ningún efecto citotóxico manteniendo la viabilidad 

celular superior al 90% en todas las concentraciones evaluadas, de igual forma las células 

mantuvieron su morfología característica de células planas, grandes y alargadas [100]. Frente a la 

línea celular MCF-12 no se evidenció disminución significativa de la viabilidad celular hasta la 

concentración de 100 µg/mL (93%) hasta este punto las células presentan su morfología típica sin 

alteraciones; sin embargo, a la máxima concentración de péptido evaluada de 200 µg/mL se 

observó que la viabilidad celular fue del 61% acompañada de un encogimiento de las células 

indicativo de posibles eventos apoptóticos (Fig. 7). Frente a eritrocitos el péptido no generó 

citotoxicidad significativa, a la máxima concentración se evidenció hemólisis en el 6.7% de las 

células. En el rango de concentraciones de péptido entre 100 y 200 µg/mL se puede observar la 

mayor diferencia en la viabilidad celular de las células cancerosas y las no cancerosas, sugiriendo 

que en estas concentraciones el péptido afecta en mayor medida las células cancerosas. 

A partir del valor IC5o determinado de las curvas de viabilidad de las células cancerosas y no 

cancerosas es posible calcular el índice de selectividad (IS). =ǽļƯŠƹ ŧƤ șļƤƹǠ Šŧ pì ŧǨ Ὢ Ẃ ƌƯŠƌřļ ǟǽŧ

el péptido ejerce un efecto citotóxico selectivo por las células cancerosas. A medida que el valor 

de IS se incrementa indica que el péptido es más selectivo por las células cancerosas [101]. 

Teniendo en cuenta que, en las curvas de viabilidad celular de fibroblastos primarios, MCF-12 y 

eritrocitos no fue posible determinar el valor de IC50, el IS se calculó tomando como valor de IC50 

la máxima concentración evaluada (200 µg/mL); por consiguiente, el IS para el péptido 1R5R9R en 

células MCF-7 respecto a las células no cancerosas MCF-12 (Tabla 5) sería: 

ὍὛ 
 ï   

 ï  
 

 АȾ  

 АȾ  
 ρȟχ Ec.3 

Al realizar el cálculo de IS para este péptido en las células MDA-MB-231 se obtuvo un valor de 1.5; 

este resultado indica que el efecto citotóxico del péptido es selectivo por las células derivadas de 

cáncer de mama. Por lo que es posible establecer que la mayor selectividad se obtiene alrededor 

de la concentración de 100 µg/mL donde el péptido afectaría más a las células cancerosas 

mientras que las células no cancerosas no son afectadas significativamente. 
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Figura 7. Efecto del péptido palindrómico 1R5R9R sobre la viabilidad (izquierda) y microfotografías 

(derecha) representativas de los cambios inducidos en las líneas celulares MCF-7, MDA-MB-231 

MCF-12 y fibroblastos. Los datos se expresan como la media ± SE (n = 3). ANOVA, comparaciones 

múltiples de Tuckey p = <0.05. 
a Diferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentración 
b Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 
c Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-7 a la misma concentración 
D Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 

Simultáneamente, se evaluó el efecto citotóxico de los péptidos modificados con el fin de 

establecer si las modificaciones propuestas, que consistían en adicionar un residuo de R en el 

extremo N-terminal, en el extremo C-terminal o en ambos extremos de la secuencia 

RWQWRWQWR, potenciarían la actividad citotóxica (Fig. 8). 

Tabla 5. Índices de selectividad del péptido palíndromo 1R5R9R y péptidos modificados calculados 

a partir de los valores IC50 de células no cancerosas sobre IC50 de células no cancerosas. 

* Todos los péptidos se encuentran amidados en extremo C-terminal. 
a Índice de selectividad řļƤřǽƤļŠƹ řƹƭƹ ἤƭļȠƹǠ ǟǽŧἥử ŠŧŘƌŠƹ ļ ǟǽŧ a la mayor concentración evaluada la viabilidad 

celular de MDA-MB-231 fue mayor al 50%. 
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Código  Secuencia* 

Índice de selectividad 

MCF-12 Fibroblastos Eritrocitos 

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231 
1R5R9R RWQWRWQWR > 1.7 > 1.5 > 1.7 > 1.5 > 1.7 > 1.5 

R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR 1.9 1.7 > 1.9 > 1.7 > 1.9 > 1.7 

R5R9R-R RWQWRWQWRR 0..6 0.8 > 1 > 1.3 > 1 > 1.3 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR > 1.8 > 1.7 > 1.8 > 1.7 > 1.8 > 1.7 
5R _WQWRWQW_ 1.6 a 0.5 a > 1.6 a 

1R5R RWQWRWQW_ >2.6 a > 2.6 a > 2.6 a 
5R9R _WQWRWQWR > 1.1 a > 1.1 a > 1.1 a 



 

 

53 
 

Los ensayos MTT de los péptidos modificados frente a las células derivadas de cáncer de mama a 

MCF-7 y MDA-MB-231 generaron patrones de efecto citotóxico similares al palíndromo original, 

donde la disminución de la viabilidad celular fue dependiente de la concentración, el efecto fue 

rápido ya que a las 2 h de tratamiento la viabilidad celular fue entre 40-50% a 200 µg/mL. 

Además, se observaron cambios morfológicos similares a los presentados en las células 

cancerosas tratadas con el péptido 1R5R9R como son pérdida de proyecciones, encogimiento 

celular y condensación intracelular, característicos de eventos apoptóticos [102]. 

Cabe resaltar que el péptido análogo R-1R5R9R-R presentó IC50 menores para ambas líneas 

celulares derivadas de cáncer de mama MCF-7 (IC50= 58 µM) y MDA-MB-231 (IC50= 67 µM) 

comparado con el palíndromo original, (IC50= 81 y 90 µM, respectivamente),  lo cual está de 

acuerdo con reportes que sugieren  que al aumentar la longitud a más de 10 residuos y la carga 

neta cercana a +7 se generan péptidos con una mayor actividad antitumoral [103], [104].  

Ahora bien, si se compara el efecto de adicionar un residuo y una carga en el extremo C-terminal 

del péptido (1R5R9R-R), podemos notar que no se incrementó la actividad citotóxica en las células 

MCF-7 (IC50= 122 µM) ni en las células MDA-MB-231 (IC50= 95 µM) comparado con el palíndromo. 

Sin embargo, cuando se adicionó la R en el extremo N-terminal de la secuencia original (R-1R5R9R) 

se observó aumento del efecto citotóxico frente a ambas líneas cancerosas disminuyendo el IC50 

en ambos casos (IC50= 68 y 73 µM, respectivamente). Lo anterior sugiere que el incremento de la 

actividad no está únicamente relacionado con el aumento de la carga neta positiva o el número 

de residuos, puesto que los péptidos R-1R5R9R y 1R5R9R-R tienen la misma carga y longitud, pero 

presentan diferente efecto citotóxico frente a las líneas celulares cancerosas. 

A partir de esto, se puede sugerir que el incremento de la actividad observado tanto en el péptido 

R-1R5R9R como en el R-1R5R9R-R respecto al de la secuencia original, puede estar relacionado con 

la inclusión de la R en el extremo N-terminal, ya que al incorporarse este aminoácido se completa 

el motivo mínimo de actividad de la LfcinB (RRWQWR), resaltado en negrilla y subrayado 

RRWQWRWQWR y RRWQWRWQWRR [53].  

Frente a la línea celular de glándula mamaria no cancerosa MCF-12 se observó que los péptidos 

R-1R5R9R-R, R-1R5R9R y 1R5R9R-R disminuyeron en mayor medida la viabilidad celular en forma 

dependiente de la concentración, indicando que estos péptidos afectan esta línea celular 

inmortalizada no cancerosa. 

El péptido 1R5R9R-R indujo la reducción del porcentaje de viabilidad celular de MCF-12 desde la 

concentración de 6.25 µg/mL (72,5%), la cual se mantuvo relativamente constante hasta 200 

µg/mL dónde la viabilidad fue 57.2%, disminuyendo notablemente la selectividad evidenciada 

con el palíndromo (Fig. 8 B). En este caso se evidenció un IS de 0.6 y 0.8, para MCF-7 y MDA-MB-

231, respectivamente. Estos resultados indican que el péptido 1R5R9R-R no discrimina entre células 
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derivadas de cáncer de mama y las células MCF-12, razón por la cual no fue seleccionado como 

candidato para continuar en el estudio. 

Los péptidos R-1R5R9R-R y R-1R5R9R disminuyeron la viabilidad celular de MCF-12 dependiente de 

la concentración alcanzando su máximo efecto a 200 µg/mL donde la supervivencia fue del 48,5% 

y 57,2% de las células, respectivamente (Fig. 8 A, C); para los dos péptidos, a 100 µg/mL se observó 

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

MCF-12. 

Respecto al cultivo primario de fibroblastos, el péptido modificado R-1R5R9R fue el único que 

presentó selectividad similar al palíndromo original; al calcular el índice de selectividad para 

MCF-7 y MDA-MB-231 se obtienen valores 1.8 y 1.7, respectivamente; de forma que el péptido solo 

afectó en mayor medida a las células cancerosas. Las otras modificaciones R-1R5R9R-R y 1R5R9R-R 

sí generaron efecto citotóxico sobre estas células no cancerosas, en ambos casos, dependiente de 

la concentración reduciendo la viabilidad celular a 65% y 67% a la máxima concentración 

evaluada y generando cambios morfológicos similares a los observados en MCF-7 (Fig. 8 C). 
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Figura 8. Efecto de los péptidos A. R-1R5R9R-R B. 1R5R9R-R C. R-1R5R9R sobre la viabilidad celular y 

microfotografías representativas de los cambios inducidos en las líneas celulares MCF-7, MCF-12 

y fibroblastos. Los datos se expresan como la media ± SE (n = 3). ANOVA, comparaciones 

múltiples de Tuckey p = <0.05. 
a Diferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentración 
b Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 
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c Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-7 a la misma concentración 
D Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 

Yang y colaboradores establecieron que para incrementar la selectividad de un péptido se debía 

aumentar la carga del péptido, siendo esta, la característica determinante para dicha actividad 

biológica [104]. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el aumento de la carga no es el 

único factor involucrado en potenciar la selectividad del péptido. Los péptidos R-1R5R9R-R (carga 

+6), R-1R5R9R (carga +5) y 1R5R9R (carga +4) tienen diferencia en la carga y presentaron similares 

valores de IS, lo que sugiere que la selectividad también puede ser afectada por la posición de la 

carga en la secuencia, lo que directamente se relaciona con la anfipaticidad. Estos tres péptidos 

presentaron la mayor actividad citotóxica selectiva frente a las células cancerosas, por lo que 

fueron seleccionados para las siguientes etapas.  

Para los ensayos de citotoxicidad con los péptidos con deleciones de R, se evaluó el efecto 

citotóxico de los péptidos 5R9R, 1R5R y 5R en los cuales se disminuyó la longitud y carga de la 

secuencia, eliminando la R en el extremo N-terminal, en el extremo C-terminal o en ambos 

extremos (Fig. 9). 

El péptido 5R tiene una carga neta de +2, debido a que se eliminó los residuos de R en ambos 

extremos. Este péptido presentó un efecto citotóxico similar en las líneas celulares cancerosas 

evaluadas, el cual fue dependiente de la concentración. A la máxima concentración evaluada,  

200 µg/mL, se observó que la viabilidad de las células cancerosas MCF-7 (42%), MDA-MB-231 

(54%) y no cancerosas MCF-12 (48%) y fibroblastos (33%), fue afectada significativamente (Fig. 9 

A). El índice de selectividad frente a fibroblastos es menor a 1 indicando que es más citotóxico 

para estas células que para las cancerosas. Interesante el hecho que a pesar de que este péptido 

tiene una sola R (WQWRWQW) en la secuencia, el péptido tiene efecto citotóxico significativo 

contra las células MCF-7 aunque pierda la selectividad; lo anterior sugiere que los residuos 1R y 9R 

pueden ser relevantes para la selectividad, mientras que el residuo 5R es aparentemente 

relevante para la citotoxicidad. 

Este resultado resalta el papel fundamental de la carga neta y la distribución de los residuos de R 

en la secuencia de los ACPs, ya que las cargas positivas del péptido interactúan 

electrostáticamente con las cargas negativas de las moléculas localizadas en la membrana de las 

células malignas siendo un factor diferencial con las células no cancerosas, las cuales presentan 

una carga neutra en su membrana [105]. Esta propiedad le proporciona a los péptidos catiónicos 

mayor selectividad por las células tumorales [67], [71], [73], [74]. Los resultados sugieren que, al 

disminuir la carga positiva del péptido, este ejerce un efecto citotóxico similar hacia ambos tipos 

de células, aunque su selectividad disminuye significativamente. Esto acorde con reportes que 

sugieren que los ACPs catiónicos deben tener una carga neta mayor a +4, y para lograr una alta 

actividad anticancerígena y especificidad de células tumorales cargas superiores a +7 [103].  
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Figura 9. Efecto de los péptidos A. 5R B. 1R5R C. 5R9R sobre la viabilidad celular y microfotografías 

representativas de los cambios inducidos en las líneas celulares MCF-7, MCF-12 y fibroblastos. Los 

datos se expresan como la media ± SE (n = 3). ANOVA, comparaciones múltiples de Tuckey p = 

<0.05. 
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a Diferencias significativas con el efecto sobre fibroblastos a la misma concentración 
b Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 
c Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-7 a la misma concentración 
D Diferencias significativas con el efecto sobre MCF-12 a la misma concentración 

Los péptidos 5R9R y 1R5R presentan una deleción de una R en sus extremos N y C-terminal 

respectivamente. El efeto citotóxico de estos péptidos en las líneas celulares MCF-7, MDA-MB-

231 y MCF-12 fue dependiente de la concentración.  Estos péptidos presentaron efecto citotóxico 

significativo contra la línea celular MCF-7, similar al del palíndromo original. En las células MDA-

MB-231 el efecto citotóxico fue mínimo, la viabilidad celular disminuyó hasta cerca del 70%  (12.5 

µg/mL) y luego se mantuvo estable hasta la máxima concentración evaluada; de forma similar 

ocurre con MCF-12 dónde se evidencia que la viabilidad celular fue alrededor del 60-70% en el 

rango de concentraciones evaluadas (Fig. 9 B, C).  

El efecto citotóxico del péptido 5R9R no afectó significativamente los fibroblastos a las 

concentraciones evaluadas, pero si a las células MCF-12, siendo este efecto mayor al ejercido 

contra las células cancerosas (Fig. 9 C), sugiriendo que la remoción de la R del extremo N-terminal 

afecta la selectividad por las células cancerosas. 

El péptido 1R5R disminuyó significativamente la viabilidad de fibroblastos comparado con el 

palíndromo, ejerciendo un efecto citotóxico similar al observado para las células cancerosas 

MDA-MB-231, por lo que el péptido no es selectivo para las células derivadas de cáncer de mama; 

esto indica que la remoción de la R en el extremo C-terminal influye notoriamente en la 

disminución de la selectividad del péptido (Fig. 9 B). 

Analizando los resultados de esta etapa, se puede evidenciar que la remoción de la R en el N-

terminal, C-terminal o en ambos extremos disminuyó la selectividad por las células cancerosas.  

Lo anterior sugiere que las R de los extremos de la secuencia son relevantes para la selectividad 

del efecto citotóxico, lo que está de acuerdo con el mecanismo propuesto para los péptidos 

catiónicos, que se basa en una interacción electroestática de las cargas positivas del péptido con 

las cargas negativas de la superficie celular. Al disminuir la carga neta de la secuencia esta 

interacción electroestática puede ser más débil por lo que el péptido puede interactuar con las 

células cancerosas y no cancerosas en forma similar. Otro aspecto para tener en cuenta es que las 

R removidas se encuentran en los extremos de la secuencia, por lo que estos residuos se 

encuentran en las regiones más flexibles de la cadena peptídica y por ende están más accesibles 

para interactuar electroestáticamente con las cargas negativas de la superficie celular. 

Cuando se incrementó el número de R en la secuencia, la viabilidad de las células no cancerosas 

se mantuvo superior al 70% en todos los casos. La adición de la R en el extremo N-terminal (R-
1R5R9R-R y R-1R5R9R ) mantuvo o mejoró el efecto citotóxico respecto al palíndromo original, 
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indicando que la adición de R en dicho extremo es de mayor relevancia para la selectividad y la 

citotoxicidad. Por otra parte, es interesante observar que los péptidos 5R9R, 1R5R y 5R, a pesar de 

tener menor número de R que el péptido original, presentaron efecto citotóxico contras las 

células MCF-7 y MDA ἒMB-231, indicando que las R de los extremos son relevantes para el para la 

selectividad; además, se puede inferir que la R localizada en el centro de la secuencia es crítica 

para la actividad citotóxica de la secuencia. 

El efecto de los péptidos modificados generados por adición o deleción de R fue publicado en el 

artículo Changes in Length and Positive Charge of Palindromic Sequence RWQWRWQWR 

Enhance Cytotoxic Activity against Breast Cancer Cell Lines | ACS Omega. Como resultado de esta 

etapa se seleccionó el péptido palindrómico1R5R9R y los péptidos modificados R-1R5R9R-R y R-
1R5R9R como candidatos para las modificaciones de las siguientes etapas.  

 

 

7.2 Etapa IB: Evaluación de secuencias análogas a 1R5R9R con 

sustituciones puntuales en la secuencia 

Con el fin de determinar la viabilidad sintética de los péptidos con modificaciones puntuales 

propuestas para esta etapa, se sintetizó, caracterizó y evaluó actividad citotóxica-selectiva del 

péptido palindrómico con los reemplazos planteados (Tabla 2), solamente las modificaciones 

que presentaron viabilidad sintética y ventaja en su actividad biológica fueron sintetizadas con 

los péptidos seleccionados de la Etapa IA. 

Para el desarrollo de la Etapa IB inicialmente se planteó hacer el reemplazo de R por K en todos 

los residuos de R de la secuencia; pero, teniendo en cuenta los resultados de la Etapa IA se observó 

que el péptido 5R presentó similar actividad al péptido original, a pesar de no tener las dos R de 

los extremos, sugiriendo que la R de la región central puede ser relevante para la actividad 

citotóxica del péptido; para corroborarlo se llevó a cabo la síntesis los péptidos 1K5K9K, 1K5R9K, 
1R5K9R y 5K.  

Respecto la generación de péptidos que contienen D-aminoácidos, se sintetizaron  péptidos con 

reemplazos puntuales y con el reemplazo de todos los L-aminoácidos por D-aminoácidos,, esto 

basado en reportes que muestran que sustitución de sólo algunos de los aminoácidos en péptidos 

antimicrobianos generó cambios en su efecto bactericida, por lo que el cambio de todos los 

aminoácidos se planteó con el fin de mantener la actividad biológica y aumentar su resistencia a 

la degradación enzimática [52], [106]. Sin embargo, como esta hipótesis no se ha evaluado en 

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acsomega.2c07336
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acsomega.2c07336
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PACs se realizó un scan de D-aminoácidos cambiando uno a uno en orden secuencial los residuos 

del péptido. También se sintetizaron péptidos con reemplazo de todas las L-Arg por D-Arg (dR) , 

todos los L-Trp por D-Trp (dW), y todas las L-Gln por D-Gln (dQ). 

Los péptidos propuestos para esta etapa fueron obtenidos mediante SPPS-Fmoc/tBu, purificados 

por RP-SPE y caracterizados por RP-HPLC y espectrometría de masas ESI-QTOF (Tabla 6 y Anexo 

2,3). Todos los péptidos presentaron viabilidad sintética, con purezas cromatográficas superiores 

al 90% y la masa experimental fue acorde a la masa calculada teóricamente.  

Podemos observar que cuando se reemplazó la 5R central por 5K se aumenta el tR del péptido de 

forma que este grupo guianidinio es crítico en la polaridad del péptido, comparado con los de los 

extremos de la secuencia, los cuales al ser modificados no afectaron su tR. Respecto al cambio de 

L-aa por D-aa, se evidencia que la sustitución de R por dR y Q por dQ en todas las posiciones 

simultáneamente generó un aumento en la polaridad del péptido con tR menores, contrario a 

esto, el reemplazo de todos los residuos W por dW generó tR mayores, sugiriendo que los 

diastereoisómeros interactúan de forma diferente con la fase estacionaria de la columna 

cromatográfica afectando los tiempos de retención.  

 Tabla 6. Caracterización de péptidos análogos modificados con sustituciones de R por K (naranja) 

y de L-aminoácidos por D-aminoácidos (azul). 

* Todos los péptidos están amidados en el extremo C-terminal 
a Datos referenciados por Cárdenas-Martínez. K, et al.[107]  

Código Secuencia* 

RP-HPLC ESI-MS  m/z 

tR 
(min) 

Pureza 
(%) 

Teórico 
M Exp. 
Prom. 

[M+3H]3+ [M+2H]2+ 

1R5R9R RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 1485.88 1485.936 1485.862 
1K5K9K KWQWKWQWK 5.7 a 93a 1401.75 1400.33 a   
1K5R9K KWQWRWQWK 6.3 98 1429.75 1429.76  1429.76 
1R5K9R RWQWKWQWR 6.4 98 1457.76 1457.76 1457.76 1457.76 

5K WQWKWQW 7.1 95 1145.56 1145.56  1145.56 
1dR dRWQWRWQWR 5.9 99 1485.76 1485.7732 1485.7702 1485.7679 

2dW RdWQWRWQWR 6.7 94 1485.76 1485.7721 1485.7679 1485.7763 
3dQ RWdQWRWQWR 5.9 99 1485.76 1485.7643 1485.7669 1485.7616 
4dW RWQdWRWQWR 6.5 95 1485.76 1485.7703 1485.7662 1485.7745 
5dR RWQWdRWQWR 5.9 95 1485.76 1485.77 1485.78 1485.76 

6dW RWQWRdWQWR 6.1 89 1485.76 1485.7709 1485.7753 1485.7666 
7dQ RWQWRWdQWR 6.1 100 1485.76 1485.7708 1485.7750 1485.7667 
8dW RWQWRWQdWR 6.3 98 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 
9dR RWQWRWQWdR 6.3 99 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 

1dR 5dR 9dR dRWQWdRWQWdR 5.4 94 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 
2dW 4dW 6dW 8dW RdWQdWRdWQdWR 6.5 99 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 

3dQ 7dQ RWdQWRWdQWR 5.6 99 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 
dR dW dQdWdRdWdQdWdR dR dW dQdWdRdWdQdWdR  6.4 90 1485.76 1485.77 1485.76 1485.76 
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Las propiedades fisicoquímicas de estos péptidos fueron determinadas in silico (Tabla 7). Las 

modificaciones R por K no generaron afectación significativa en la carga del péptido ya que 

ambos aminoácidos (R y K) son catiónicos; sin embargo, se evidencia que conforme aumenta el 

número de residuos de R reemplazados por K en la secuencia hay una disminución en el valor 

GRAVY y un aumento en LogP, lo cual indica que el péptido se hace levemente más hidrofóbico 

debido al carácter menos básico de la K y lo que posiblemente puede favorecer su interacción con 

la membrana celular. Respecto a la flexibilidad, se observa que la sustitución de R por K en los 

extremos C y N-terminal generó un aumento de esta, dado que la cadena lateral de la K es menos 

básica eliminando torciones poco favorables generadas por las repulsiones electrostáticas; este 

efecto no se observó en la posición central seguramente debido a que al estar flanqueada por W 

cuya cadena lateral es aromática voluminosa le da rigidez. 

Los análogos diastereoisómeros presentaron diferencias en el valor LogP, interesante que el 

cambio de L-aminoácidos por D-aminoácidos afecte el valor de LogP, a pesar de que la carga neta 

se mantiene, como el péptido dR dW dQdWdRdWdQdWdR que presentó un valor positivo indicando 

que el reemplazo de todos los L-aminoácidos por D-aminoácidos aumentó la posibilidad de 

generar interacciones con componentes de la membrana. Los cambios parciales produjeron 

valores negativos, indicando que son péptidos hidrofílicos, se observa que sustituciones en el 

extremo N-terminal indujeron un menor valor LogP que aquellas que se encuentran en la región 

central o extremo C-terminal independiente de la naturaleza del residuo (polar cargado, polar 

neutro o no polar). En aquellos péptidos donde se reemplazó más de un aminoácido 

simultáneamente se evidenció una relación directamente proporcional entre número de 

residuos sustituidos y el valor LogP.  

Tabla 7. Propiedades fisicoquímicas de los péptidos análogos modificados con sustituciones de R 

por K (naranja) y de L-aminoácidos por D-aminoácidos (azul). 

Código Secuencia 
Carga 
Neta 

GRAVY LogP TPSA (Å2) Flexibilidad 

1R5R9R RWQWRWQWR +4 -2.68 -1.162 639.45 0.981 
1K5K9K KWQWKWQWK +4 -2.48 0.784 529.310 1 
1K5R9K KWQWRWQWK +4 -2.54 0.101 565.190 1 
1R5K9R RWQWKWQWR +4 -2.61 -0.42 603.570  0.981 

5K WQWKWQW +2 -2.07 1.267 419.070 0.755 
1dR dRWQWRWQWR +4 -2.68 -1.162 639.45 0.981 

2dW RdWQWRWQWR +4 -2.68 -1.007 639.45 0.981 
3dQ RWdQWRWQWR +4 -2.68 -0.956 639.45 0.981 
4dW RWQdWRWQWR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981 
5dR RWQWdRWQWR +4 -2.68 -0.959 639.45 0.981 
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Ya que todos los péptidos fueron sintéticamente factibles y se obtuvieron con purezas superiores 

al 90%, se evaluó su actividad citotóxica frente a la línea celular derivada de cáncer de mama 

MCF-7 y su selectividad frente a fibroblastos (Tabla 8 y Anexo 4). A pesar de que las sustituciones 

de R por K y de L-aminoácidos por D-aminoácidos in silico predijeron cambios favorables en 

cuanto a la interacción con la membrana, todos los péptidos obtenidos en esta etapa no 

generaron efecto citotóxico frente a las células derivadas de cáncer de mama MCF-7 y tampoco 

afectaron la viabilidad de fibroblastos (Anexo 4), razón por la cual no fue posible determinar los 

valores IC50 ni los índices de selectividad. La pérdida de actividad generada por el cambio de R por 

K, posiblemente podría estar dada por la relación de estos aminoácidos con el W, al estar las K en 

cercanía al residuo aromático se generan interacciones catión-  ֭que imposibilitan la formación 

de puentes de hidrógeno en la cadena lateral de la K, haciendo menos favorable su interacción 

con la bicapa lipídica y por ende imposibilitando su efecto citotóxico, este ítem debe ser 

estudiado a fondo y no hace parte del alcance de esta tesis [65]. 

Tabla 8. Efecto citotóxico y selectivo de los péptidos análogos modificados con sustituciones 

puntuales. 

6dW RWQWRdWQWR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981 
7dQ RWQWRWdQWR +4 -2.68 -0.956 639.45 0.981 
8dW RWQWRWQdWR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981 
9dR RWQWRWQWdR +4 -2.68 -0.958 639.45 0.981 

1dR 5dR 9dR dRWQWdRWQWdR +4 -2.68 -0.707 639.45 0.981 
2dW 4dW 6dW 8dW RdWQdWRdWQdWR +4 -2.68 -0.301 639.45 0.981 

3dQ 7dQ RWdQWRWdQWR +4 -2.68 -0.715 639.45 0.981 
dR dW dQdWdRdWdQdWdR dR dW dQdWdRdWdQdWdR  +4 -2.68 0.331 639.45 0.981 

Código Secuencia 
IC50 µg/mL  (µM) 

MCF-7 Fibroblastos 
1R5R9R RWQWRWQWR 120 (81) >200 (135)* 
1K5K9K KWQWKWQWK >200 (143)* >200 (143)* 
1K5R9K KWQWRWQWK > 200 (140)* > 200 (140)* 
1R5K9R RWQWKWQWR > 200 (137)* > 200 (137)* 

5K WQWKWQW > 200 (174)* > 200 (174)* 
1dR dRWQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 

2dW RdWQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
3dQ RWdQWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
4dW RWQdWRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
5dR RWQWdRWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 

6dW RWQWRdWQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
7dQ RWQWRWdQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
8dW RWQWRWQdWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
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*IC50 no pudo ser calculado debido a que la máxima concentración no hubo reducción de viabilidad en un 50% 

Respecto a la modificación de L-aminoácidos por D-aminoácidos, la pérdida de actividad puede 

estar relacionada posiblemente con dos efectos: (i) los cambios en los diastereoisómeros 

posiblemente generarían alteraciones estructurales por impedimentos estéricos que disminuyen 

la capacidad de los péptidos de auto ensamblarse y  agregarse en la membrana celular evitando 

que se genere el efecto citotóxico [108], o (ii)  se puede especular que además de la interacción 

electroestática, el efecto citotóxico puede estar mediado por una interacción receptor-ligando 

entre el péptido y una molécula de la membrana celular. Generalmente estas interacciones 

receptor-ligando son de naturaleza conformacional donde la homoquiralidad y estructura 

terciaria son fundamentales, ya que está gobernada por la interacción especifica entre los L-

residuos del ligando y los L-residuos del receptor [109]. Posiblemente al cambiar uno o más 

residuos de la secuencia por D-aminoácidos, la secuencia puede perder capacidad de interacción 

con los L-residuos del receptor, indicando que todos los residuos de la secuencia pueden ser 

relevantes para la interacción con el receptor; en otros péptidos con este tipo de modificaciones 

se ha evidenciado disminución de la afinidad por su receptor, siendo este uno de los principales 

retos a los que se enfrentan los péptidos con D-aminoácidos [110]. Este ítem debe ser estudiado 

más fondo para poder confirmar estas suposiciones.  

Debido a su baja actividad citotóxica, los péptidos evaluados en esta etapa, que contienen las 

sustituciones puntuales no fueron seleccionadas para modificar a los péptidos que presentaron 

mejor actividad en la etapa IA ni continuar en el estudio. 

7.3 Etapa II: Evaluación de péptidos funcionalizados con el motivo RGD  

Para esta etapa se sintetizaron, caracterizaron y evaluó el efecto citotóxico de péptidos 

funcionalizados con el motivo RGD en el extremo N-terminal, C-terminal o en ambos extremos 

de la secuencia. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la etapa I, los péptidos R-1R5R9R-

R y R-1R5R9R fueron seleccionados para esta etapa; sin embargo, por facilidad sintética el péptido 

R-1R5R9R se escogió para ser funcionalizado con el motivo RGD; como control positivo se 

realizaron las mismas modificaciones en el péptido palindrómico 1R5R9R y como control negativo 

en el motivo mínimo de actividad de la LfcinB: RRWQWR. 

9dR RWQWRWQWdR > 200 (135)* > 200 (135)* 
1dR 5dR 9dR dRWQWdRWQWdR > 200 (135)* > 200 (135)* 

2dW 4dW 6dW 8dW RdWQdWRdWQdWR > 200 (135)* > 200 (135)* 
3dQ 7dQ RWdQWRWdQWR > 200 (135)* > 200 (135)* 

dR dW dQdWdRdWdQdWdR dR dW dQdWdRdWdQdWdR  > 200 (135)* > 200 (135)* 
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Los péptidos fueron obtenidos mediante SPPS-Fmoc/tBu, purificados por RP-SPE y 

caracterizados por RP-HPLC y espectrometría de masas ESI-QTOF (Tabla 9 y Anexo 5). Todos los 

procesos de síntesis fueron viables, se obtuvieron péptidos con purezas superiores al 90% y las 

masas experimentales correspondieron con los valores de masa esperada de cada péptido. Se 

evidenció que la adición del motivo RGD a la secuencia no afectó el proceso sintético y que la 

inclusión en el extremo N o C-terminal no indujo cambios en el tR de las moléculas indicando que 

la polaridad no fue afectada significativamente. La incorporación simultánea del motivo RGD en 

ambos extremos de 1R5R9R (RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD) generó un aumento en su polaridad 

disminuyendo el tR; mientras que esta misma modificación en R-1R5R9R (RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-

RGD)  la redujo.



 

Tabla 9. Caracterización de péptidos análogos funcionalizados con motivo RGD (verde). 

* Todos los péptidos están amidados en el extremo C-terminal. 
a Datos referenciados por Vargas-Casanova, Y; et al.[70]

Código Secuencia* 

RP-HPLC ESI-MS  m/z 

tR (min) 
Pureza 

(%) 
Teórico 

M Exp. 
Prom. 

[M+5H]5+ [M+4H]4+ [M+3H]3+ 

1R5R9R RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 1485.88  1485.83 1485.936 

RGD-Ahx-1R5R9R  RGD-Ahx-RWQWRWQWR 6.3 92 1928.21 1928.48 1928.483 1928.4756 1928.4792 
1R5R9R-Ahx-RGD  RWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.3 96 1928.21 1928.46 1928.4765 1928.454 1928.4345 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.1 84 2369.69 2368.99 2368.334 2369.328 2369.316 

DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.0 99 2369.69 2369.67 2369.362 2370.305 2369.334 

DGR-Ahx-1R5R9R-Ahx-DGR  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-DGR 6.1 95 2369.69 2369.80 2369.824 2369.7828 2369.7894 

LfcinB (20-25) RRWQWR 4.3 a 96 a 985.54 985.55a 958.54 a   

RGD-Ahx-LfcinB (20-25) RGD-Ahx-RRWQWR 4.9 96 1427.65 1496.85 1426.85 1426,8441  

LfcinB (20-25)-Ahx-RGD RRWQWR-Ahx-RGD 4.9 90 1427.65 1427.19  1427.1964 1427.1834 

RGD-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD RGD-Ahx-RRWQWR-Ahx-RGD 4.8 86 1869.14 1968.20    

DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD DGR-Ahx-RRWQWR-Ahx-RGD 4.9 81 1869.14 1869.08 1869.08 1869.08  

DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-DGR DGR-Ahx-RRWQWR-Ahx-DGR 4.9 91 1869.14 1869.58 1869.571 1869.5816 1869.5727 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 6.2 93 1641.87 1641.88  1641.892 1641.885 

RGD-Ahx-R-1R5R9R  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR 6.2 95 2084.39 2084.62 2084.6 2084.616 2084.635 

R-1R5R9R-Ahx-RGD  RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.2 98 2084.39 2084.62 2084.611 2084.6272  

RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.6 97 2525.88 2525.42 2525.439 2525.4185 2525.415 

DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 6.0 90 2525.88 2525.95 2525.926 2525.968  

DGR-Ahx-R-1R5R9R -Ahx-DGR DGR-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-DGR 6.0 65 2525.88 2426.321    



Los cambios inducidos a nivel de propiedades fisicoquímicas por la funcionalización con el 

motivo RGD se observan en la Tabla 10. Se evidencia que cuando el motivo RGD se adiciona en el 

extremo N-terminal de la secuencia, el valor LogP disminuye en mayor medida que cuando se 

posiciona en el extremo C-terminal, esto evidenciando que la ubicación del tripéptido influye en 

el aumento de la hidrofilicidad de la molécula. Al adicionar en ambos extremos el motivo, este 

valor también disminuye en mayor medida, esto no solo debido a lo mencionado previamente 

sino también a que la secuencia adicionada contiene los residuos R y D los cuales aumentan la 

polaridad. 

El TPSA aumentó con todas las modificaciones, lo cual está relacionado con el hecho de que a 

mayor cantidad de residuos en la secuencia también mayor serán las zonas donde se pueden 

establecer interacciones y por tanto menor su posibilidad de permear la membrana celular como 

molécula sin agregación. La flexibilidad conformacional también aumentó con el número de 

residuos que componen la secuencia, denotando una mayor posibilidad de interacción con la 

membrana y posiblemente un efecto citotóxico mayor al del péptido palindrómico. 

 Tabla 10. Propiedades fisicoquímicas de los péptidos análogos funcionalizados con el motivo 

RGD (verde). 

* Todos los péptidos están amidados en el extremo C-terminal. 

Se evaluó el efecto citotóxico de los péptidos sintetizados en esta etapa, frente a células MCF-7 y 

la selectividad ante fibroblastos y eritrocitos (Tabla 11 y Anexo 6). Los resultados muestran que los 

péptidos que contienen el motivo RGD en el extremo C-terminal no presentaron efecto citotóxico 

significativo, indicando que la incorporación de este motivo en ese extremo indujo la pérdida de 

la actividad citotóxica de la secuencia en las células MCF-7, demostrando que no son viables como 

Código Secuencia* 
Carga 
Neta 

LogP TPSA (Å2) Flexibilidad 

1R5R9R RWQWRWQWR 4 -1.162 639.45 0.981 

RGD-Ahx-1R5R9R  RGD-Ahx-RWQWRWQWR 5 -2.26 855.05 1.267 

1R5R9R-Ahx-RGD  RWQWRWQWR-Ahx-RGD 5 -1.227 860.05 1.233 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 6 -4.797 1068.15 1.515 

DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 6 -4.785 1068.15 1.515 

DGR-Ahx-1R5R9R-Ahx-DGR  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-DGR 6 -4.885 1068.15 1.515 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 5 -2.441 730.45 1.089 

RGD-Ahx-R-1R5R9R  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR 6 -3.266 946.05 1.355 

R-1R5R9R-Ahx-RGD  RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 6 -2.135 951.05 1.323 

RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 7 -5.679 1159.15 1.588 

DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 7 -5.678 1159.15 1.588 

DGR-Ahx-R-1R5R9R -Ahx-DGR DGR-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-DGR 7 -5.771 1159.15 1.588 
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potenciadores de actividad. Los resultados obtenidos en estas etapas sugieren que la región C-

terminal del péptido 1R5R9R es crítica para el efecto citotóxico del mismo, ya que cualquier 

modificación bien sea de adición, deleción o reemplazo reduce significativamente la toxicidad 

frente a las células MCF-7. 

Contrario a esto, en aquellos péptidos donde el motivo RGD fue adicionado únicamente en el 

extremo N-terminal el efecto citotóxico frente a las células MCF-7 se incrementó 

significativamente respecto a su análogo original.  El péptido RGD-Ahx-1R5R9R presentó un menor 

IC50 (14 µM) respecto al del palíndromo 1R5R9R (Ic50= 81 µM); de igual forma, ocurrió con el péptido 

RGD-Ahx-R-1R5R9R (Ic50= 39 µM) al compararlo con el péptido R-1R5R9R (Ic50= 68 µM) (Fig. 10). 

Tabla 11. Efecto citotóxico y selectivo del péptido palindrómico, motivo mínimo y R-1R5R9R 

funcionalizados con el motivo RGD. 

*IC50 no pudo ser calculado debido a que la máxima concentración no hubo reducción de viabilidad en un 50% 
a Porcentaje de hemólisis calculado a concentración máxima (200 µg/mL) 

Respecto a selectividad, el péptido RGD-Ahx-1R5R9R no generó hemólisis significativa en 

eritrocitos, pero en fibroblastos (Ic50= 56 µM) sí se observó un efecto citotóxico mayor al 

evidenciado por el palíndromo no funcionalizado; sin embargo, al calcular el índice de 

selectividad, este da 4 lo que muestra que el péptido si discrimina las células normales de las 

cancerosas. De forma similar, el péptido RGD-Ahx-R-1R5R9R tampoco ejerció hemólisis 

significativa (2%) pero si generó citotoxicidad frente a fibroblastos (IC50= 94 µM). 

Código Secuencia 
IC50 µg/mL  (µM) Hemólisis 

(%)a MCF-7 Fibroblastos 
1R5R9R RWQWRWQWR 120 (81) >200 (135)* 6.7 

RGD-Ahx-1R5R9R  RGD-Ahx-RWQWRWQWR 27 (14) 108 (56) 7.1 
1R5R9R-Ahx-RGD  RWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (104)* >200 (104*) 3.3 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-DGR >200 (84)* >200 (84)* 0.7 

DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (84)* >200 (84)* 1.6 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (84)* >200 (84)* 6.7 

LfcinB (20-25) RRWQWR    

RGD-Ahx-LfcinB (20-25) RGD-Ahx-RRWQWR >200 (140)* >200 (140)* 0 

LfcinB (20-25)-Ahx-RGD RRWQWR-Ahx-RGD >200 (140)* >200 (140)* 0 

RGD-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD RGD-Ahx-RRWQWR-Ahx-RGD >200 (140)* >200 (140)* 0 

DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD DGR-Ahx-RRWQWR-Ahx-RGD >200 (140)* >200 (140)* 0 

DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-DGR RGD-Ahx-RRWQWR-Ahx-RGD >200 (107)* >200 (107)* 13.8 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 112 (68) >200 (121)* 6.4 

RGD-Ahx-R-1R5R9R  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR 82 (39) 195 (94) 2.0 

R-1R5R9R-Ahx-RGD  RRWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (96)* >200 (96)* 15.4 

RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-DGR >200 (79)* >200 (79)* 0 

DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD  DGR-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (79)* >200 (79)* 0.6 

RGD-Ahx-R-1R5R9R -Ahx-RGD RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD >200 (79)* >200 (79)* 1.7 
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Figura 10. Comparación del efecto sobre la viabilidad en las células MCF-7, fibroblastos. y 

eritrocitos de A. 1R5R9R y RGD-Ahx-1R5R9R B. R-1R5R9R y RGD-Ahx-R-1R5R9R 

El uso del tripéptido RGD ha sido evaluado como motivo guía de quimioterapéuticos, 

nanopartículas y otras moléculas con potencial efecto anticanceroso hacia células derivadas de 

cáncer de mama debido a su reconocimiento por la integrina ֞ș֟Ẅ. Esta integrina media la 

interacción entre células, con la matriz extracelular y promueve la angiogénesis[111]ἒ[113]. Si bien 

estos estudios evidencian una mejora en el efecto citotóxico o entrega de estas moléculas in vitro, 

al igual que los resultados evidenciados en la Tabla 11, donde la adición del tripéptido en el N-

terminal disminuye los IC50frente a MCF-7; poco se ha evaluado sobre el efecto de la adición de 

este motivo en la selectividad de la molécula. 

Teniendo esto como base, el modelo de cultivo primario de fibroblastos jóvenes fue utilizado con 

el propósito de evidenciar el posible efecto citotóxico sobre otros modelos celulares que expresen 

dicha integrina, la cual se ha evidenciado en fibroblastos durante los procesos de cicatrización y 

fibrogénesis [114], [115]. Es interesante observar cómo frente a este modelo hay una disminución 

de la actividad metabólica celular dependiente de la concentración de los péptidos RGD-Ahx-
1R5R9R y RGD-Ahx-R1R5R9R, que no se observó frente a eritrocitos, sugiriendo que esta reducción 

posiblemente es dada por la adición del motivo RGD a la secuencia que sería reconocido por la 

integrina ֞ ș֟Ẅ.  
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Igual cabe destacar que a las concentraciones IC50 de estos péptidos para MCF-7, se observó un 

efecto diferencial con ambos modelos de células no cancerosas, tanto fibroblastos como 

eritrocitos, con índices de selectividad mayores a 1 (Tabla 13) clasificando ambas 

funcionalizaciones como promisorias. 

De forma similar a los resultados obtenidos en la Etapa IA, es claro que cuando se realizan 

modificaciones y/o adiciones al extremo C-terminal de la secuencia (Tabla 3 y 11), el efecto 

citotóxico y selectivo del péptido se ve comprometido, esto podría sugerir que para que la 

secuencia ejerza un aumento de su efecto citotóxico es necesario un aumento de cargas en la 

región N-terminal, ya que los péptidos R-1R5R9R, 1R5R, RGD-Ahx-1R5R9R y RGD-Ahx-R1R5R9R fueron 

los que evidenciaron los menores IC50 frente a MCF-7. Esto podría relacionarse con la posible 

interacción inicial péptido-membrana, la cual se ha reportado que para péptidos catiónicos es 

rápida, siendo los patrones de distribución de cargas aquellos que favorecen el co-ensamblaje de 

los péptidos a la membrana [116]ἒ[118] y por tanto aumentando su efecto citotóxico.  

En adición a los péptidos mencionados, se sintetizaron como controles los péptidos RGD-Ahx, 

Ahx-RGD y RGD-Ahx-RGD los cuales cumplen una función de péptido guía no citotóxico (Tabla 

12 y Anexo 5). Se evaluó también la mezcla física de estos péptidos cortos con el palíndromo 

original 1R5R9R con el fin de determinar si es necesaria la funcionalización del péptido con el 

fragmento o la presencia de ambos péptidos en el medio es suficiente para mejorar el efecto 

citotóxico. En la Figura 11 se puede evidenciar que ninguno de los péptidos control del motivo 

RGD induce efecto citotóxico alguno sobre las células MCF-7 manteniendo su viabilidad a todas 

las concentraciones evaluadas.  

Además, cuando se mezcló cualquiera de los péptidos control de motivo RGD junto con el 

péptido 1R5R9R (Fig. 11, azul, verde y morado en línea discontinua) se evidencia que no hay 

diferencias significativas con la actividad del palíndromo original (Fig. 11, rosado en línea 

continua), indicando que la mezcla física de los motivos no es suficiente para generar un aumento 

en la citotoxicidad del péptido palindrómico, sino que es necesaria su incorporación a la 

secuencia.  

Tabla 12. Caracterización de péptidos control del motivo RGD (verde). 

Código Secuencia 

RP-HPLC ESI-MS  m/z 

tR 
(min) 

Pureza 
(%) 

Teórico 
M Exp. 
Prom. 

[M+2H]2+ [M+1H]1+ 

1R5R9R RWQWRWQWR 6.3 92 1485.75 1485.88 1485.862  

RGD-Ahx RGD-Ahx 0.6 85 458.52 458.271 458.275 458.267 

Ahx-RGD Ahx-RGD  0.7 96 458.52 458.271 458.274 459.267 

RGD-Ahx-RGD RGD-Ahx-RGD  0.8 94 786.85 786.419 786.423 786.416 
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Figura 11. Efecto sobre la viabilidad en las células MCF-7 de los A. péptidos control y B. mezcla 

física péptidos control y péptido 1R5R9R 

Es interesante notar que aunque existen varias terapias que involucran anticuerpos, péptidos, 

moléculas pequeñas, entre otras basadas en el reconocimiento del tripéptido RGD como 

antagonista de la integrina ֞ș֟Ẅ y por tanto ejerciendo un efecto anticancerosos dirigido tanto 

hacia el tumor como hacia la vasculatura tumoral [119], sugiriendo que el motivo RGD por sí solo 

no ejerce este efecto, es necesario que esté unido  a él el péptido para inducir el efecto citotóxico 

sobre MCF-7. 

En esta etapa se logró identificar dos péptidos adicionales que pueden ser promisorios para 

continuar en el estudio, por lo que en total se identificaron 4 candidatos que han presentado 

efecto citotóxico significativo por las células MCF-7 y un índice de selectividad mayor que 1, los 

cuales se relacionan en la Tabla 13. 

Tabla 13. Péptidos modificados promisorios identificados de las Etapas I y II. 

 

 

 

7.4 Etapa III: Evaluación de péptidos promisorios frente a diferentes 

subtipos de cáncer de mama 

En la Tabla 13 se presenta la actividad de los péptidos modificados obtenidos de las Etapas I y II, 

se puede evidenciar que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R es aquel con menor IC50 frente a MCF-7 y con 

m m

A B

Código Secuencia 
IC50 (µM) 
MCF-7 

IS 
Fibroblastos 

IS 
Eritrocitos 

1R5R9R RWQWRWQWR 81 >1,6 >1,6 

R-1R5R9R RRWQWRWQWR 68 >1,8 1,8 

RGD-Ahx-1R5R9R  RGD-Ahx-RWQWRWQWR 14 >4 > 4 

RGD-Ahx-R-1R5R9R  RGD-Ahx-RRWQWRWQWR 58 >1,9 >1,9 
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los mayores índices de selectividad, por tal razón su actividad citotóxica fue evaluada a tiempos 

de 2, 24 y 48 h frente a las líneas celulares derivadas de diferentes subtipos moleculares de cáncer 

de mama: MCF-7 subtipo luminal A, BT-474 subtipo luminal B, MDA-MB-468 subtipo triple 

negativo A y MDA-MB-231 subtipo triple negativo B. 

Con el fin de determinar si la funcionalización con el tripéptido RGD genera un efecto diferente 

al del péptido palindrómico frente a las cuatro líneas celulares, se evaluó en primera instancia el 

comportamiento de las células frente al péptido original 1R5R9R . 

En la Figura 12 se evidencia que no hay diferencias significativas en el efecto ejercido por el 

péptido 1R5R9R entre los tiempos de 2 y 24 h post-estímulo conservando sus IC50 dentro del mismo 

rango de concentración (80-90 µM). La actividad citotóxica se mantuvo hasta por 48 h, generando 

diferencias significativas únicamente a las concentraciones de 100 y 200 µg/mL aumentando así 

su IC50 por encima de la máxima concentración evaluada indicando que el efecto inducido por el 

péptido es rápido, dependiente de la concentración y se mantiene hasta las 48 h de tratamiento. 

La línea BT-474 es más resistente al efecto del péptido 1R5R9R observando a 2 h una disminución 

de la viabilidad celular cercana al 40% por lo cual no es posible calcular el IC50 a las 

concentraciones evaluadas, un patrón similar se observó con la Lactoferrina de camello donde 

para ejercer un efecto citotóxico significativo sobre esta línea se requirieron concentraciones 

entre 12 y 400 veces mayores a las evaluadas en este trabajo[120]. Además, se evidencia una 

diferencia significativa en el efecto citotóxico ejercido en las concentraciones de 50, 100 y 200 

µg/mL a 24 y 48 h comparado con el efecto a 2h, en este caso se ve disminuida la citotoxicidad 

ejercida por el péptido, lo cual podría deberse a una recuperación de la actividad celular una vez 

el péptido ha ejercido su efecto agudo.  

Frente a la línea MDA-MB-468 se evidenció una disminución de la viabilidad dependiente de la 

concentración sin diferencias significativas en los 3 tiempos evaluados, obteniendo IC50 de 85, 66 

y 79 µM para 2, 24 y 48 h respectivamente. A la máxima concentración evaluada la viabilidad 

celular fue cercana al 30%, efecto citotóxico similar al evidenciado previamente para otro lote de 

este péptido [73] confirmando la reproducibilidad de la síntesis y eficacia dela molécula.  

Las células MDA-MB-231 luego de 2 h de tratamiento con el péptido 1R5R9R presentaron un IC50 de 

150 µg/mL (101 µM) siendo menos sensibles que las línea MCF-7; de forma similar con la línea BT-

474 se evidencia una diferencia significativa en el efecto citotóxico ejercido en las 

concentraciones de 100 y 200 µg/mL a 24 y 48 h comparado con 2h. 
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Figura 12. Efecto sobre la viabilidad en las células derivadas de cáncer de mama MCF-7,BT-47, 

MDA-MB-468 y MDA-MB-231 del péptido 1R5R9R a 2, 24 y 48 h de actividad. 

En la Figura 13 se evidencia que a ninguno de los 3 tiempos establecidos hubo diferencias 

significativas del efecto citotóxico frente al cultivo primario de fibroblastos, manteniendo la 

viabilidad de estos invariable a todas las concentraciones evaluadas. 

 
Figura 13. Efecto sobre la viabilidad de fibroblastos del péptido 1R5R9R a 2, 24 y 48 h de 

tratamiento. 

Ya que se evidenció que en todos los casos el péptido 1R5R9R ejerció una disminución de la 

viabilidad frente a todos los subtipos de cáncer de mama evaluados la cual se mantiene hasta por 
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2 días, se procedió a analizar el efecto del péptido sobre la tasa de proliferación celular a 2, 24 y 

48 h (Figura 14 y Anexo 7). Los resultados muestran que el péptido no ejerce una afectación a la 

duplicación celular en la población de células que no fueron afectadas, pudiéndose entonces 

pensar que el péptido es citotóxico a tiempos cortos como 2 h, y aquellas células que no murieron 

en ese periodo de tiempo continúan con su actividad proliferativa normal. 

 
Figura 14. Efecto sobre la proliferación en células derivadas de cáncer de mama MCF-7,BT-474, 

MDA-MB-468 y MDA-MB-231; y frente a un cultivo primario de fibroblastos del péptido 1R5R9R a 

2, 24 y 48 h de actividad. 

Con base en los resultados, se evaluó de la misma forma el efecto ejercido por el péptido RGD-

Ahx -1R5R9R, este fue el que generó la mayor disminución a la viabilidad celular de la línea celular 

MCF-7 cuando se compara con los demás péptidos promisorios y esta actividad se mantuvo 

invariable a los tres tiempos evaluados con IC50 de 13, 24 y 30 µM (Fig. 15). 

Las líneas BT-474 y MDA-MB-231 fueron menos sensibles al tratamiento,  de forma que el péptido 

no generó la disminución de la viabilidad celular en un 50% (Fig. 16). En la línea BT-474 se 

evidenció un efecto muy similar al del péptido 1R5R9R, en este caso la funcionalización con el 

tripéptido si bien mantuvo la citotoxicidad del palíndromo no la aumentó significativamente, 

esto podría deberse a que esta línea celular expresa en menor medida la integrina ֞ș֟Ẅ [121]. 

En MDA-MB-468 se evidenció un aumento del efecto citotóxico comparado con el palíndromo 

generando un efecto citotóxico a concentraciones más bajas del péptido con IC50 de 22, 18 y 10 µM 

para 2, 24 y 48 h, respectivamente. Además, no presentó diferencias significativas a los tiempos 

evaluados permitiendo sugerir que el péptido ejerce un efecto citotóxico rápido y duradero. Esta 

línea celular, al igual que MCF-7 también sobre-expresa la integrina ֞ș֟Ẅ [121], [122] sugiriendo 
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que el reconocimiento del tripéptido RGD por este receptor favorece el efecto citotóxico del 

péptido  1R5R9R. 

El cultivo primario de fibroblastos a las 2h de actividad del péptido denota una disminución del 

metabolismo celular que disminuye su viabilidad en un 50%, sin embargo, pasadas 24 h este 

 
Figura 15. Efecto sobre la viabilidad en las células derivadas de cáncer de mama MCF-7,BT-474, 

MDA-MB-231 y MDA-MB-4681 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R a 2, 24 y 48 h de actividad. 

efecto sobre el metabolismo celular es menor, ya que la viabilidad fue cercana al 80% y, 

finalmente a 48 h post-tratamiento con el péptido, las células han recuperado su actividad 

normal (Fig. 16). Este cultivo primario fue extraído de prepucio de un recién nacido, razón por la 

cual sus células tienen una mayor expresión de esta integrina lo cual podría explicar como la 

adición del motivo RGD tiene un impacto inicial sobre la viabilidad de este modelo. 
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Figura 16. Efecto sobre la viabilidad fibroblastos del péptido RGD-Ahx-1R5R9R a 2, 24 y 48 h de 

tratamiento. 

En la Figura 17 y Anexo 7 se evidencia el análisis de proliferación celular, donde podemos observar 

que, a pesar de que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R presentó el mayor efecto citotóxico, las células 

retienen su capacidad proliferativa luego del tratamiento; sugiriendo que al igual que el péptido 

original, este péptido funcionalizado presenta un efecto citotóxico inmediato más no induce 

alguna modificación sobre la respuesta proliferativa de las células no afectadas por el 

tratamiento. 

 

 
Figura 17. Efecto sobre la proliferación en células derivadas de cáncer de mama MCF-7,BT-474 y 

MDA-MB-231; y frente a cultivo primario de fibroblastos del péptido RGD-Ahx -1R5R9R a 2, 24 y 48 

h de actividad. 

Los péptidos R-1R5R9R y RGD-Ahx -R-1R5R9R (Tabla 13) también fueron evaluados frente a las líneas 

celulares derivadas de los diferentes subtipos moleculares de cáncer de mama (Tabla 14 y Anexo 

7. Figuras A7.5-A7.12) donde se observaron patrones similares a los previamente descritos, siendo 
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las líneas más sensibles MCF-7 y MDA-MB-231 mientras que en las que menos efecto se evidenció 

fueron BT-474 y MDA-MB-468. 

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

Secuencia 
IC30 µg/mL 

MCF-7 BT-474 MDA-MB-468 MDA-MB-231 

Hora 2 24 48 2 24 48 2 24 48 2 24 48 
1R5R9R 51 63 80 150 >200 >200 57 53 30 67 151 70 

RGD-Ahx -1R5R9R 4 2 2 93 >200 >200 7 6 2 6 20 58 

R-1R5R9R 17 49 60 41 180 >200 56 33 17 22 25 95 

RGD-Ahx -R-1R5R9R 22 30 157 60 >200 >200 127 33 28 >200 81 46 

*Se calcula el IC30 para poder realizar comparaciones en todas las líneas celulares ya que en BT-474 no se alcanzó el 

IC50 

Esta información permite determinar que los cuatro péptidos promisorios evaluados presentan 

efecto citotóxico a tiempos cortos, el cual no varía de forma significativa con el tiempo, siendo 

solo dependientes del aumento de la concentración en la mayoría de los modelos celulares 

evaluados sin ejercer efecto alguno sobre la proliferación celular de las células no afectadas. 

Asimismo, el hecho de que estos péptidos presenten mayor o menor actividad en algunas de las 

líneas celulares evaluadas sugiere que además de la interacción electroestática entre las cargas 

positivas del péptido y las moléculas cargadas negativamente de la superficie celular (interacción 

inespecífica) puede estar involucrado otro tipo de interacción de naturaleza especifica que hace 

que unas células sean más susceptibles que otras 

Teniendo en cuenta que la línea MCF-7 fue la más sensible al efecto de los péptidos y representa 

el subtipo molecular de cáncer de mama más frecuente en la población, se define como el 

modelo a emplear para la evaluación de mecanismos asociados a la actividad citotóxica. El 

péptido que mejor efecto presentó en esta línea a los tres tiempos evaluados fue RGD-Ahx -1R5R9R 

y por tanto este fue empleado para la evaluación mecanismos asociados al tipo de muerte celular 

inducida;  mientras que con los péptidos promisorios R-1R5R9R y 1R5R9R se evaluaron algunos 

aspectos preliminares. 

. 
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7.5 Etapa IV: Establecimiento de mecanismos asociados a la actividad 

anticancerosa de los péptidos más promisorios 

 

Para determinar el tipo de muerte celular inducida por los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R se realizó 

ensayo de citometría de flujo con los fluorocromos Anexina V/7AAD, para estimar la población 

celular que sufrió apoptosis y/o necrosis en células MCF-7 (Fig. 18). Después de 2 h de tratamiento 

con el péptido 1R5R9R (IC50= 81 µM), se evidenció que el efecto citotóxico de este péptido está 

asociado principalmente a eventos de apoptosis tardía (71,9%), seguido de apoptosis en fase 

temprana (10,4%)y en menor grado asociado a necrosis (5,6%) (Fig. 18 B,C); resultados similares 

a los evidenciados previamente para otros lotes de este péptido, donde la mayor población 

también se desplazó a apoptosis tardía [74]. 

Respecto al péptido palindrómico 1R5R9R, en la Figura 19 A en color naranja se evidencia como se 

da el corrimiento de la fluorescencia en un porcentaje similar tanto para Anexina V como para 

7AAD, lo cual nos indica una mayor cantidad de eventos de apoptosis tardía. Este resultado se 

corrobora con los porcentajes encontrados en la Figura 18 B y C. A la concentración del IC50 y 

después de 2 h de tratamiento se evidencia que la mayoría de los eventos (65%) están 

relacionados con apoptosis y sólo el 18% con necrosis, resultados similares a los evidenciados 

previamente para otros lotes de este péptido.  

En las células MCF-7 tratadas con el péptido modificado R-1R5R9R se evidenció un 

comportamiento ligeramente diferente al del palíndromo, donde se observó un mayor 

corrimiento de la fluorescencia en Anexina A que en 7AAD (Fig. 18 A), indicando un mayor 

número de eventos relacionados con apoptosis temprana (37%), apoptosis tardía (50%) y un 

menor porcentaje de células en necrosis (3%). Esto nos permite inferir que el péptido R-1R5R9R 

además de tener un IC50 menor también induce en menor proporción eventos necróticos y más 

eventos de apoptosis temprana lo cual sugiere que posiblemente este péptido genere en menor 

grado efectos secundarios inducidos por inflamación o dolor. Estos resultados están acordes con 

los cambios morfológicos observados en las células MCF-7 tratadas con estos péptidos en los 

ensayos MTT de viabilidad celular, como son un redondeamiento y disminución del tamaño 

celular los cuales son característicos de células que están en procesos apoptóticos. 
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Figura 18. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de apoptosis/necrosis en células 

MCF-7 tratadas por 2h con el IC50 de los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R A. Histogramas representativos 

del cambio en la fluorescencia de los tratamientos evaluados B. Gráfico de barras del porcentaje 

de eventos relacionados con células vivas, en apoptosis temprana, tardía o necrosis en cada uno 

de los tratamientos (n=3), ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tukey. 
aDiferencias estadísticamente significativas con el porcentaje vivo de células no tratadas, p < 

0,0001. bDiferencias estadísticamente significativas con el porcentaje de apoptosis temprana de 

células no tratadas, p < 0,0005. cDiferencias estadísticamente significativas con el porcentaje de 

apoptosis tardía de células no tratadas, p < 0,0001. dDiferencias estadísticamente significativas 

con el porcentaje de necrosis de las células no tratadas, p < 0,0001. eDiferencias estadísticamente 

significativas con el porcentaje de apoptosis temprana/tardía de células tratadas con el péptido 

palindrómico 1R5R9R, p < 0,0001. C. Diagramas de puntos representativos de los tratamientos en 

los canales de Anexina V y 7 AAD Q1: Eventos en apoptosis temprana, Q2: apoptosis tardía, Q3: 

necrosis y Q4: eventos vivos. Control de apoptosis: Actinomicina D, control de necrosis: EDTA, 

control negativo: medio RPMI 1640. 

 

Para corroborar que los péptidos no inducen muerte celular mediada por necrosis de manera 

significativa se realizó el ensayo de citometría de flujo de liberación de Calcio (Fig. 19) frente a 

células MCF-7. En este ensayo se utilizó como control positivo la molécula PMA encargada de 

inducir necrosis en las células, luego de 1 min de corrida se adicionó PMA y se observó un aumento 

en la fluorescencia dada por el indicador de calcio intracelular 520 AM.  En forma contraria, 

cuando las células fueron tratadas con medio (control negativo) o con cada uno de los péptidos 
1R5R9R y R-1R5R9R (concentración correspondiente al IC50), no se observó alteración en el patrón de 
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fluorescencia celular, lo que indica que no se presentó liberación de calcio intracelular respecto 

al control negativo. Estos resultados muestran que estos dos péptidos no inducen efectos 

necróticos significativos en las células MCF-7, resultado que está acorde con los resultados 

obtenido en los ensayos de citometría de flujo con los fluorocromos Anexina V/7AAD. 

 
Figura 19. Diagramas de puntos representativos de los tratamientos el canal FL1A del indicador 

de calcio intracelular 520 AM en células MCF-7 tratadas con el IC50 de los péptidos 1R5R9R y R-
1R5R9R, la adición de cada uno de los compuestos se realizó en el tiempo 1 min. Control positivo: 

PMA 9 µM, control negativo: medio RPMI 1640.  

Para determinar qué ruta apoptótica, intrínseca o extrínseca, se está activando en células MCF-7 

por el efecto de cada uno de los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R se realizó el ensayo para la 

determinación de la activación de caspasas 8 y 9. En la Figura 20 A podemos observar que el 

péptido palindrómico 1R5R9R presentó un mayor corrimiento en la fluorescencia dado por la 

activación de Caspasa 8 comparado con el péptido R-1R5R9R. En la Figura 20 B se evidencia que 

ambos péptidos indujeron de manera significativa la activación de caspasa 8 cuando se compara 

con el control sin tratamiento, siendo el péptido palindrómico 1R5R9R el que generó la mayor 

activación de la vía de apoptosis extrínseca. 

Células sin indicador de Ca++ Células teñidas Células teñidas + PMA

Células teñidas + RPMI Células teñidas + 1R5R9R Células teñidas + R-1R5R9R
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Figura 20. Ensayo de citometría de flujo de activación de Caspasa 8 en células MCF-7 tratadas con 

el IC50 de los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R. A. Histogramas representativos del cambio en la 

fluorescencia de los tratamientos evaluados B. Gráfico de barras del porcentaje de activación de 

Caspasa 8. ANOVA comparaciones múltiples de SIDAK a. Diferencias significativas con las células 

sin tratamiento b. Diferencias significativas con las células tratadas con 1R5R9R.  

En la Figura 21 podemos evidenciar un comportamiento similar, el péptido palindrómico 1R5R9R 

activó la Caspasa 9 en mayor medida que el péptido R-1R5R9R. Estos resultados sugieren que el 

péptido 1R5R9R activó en mayor medida ambas caspasas, mientras que en las células tratadas con 

R-1R5R9R se presentó menor activación de las caspasas 8 y 9.  

 
Figura 21. Ensayo de citometría de flujo de activación de Caspasa 9 en células MCF-7 tratadas con 
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el IC50 de los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R A. Histogramas representativos del cambio en la 

fluorescencia de los tratamientos evaluados B. Gráfico de barras del porcentaje de activación de 

Caspasa 8. ANOVA comparaciones múltiples de SIDAK a. Diferencias significativas con las células 

sin tratamiento b. Diferencias significativas con las células tratadas con H2O2 c. Diferencias 

significativas con las células tratadas con 1R5R9R. 

Luego del tratamiento con el péptido 1R5R9R se activaron tanto la vía intrínseca (77,6% de los 

eventos) como extrínseca (79,7% de los eventos) de la apoptosis, sugiriendo que el péptido 

posiblemente esté activando de forma simultánea algún receptor de muerte celular y a su vez 

actuando sobre un blanco intracelular.  

A pesar de que el péptido R-1R5R9R ejerce mayor efecto citotóxico que el péptido 1R5R9R, cuando 

las células fueron tratadas con el péptido R-1R5R9R se observó en menor grado la activación de las 

vías extrínseca (30.7% de los eventos) o intrínseca (27.8% de los eventos), sugiriendo que 

posiblemente en algunas células se activen receptores de muerte y/o en otras se internalice el 

péptido. También se debe considerar que el efecto citotóxico del péptido pueda estar mediado 

por otro(s) mecanismo(s) de muerte celular programada (aspecto que debe ser evaluado y esta 

fuera del alcance de este trabajo) y que está contribuyendo de forma significativa al efecto 

citotóxico del péptido. 

Con el fin de evidenciar si estos péptidos ejercen algún tipo de actividad sobre la migración en 

conjunto de las células cancerosas MCF-7, se realizó ensayo de wound-healing. Se evidenció que 

transcurridas 24 h los dos péptidos disminuyeron de forma significativa la capacidad migratoria 

celular, debido a que no se observó cerramiento de la herida. En forma contraria, en las células 

sin tratamiento o tratadas con estradiol se observó disminución del área de la herida en un 20% 

(Fig. 22). De igual forma a las 48 h se observó que en las células sin tratamiento o tratadas con 

estradiol, el área de la herida disminuyó en 32% y 33%, respectivamente. Las células tratadas con 

el péptido 1R5R9R y R-1R5R9R presentaron disminución del área de la herida en 3% y 11% 

respectivamente, sugiriendo que estos péptidos inhibieron significativamente el cerramiento de 

la herida y por ende la migración celular. 

Estos resultados nos indican que ambos péptidos ejercen un efecto citotóxico selectivo por las 

células MCF-7, el cual está mediado principalmente por apoptosis y tienen la capacidad de inhibir 

de forma significativa la migración celular. Este es un resultado interesante debido a que estos 

péptidos ejercieron una respuesta contraria a la observada para las proteínas LF y LFB. Se ha 

descrito que estas proteínas actúan como factores promotores de la migración de células MCF-7 

generado por el cambio de la concentración protéica en el microambiente celular y no la  

activación específica de una vía [68]. 
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Figura 22. Ensayo de wound-healing en células MCF-7 tratadas con los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R 

A a la concentración del IC50 A. Microfotografías representativas del área de la herida B. Gráfico 

de barras del % de área de la herida luego de 24 y 48 h de tratamiento. ANOVA comparaciones 

múltiples de SIDAK a. Diferencias significativas con las células sin tratamiento al mismo tiempo 

de evaluación b. Diferencias significativas con las células tratadas con estradiol al mismo tiempo 

de evaluación. 

El tipo de muerte inducida los péptidos 1R5R9R y R-1R5R9R , y su efecto sobre la migración celular 

fue publicado en el artículo Changes in Length and Positive Charge of Palindromic Sequence 

RWQWRWQWR Enhance Cytotoxic Activity against Breast Cancer Cell Lines | ACS Omega 

 

Con el fin de establecer el tipo de muerte celular inducido por el péptido RGD-Ahx-1R5R9R al IC50 

27 µg/mL (14 µM) sobre las células MCF-7 luego de 2 y 24 h de tratamiento se empleó el ensayo 

de citometría de flujo de anexina V/7-AAD evidenciado en la Figura 23 y Anexo 8.  

Luego de 2h de tratamiento el 43% de la población celular está viva y en el restante 57% se observa 

el efecto citotóxico significativo del péptido (Fig. 23. C), el cual está mediado mayoritariamente 

por eventos apoptóticos evidenciando un aumento de la marcación con anexina V (Fig. 23. B) que 

denota un movimiento en la población hacia los cuadrantes Q2 y Q3 (Fig. 23 A). De estos eventos, 

el 19% corresponde a marcación única con anexina V y, por tanto, células en apoptosis temprana. 

El 37% de los eventos presentan doble marcación tanto con anexina V como con 7-AAD 

estableciéndolos como población en apoptosis tardía; y sólo el 1% de la población presentó 

marcaje con 7-AAD indicando necrosis producto de la acción del péptido (Fig. 24).  

De forma similar cuando las células fueron tratadas con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 24 h, 

también se evidenció disminución significativa del porcentaje de células vivas mediado 

significativamente por eventos apoptóticos (Fig. 23). En este caso hay un 16% de la población 

Sin tratamiento R-1R5R9R1R5R9R

Á
re

a
 d

e
 la

 h
e

ri
d

a
 (

%
)

BA Estradiol

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acsomega.2c07336
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acsomega.2c07336


 

 

83 
 

asociada con eventos de apoptosis temprana y 9% con eventos de apoptosis tardía, indicando 

que, el péptido ejerce cambios en las células que permitan que luego de 24 h haya inducción de 

apoptosis en la población. Estos resultados son prometedores ya que al comparar el efecto de 

este péptido de 13 aminoácidos a 27 µg/mL con el ejercido por la LfcinB (péptido de 25 

aminoácidos) a una concentración de  300 µg/mL, la LfcinB induce apoptosis en menos del 20% 

de la población de células MCF-7 [123], sugiriendo que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R presentó 

mayor actividad citotóxica que el péptido palindrómico original y la LfcinB. 

 
Figura 23. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de apoptosis/necrosis en células 

MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. Diagramas de puntos 

representativos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y Anexina V. Q1:eventos en necrosis, 

Q2: eventos en apoptosis tardía, Q3: apoptosis temprana y Q4: eventos vivos. Control de 

apoptosis: Formaldehido 4%, control de necrosis: Etanol 50%, control negativo: medio RPMI 

1640. B. Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos 

evaluados. C. Gráfico de barras del porcentaje de eventos relacionados con células vivas, en 

apoptosis temprana, tardía o necrosis en cada uno de los tratamientos (n=3), ANOVA de dos vías 

con comparaciones múltiples de Tukey.  

Para confirmar que los cambios morfológicos establecidos corresponden a eventos apoptóticos 

se determinó la activación de caspasas (Fig. 24 y Anexo 9) y la despolarización de membrana 

mitocondrial (Fig. 24 y Anexo 10). 

En la Figura 24 en el panel A, se puede observar que la población que se desplaza hacia el 

cuadrante Q1 es menor al 1%, indicando de forma congruente con el ensayo de la Figura 23, que 
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menos del 1% de las células MCF-7 sufre eventos de muerte por necrosis/permeabilización de la 

membrana celular en ambos tiempos evaluados. A su vez, en los paneles B y C se evidencia que 

luego de 2 h de tratamiento con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R hay una activación significativa de 

caspasas en el 27% de la población celular, de estas, el 12% son células todavía vivas mientras el 

15% son células muertas, lo cual nos indica una mayor población en eventos de apoptosis tardía 

que temprana, datos que se correlacionan con los evidenciado previamente en la Figura 23. 

Asimismo, 24 h post-tratamiento con el péptido se mantiene la activación significativa de 

caspasas en el 21% de la población; correlacionándose con los resultados previos donde a este 

tiempo se observan todavía eventos apoptóticos (Fig. 23). Al igual que en la Figura 23 a 24 h se 

evidencian mayormente eventos de apoptosis temprana y en este caso, de activación de caspasas 

en células vivas (13%), mientras que el 8% restante está relacionado con la activación de caspasas 

en células que presentan permeabilización en su membrana celular relacionándolo con los 

eventos de apoptosis tardía observados en este tiempo.  

 
Figura 24. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de activación de caspasas en 

células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h a la concentración del IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. 

Diagramas de puntos representativos de los tratamientos. Q1:eventos de muerte celular, Q2: 

eventos activación de caspasas en células muertas, Q3: activación de caspasas en células vivas y 

Q4: eventos vivos. Control de apoptosis: Formaldehido 4%, y control negativo: medio RPMI 

1640.B Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos 

evaluados. C. Gráfico de barras del porcentaje de eventos relacionados con células vivas, 

activación de caspasas o células muertas en cada uno de los tratamientos (n=3), ANOVA de dos 

vías con comparaciones múltiples de Tukey. 
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Respecto a la despolarización de membrana mitocondrial, en la Figura 25 panel B se observa 

como el tratamiento con péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 2 y 24 h generó una disminución de la 

fluorescencia en el canal YEL(amarillo) indicando una despolarización mitocondrial significativa 

de las células tratadas. Tal despolarización está caracterizada en las células vivas y no presenta 

diferencias significativas a los dos tiempos evaluados, indicando que esta población de células 

está en procesos de apoptosis temprana. 

La apoptosis con activación de caspasas y despolarización de membrana mitocondrial es un 

conjunto de procesos que han sido caracterizados previamente para la LfcinB frente a otras líneas 

celulares como Jurkat derivada de leucemia, las cuales luego de 2 h de tratamiento con 200 

µg/mL este péptido de 25 aminoácidos indujo apoptosis en el 80% de la población celular 

generando activación de caspasas en solamente el 20% [64], [124]. El péptido RGD-Ahx-1R5R9R, 

de 13 residuos, al mismo tiempo de tratamiento (2 h) pero a una concentración 7 veces menor 

indujo efectos similares en la línea celular MCF-7 derivada de cáncer de mama. Además, se ha 

reportado que otros péptidos cortos derivados de LfcinB que contienen el motivo mínimo, 

también han inducido muerte celular por apoptosis en otras líneas celulares derivadas de cáncer 

oral, cáncer de colon y cáncer de mama, sugiriendo que péptidos derivados de la LfcinB inducen 

muerte celular por apoptosis de manera similar a la LfcinB. 

 
Figura 25. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de despolarización de membrana 

mitocondrial en células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h a la concentración del IC50 del péptido RGD-

Ahx-1R5R9R A. Diagramas de puntos representativos de los tratamientos. Q1:eventos de muerte 

celular, Q2: eventos despolarización mitocondrial en células muertas, Q3: despolarización 

mitocondrial en células vivas y Q4: células vivas con mitocondria polarizada. Control de 

apoptosis: Formaldehido 4%, y control negativo: medio RPMI 1640.B Histogramas 
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representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos evaluados. C. Gráfico de barras 

del porcentaje de eventos relacionados con células vivas polarizadas, con mitocondria 

despolarizada o necrosis en cada uno de los tratamientos (n=3), ANOVA de dos vías con 

comparaciones múltiples de Tukey. 

Para corroborar que las células hayan entrado en procesos apoptóticos, en la Figura 26 y Anexo 11 

se presenta el cambio en la expresión relativa de genes anti y pro-apoptóticos luego de 2 y 24 h 

de tratamiento con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R. Respecto a los genes anti-apoptóticos Bcl-2 y 

Surivivina se evidencia una tendencia de disminución de su expresión 2h post-estímulo lo cual 

induciría a un aumento en la apoptosis de las células correlacionado con lo evidenciado en la 

Figura 23. Luego de 24 h su expresión se ve regulada volviendo a su estado basal lo que podría ser 

evidencia de una respuesta por parte las células para evitar el efecto citotóxico. 

Respecto a los genes pro-apoptóticos se notan diferencias en la respuesta a diferentes tiempos. 

A 2 h de tratamiento se evidenció un aumento significativo de la expresión de Caspasa 8, esto 

podría indicar que parte de la activación de caspasas (Fig. 24) está dada por el inicio de la cascada 

de apoptosis extrínseca inducida por un mecanismo todavía no descrito asociado al efecto 

citotóxico del péptido RGD-Ahx-1R5R9R, el cual involucraría la activación de Caspasa 3 cuya 

expresión relativa se ve con una tendencia al aumento la cuál puede continuar su efecto por esta 

vía o participar en la activación de la vía intrínseca mediante el clivaje de Bid que junto con Bax 

promoverían la despolarización mitocondrial, los genes encargados de codificar ambas proteínas 

se encuentran regulados a la alta significativamente indicando la necesidad de estas moléculas 

para continuar con el proceso apoptótico, el cuál llevaría a la liberación de Apaf-1 que junto con 

Caspasa 9 formarían el apoptosoma. 

 

Figura 26 Gráfico de barras del cambio en la expresión relativa de genes A. anti-apoptóticos y B 

pro-apoptóticos en células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R 
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(n=2) ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tukey * p<0.0332, ** p<0.0021, 

***p<0.0002 y ****p<0.0001. Control positivo: células con medio y control negativo: etopósido 

150 µM. 

Transcurridas 24 h de tratamiento con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R, caspasa 8 vuelve a su 

expresión basal, probablemente debido a que el péptido ya no se encuentra en el medio de 

cultivo para mantener activa esta vía. Mientras que, caspasa 3 presenta un aumento significativo 

de su expresión correlacionado con la tendencia al aumento de Bid y caspasa 9 y el aumento 

significativo de Bax y Apaf.1; esto podría ser una respuesta al efecto inicial del péptido que como 

vía secundaria indujera la vía de la apoptosis intrínseca y así prolongando su efecto.  

Estos cambios en la expresión relativa de genes a tiempos cortos, se han caracterizado 

previamente en otros tipos celulares bajo estímulos pro-apoptóticos, donde se ha evidenciado 

que la transcripción de genes involucrados en apoptosis empieza desde 1 h post-estímulo, e  

incluso algunos genes como PUMA presentan un pico de aumento en la expresión relativa a las 

2.5 h que va disminuyendo a tiempos posteriores [125], y en MCF-7 se han determinado cambios 

en la expresión de Bax y Bcl-2 desde 6 hasta  24 h post-estímulo [126]. 

Además, la activación tanto de caspasa 8 como caspasa 9 indican que el péptido causa la 

activación de ambas rutas apoptóticas como se evidenció mediante citometría de flujo en células 

MCF-7 tratadas con el péptido tetramérico (RRWQWR-Nal-KKLG)2-K-Ahx derivado de LfcinB  

[127] y en células Jurkat evidenciado mediante western-blot cuando se trataron con la LfcinB [64], 

esto refuerza la hipótesis de que péptidos derivados de LfcinB que contengan el motivo mínimo 

de actividad comparten mecanismo(s) de acción que involucran tanto la vía intrínseca como 

extrínseca de la apoptosis para ejercer su efecto citotóxico. 

Con el fin de determinar si el efecto citotóxico del péptido RGD-Ahx-1R5R9R sobre las células MCF 

también asociado a la inducción del estrés oxidativo, se evaluó la presencia de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) en las células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h.  

En la Figura 27 panel A y Anexo 12 se observa como luego del tratamiento a 2 y 24 h con el péptido 

RGD-Ahx-1R5R9R se genera un aumento de la fluorescencia lo cual indica un aumento en la 

producción de ROS por las células. En el panel B se evidencia que el péptido induce la activación 

significativa de ROS, 2 h post-tratamiento el 24% de la población aumenta la producción de ROS 

y 24 h después un 17% de la población todavía es positiva; esta activación puede generar daños 

en lípidos, proteínas, o incluso DNA lo que explicaría que el efecto citotóxico del péptido se 

mantenga en el tiempo. La liberación de ROS intracelulares se evidenció en una fracción de la 

población de células de leucemia THP-1 tratadas con la LfcinB, dicha liberación inicia desde los 

20 min post tratamiento y se mantiene hasta por 2 h [128]; indicando que LfcinB y RGD-Ahx-
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1R5R9R, inducen eventos apoptóticos y liberación de ROS a tiempos cortos de tratamiento en 

células derivadas de cáncer. 

 
Figura 27. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de presencia de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) en células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. 

Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los tratamientos evaluados 

Control positivo: Formaldehido 4%, y control negativo: medio RPMI 1640.B. Gráfico de barras del 

porcentaje de eventos con producción de ROS en cada uno de los tratamientos (n=3), ANOVA de 

dos vías con comparaciones múltiples de Tukey.  

Respecto al efecto de la LFB sobre las capacidades migratorias de células derivadas de cáncer, hay  

reportes con resultados contrarios en los que unos indican que aumenta la migración mientras 

en otros la disminuye [129], [130]; de igual forma sobre la LfcinB se ha reportado que dependiendo 

de la línea celular evaluada hay un efecto pro o anti-migratorio [131], [132]. Por tal razón, se evaluó 

el efecto del péptido RGD-Ahx-1R5R9R sobre la línea MCF-7. 

En la Figura 28 se observa el ensayo de wound-healing o cierre de herida donde transcurridas 12 h 

en las células sin tratamiento (control de técnica) se observa un cierre significativo de la herida en 

un 10%, y a las 24 h este cierre fue de un 15%. Con el control positivo se observó que el cierre de 

herida fue significativo a las 12 h con un 15% y a las 24 h la herida ha cerrado en un 20%. Contrario 

a estos resultados, transcurridas 12 y 24 h del tratamiento con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R el área 

de la herida disminuyó en un 1% y 2%, respectivamente, lo cual no es significativamente 

diferente del control negativo, indicando que el péptido disminuye la migración colectiva celular. 

Teniendo en cuenta este resultado, se procedió a determinar si este efecto era sólo en la 

migración colectiva o el péptido ejerce también una disminución de la migración de célula única 

actuando como un quimio-repelente. En la Figura 29 Panel A se evidencia que desde las 2 h de 

tratamiento de las células con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R y hasta 24 h después, la capacidad 

migratoria de las células disminuyó significativamente al compararla con la del estado basal 

(control) o contra el control positivo de migración (medio con SFB 20%).  
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Figura 28. Ensayo de wound-healing en células MCF-7 tratadas con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R a 

la concentración del IC50 A. Microfotografías 20X representativas del área de la herida luego de 2, 

12 y 24 h de tratamiento (n=24). B. Gráfico de barras del % de área de la herida luego de 2, 6, 12 y 

24 h de tratamiento ANOVA comparaciones múltiples de Tuckey. * p<0.0332, ** p<0.0021, 

***p<0.0002 y ****p<0.0001. Control positivo: células con medio RPMI-1640 suplementado con 

SFB 20%, control negativo: etopósido 150 µM y control de técnica: células con medio RPMI-1640 

suplementado con SFB 5% (n=4) 

Además, cabe resaltar que en el Panel B de la Figura 29 es notorio como las células que están en 

las membranas de los controles adquieren cambios morfológicos propios de la adhesión celular 

como alargamiento y presencia de prolongaciones desde las 2 hasta las 24 h. Contrario a esto, la 

mayoría de las células tratadas con el péptido a 2 y 12 h no presentan dichos cambios 

morfológicos sino mantienen en forma esférica, pasadas 24 h ya se empiezan a observar alguna 

prolongaciones y signos de adherencia; permitiéndonos corroborar que el péptido afectó su 

capacidad migratoria. 

En la Figura 30 se observa el efecto del péptido RGD-Ahx-1R5R9R sobre la invasión de las células 

MCF-7 a 24 h de tratamiento, en el Panel A se evidencia que el péptido disminuye 

significativamente la invasión celular y en el Panel B corroboramos esta información con el 

conteo de células por campo visual que se encuentran atravesando la membrana. Estos 

resultados son de gran interés ya que en reportes previos la LfcinB no ha generado disminución 

de los procesos de invasión en MCF-7 [123], sugiriendo que este péptido derivado del palíndromo 

y la LfcinB que contiene el motivo mínimo de actividad, posiblemente también induzca otros 
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mecanismos de acción asociados al efecto citotóxico de manera simultánea diferentes a los 

descritos para la LfcinB. 

 
Figura 29. Ensayo de migración transwell A. Gráfico de barras de la absorbancia a 570 nM del 

cristal violeta de las membranas B. Gráfico de barras del porcentaje de células en la membrana 

luego de 2, 12 y 24 h de tratamiento. ANOVA comparaciones múltiples de Tuckey. * p<0.0332, ** 

p<0.0021, ***p<0.0002 y ****p<0.0001. Control positivo: células con medio RPMI-1640 

suplementado con SFB 20% y control de técnica: células con medio RPMI-1640 suplementado 

con SFB 5% (n=2). C. Microfotografías 40X representativas de la membrana con células migrantes 

luego de 2, 12 y 24 h de tratamiento (n=10). 

 
Figura 30. Ensayo de invasión transwell A. Gráfico de barras de la absorbancia a 570 nM del cristal 

violeta de las membranas B. Gráfico de barras del porcentaje de células en la membrana luego de 
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24 h de tratamiento. ANOVA comparaciones múltiples de Tuckey. * p<0.0332, ** p<0.0021, 

***p<0.0002 y ****p<0.0001. Control positivo: células con medio RPMI-1640 suplementado con 

SFB 20% y control de técnica: células con medio RPMI-1640 suplementado con SFB 5% (n=2). C. 

Microfotografías 40X representativas de la membrana con células migrantes luego de 24 h de 

tratamiento (n=10). 

Con el fin de determinar si este efecto en la invasión estaba mediado por la actividad proteolítica 

de las metaloproteasas de matriz (MMP), más específicamente las MMP2 y MMP9 se realizó la 

zimografía presentada en la Figura 31 y Anexo 13, donde se observa que no hay disminución de la 

actividad de pro-MMP2 cuando las células fueron tratadas por 24 h con el péptido RGD-Ahx-
1R5R9R, sugiriendo que el efecto sobre la capacidad de invasión pueda estar mediado por otra vía. 

Por otro lado, se observó disminución en pro-MMP9 la cual podría estar relacionada con la menor 

capacidad invasiva de la célula; sin embargo, esta debe ser corroborada. 

 
Figura 31. Ensayo de migración actividad metaloproteasas A. Zimografía de gelatinasas carril 1: 

Control: medio RPMI-1640 SFB5%, 2: Etopósido 150 µM, 3: RGD-Ahx-1R5R9R al IC50, 4:SFB y 5: 

tripsina B. Representación gráfica de la actividad relativa de gelatinasa MM9 y C. MMP2 

Teniendo en cuenta que la LFB, proteína de la cual deriva este péptido sintético, se caracteriza por 

presentar un efecto inmunomodulador, se evaluó el perfil de liberación de citoquinas de las 

células MCF-7. En la Figura 32 y Anexo 14 se observa el cambio en la liberación de citoquinas 

inducidas por el tratamiento con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 2 y 24 h. Se puede evidenciar la 

disminución significativa de la expresión de IL-6, se ha descrito que esta citoquina funciona como 

un factor de crecimiento autocrino en células derivadas de cáncer de mama, especialmente 

aquellas que presentan receptores de estrógeno y progesterona como lo es MCF-7 aumentando 

su capacidad de migración e invasión [133]ἒ[135],  estos resultados sugieren una regulación a la 
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baja en la secreción de IL-6 por las células correlacionada con la disminución de las capacidades 

de invasión celular (Fig. 28-30) y la disminución en su viabilidad celular (Fig. 15). Disminuciones 

en la expresión de IL-6 se han reportado en ensayos in vivo en los cuales ratones a los que se les 

indujo tumores mamarios fueron tratados con nanopartículas de LFB [136], sugiriendo que tanto 

este péptido de 13 residuos como la proteína completa ejercen efectos inmunomoduladores 

sobre esta citoquina. 

De forma similar se observó una disminución en la secreción de IL-10, esta citoquina también 

ejerce su actividad mediante señalización autocrina de las células derivadas de cáncer de mama, 

se ha descrito que su activación induce la transcripción de genes anti-apoptóticos, 

específicamente aquellos que codifican para proteínas pertenecientes a la familia Bcl-2[137], lo 

que concuerda con el aumento de apoptosis evidenciado la Figura 23, relacionado con 

disminución de la expresión relativa de Bcl-2 (Fig. 26), lo cual se correlaciona con la menor 

secreción de esta interleuquina. De forma similar, en otros modelos de cáncer, como lo son las 

células A549 derivadas de cáncer de pulmón, se ha observado que tanto en ensayos in vivo e in 

vitro al tratarlas con LFB, proteína de la que se deriva el péptido RGD-Ahx-1R5R9R, se induce una 

disminución de expresión de esta citoquina relacionada con la inhibición del crecimiento 

tumoral[138]. 

También hay una regulación a la baja de arginasa, la cual se ha reportado está relacionada con el 

mantenimiento del balance de óxido nítrico clave en procesos de migración y proliferación 

celular, cuando este balance se ve afectado no solo hay disminución de la migración (Fig. 29 y 30) 

si no también una inducción de procesos apoptóticos (Fig. 23). 

La disminución en la liberación de estas 3 citoquinas sugiere que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R, 

mantiene parte de la capacidad inmunomoduladora que se ha descrito previamente para la 

proteína, por lo menos frente a células derivadas de cáncer. Lo que está acorde con lo evidenciado 

en células derivadas de cáncer de colon y leucemia, donde péptidos que contienen el motivo 

mínimo de actividad pueden ejercer efecto citotóxico mediante más de un mecanismo de acción 

[138]ἒ[140] y que es necesario evaluar a mayor profundidad este tópico.  

Los resultados obtenidos en esta etapa permitieron determinar que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R 

induce en las células MCF-7 la disminución de la viabilidad celular asociada a eventos 

apoptóticos, dichos eventos se dan por la activación tanto de la vía intrínseca como extrínseca de 

la apoptosis. Esta muerte celular programada fue caracterizada por la activación de caspasas, la 

sobre-expresión de genes pro-apoptóticos y la liberación de ROS. Además, se evidenció que el 

péptido RGD-Ahx-1R5R9R ejerce como mecanismo asociado, la disminución de las capacidades de 

migración colectiva y única de las células; y de la capacidad de invasión celular relacionada con la 

disminución de la actividad de MMP9. A su vez, indujo diminución significativa de la expresión 

de IL-6, IL-10 y arginasa, citoquinas encargadas de los procesos de migración e invasión. 
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Figura 32. Perfil de liberación de citoquinas de células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el péptido 

RGD-Ahx-1R5R9R a la concentración del IC50. Gráfica de barras del cambio en la intensidad media 

de fluorescencia por el kit LEGENDplex. ANOVA de una vía con comparaciones múltiples de 

Tuckey. * p<0.0332, ** p<0.0021, ***p<0.0002 y ****p<0.0001. Control: células con medio RPMI-

1640 suplementado con SFB 5% (n=2).  

Con el desarrollo de las Etapas I-IV se logró cumplir todos los objetivos propuestos y responder la 

pregunta de investigación planteada en esta tesis:   

ἤỵ=ǽĽƤ ǨŧǠĽ ŧƤ ƌƭǝļřǵƹ ŧƯ Ƥļ ļřǵƌșƌŠļŠ ļƯǵƌřļƯřŧǠƹǨļ ǨŧƤŧřǵƌșļ ŠŧƤ ǝŨǝǵƌŠƹ ¦ſřƌƯ< ἊẃẂ-25)Pal: 

RWQWRWQWR frente a líneas celulares derivadas de cáncer de mama, causado por: (i) 

reducción de la longitud, (ii) incremento o disminución de la carga neta, (iii) cambios puntuales 

de Arg por Lys, (iv) cambios de L-aminoácidos por D-aminoácidos (v) incorporación del motivo 

ädD ļ Ƥļ ǨŧřǽŧƯřƌļỴἥ 

Estableciendo que el incremento de la carga y la incorporación del motivo RGD en el extremo N-

terminal de la secuencia palindrómica aumentaron el efecto citotóxico frente a células derivadas 

de los diferentes subtipos moleculares del cáncer de mama, manteniendo su selectividad al no 

inducir citotoxicidad significativa a la concentración IC50 frente al cultivo primario de eritrocitos y 

fibroblastos. 
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7.6 Ensayos adicionales - Estudio preliminar de la interacción péptido-
célula 

Teniendo en cuenta que algunos ensayos sugieren la activación de la vía extrínseca de la 

apoptosis y, por tanto, abren la posibilidad que el efecto citotóxico del péptido involucre una 

interacción de tipo especifica receptor-ligando entre el péptido y un receptor celular. Se realizó 

un ensayo preliminar de competencia el cual consistió en tratar las células MCF-7 por 2 h con el 

péptido fluoromarcado Rodamina-1R5R9R, a la concentración IC50 (34 µg/mL, el cual fue 

determinado previamente mediante ensayo de MTT). Luego se retiró el medio de cultivo y se 

adicionó medio que contenía el péptido RGD-Ahx-1R5R9R en concentraciones ascendentes (0-200 

µg/mL) y se incubó las células por 2h a 37oC. Se puede observar que la viabilidad de las células 

previamente incubadas con el péptido Rodamina-1R5R9R por 2h y que luego fueron tratadas con 

el péptido RGD-Ahx-1R5R9R se mantuvo constante (~40%) en las concentraciones evaluadas, 

mientras que en las células tratadas solo con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R, la viabilidad celular 

disminuyó hasta el 20% a las concentraciones de 100 y 200 µg/mL(Fig. 33). 

 
Figura 33. Ensayo de competencia en células MCF-7 estimuladas por 2 h con el IC50 (27 µg/mL) del 

péptido 1R5R9R-rodamina y posteriormente tratadas con péptido RGD-Ahx-1R5R9R en 

concentraciones desde 0 hasta 200 µg/mL. 

Asumiendo que el péptido fluoromarcado (Lr) y el péptido RGD-Ahx-1R5R9R (L) son ligandos que 

interactuaran con el mismo receptor celular (R), en la primera parte del experimento 

(tratamiento con el péptido fluoromarcado por 2h) tendríamos el siguiente equilibrio para Lr 

R + Lr ᾆ RLr 

Donde se forma un equilibrio entre Lr que se encuentra libre en el medio y el que esta unido al 

receptor. Luego de 2h de tratamiento el medio es retirado y se adicionó el péptido RGD-Ahx-
1R5R9R (L), su poniendo que ambos Ligandos compiten por el mismo receptor, se esperaría  
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RLr ᾆ R+ Lr  

R + L ᾆ RL 

Al tener mayor actividad el péptido RGD-Ahx-1R5R9R se esperaría que el efecto citotóxico se 

incrementara hasta que la viabilidad celular fuera del 20% aproximadamente. Sin embargo, los 

resultados sugieren que el péptido fluoromarcado interactúa con un receptor celular y que esta 

interacción es lo suficientemente fuerte para impedir el desplazamiento del péptido 

fluoromarcado causado por las altas concentraciones del péptido RGD-Ahx-1R5R9R, en otras 

palabras, no hay receptores suficientes disponibles para que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R ejerza 

por completo su efecto. Por otra parte, si el péptido fluoromarcado ejerciera su efecto a través de 

una interacción inespecífica o a través de receptores diferentes, se esperaría que luego de retirar 

el péptido fluoromarcado y tratar las células con el péptido RGD-Ahx-1R5R9R se alcanzaría el 20% 

de viabilidad celular. 

7.7 Ensayos adicionales - Evaluación de toxicidad en modelos in vivo 

Dentro de los modelos invertebrados más usados para la evaluación de la toxicidad de moléculas 

se encuentran las larvas de Galleria mellonella, un lepidóptero que en sus estadios larvales crece a 

temperaturas entre 20-37°C, las larvas son de tamaño mediano facilitando su manipulación y la 

microinyección intrahemocele del compuesto [141]. Esto permitió evaluar la toxicidad que el 

péptido promisorio RGD-Ahx-1R5R9R ejerce en un organismo vivo con sistema inmune innato a 

temperatura fisiológica. Para ello se inocularon las larvas con el péptido a concentración de 800 

g֩/mL, correspondiente a 30 veces el valor del IC50 determinado en los ensayos MTT para la línea 

celular MCF-7. La supervivencia de cada uno de los individuos fue monitoreada a diario por 10 

días (Fig. 34) evidenciando que a la concentración evaluada la supervivencia fue del 90% o 

superior durante este lapso; por lo tanto, no fue posible determinar la dosis letal 50 (LD50) bajo 

las condiciones del ensayo. 

La dosis evaluada en este modelo fue de 40 mg/Kg, lo cual indica que la LD50 está por encima de 

este valor, clasificando el péptido como moderadamente tóxico. Incluso es probable que el 

péptido no sea tóxico, pero para ello es necesario obtener grandes cantidades del péptido para 

su evaluación. Teniendo en cuenta que no hubo una mortalidad mayor a una larva por ensayo, es 

importante resaltar que el péptido no induce citotoxicidad aguda en este modelo, ni una 

respuesta inmune exacerbada.  

La toxicidad in vivo de los péptidos 1R5R9R, R-1R5R9R y RGD-Ahx- R-1R5R9R también fue evaluada y 

sus resultados se encuentran en el Anexo 15, donde tampoco se evidenció LD50 a las 

concentraciones evaluadas. 
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Figura 34. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de larvas de Galleria mellonella tratadas con el 

péptido RGD-Ahx-1R5R9R (n=10, con dos réplicas biológicas); solución salina (SS). 

Teniendo como base estos resultados en G. mellonella, se evaluó el efecto citotóxico del péptido 

palindrómico RGD-Ahx-1R5R9R en modelo vertebrado de embriones de pez cebra Danio rerio (Fig. 

35). Para este ensayo los embriones se crecieron en medio agua huevo en el que se reconstituyó 

el péptido a diferentes concentraciones entre 0.5 ἒ 50 ֩ g/mL, haciendo recambio del medio cada 

24 h y manteniendo la concentración del péptido constante. A la máxima concentración evaluada 

de 50 µg/mL se evidenció mortalidad total de los individuos (supervivencia del 0%) (Fig. 35 y 

Anexo 16). En la siguiente concentración, 25 ֩ g/mL, el porcentaje de supervivencia fue del 91% de 

los individuos a los tres días de tratamiento continuo, indicando que para los embriones de 7 días 

post fecundación (dpf) la concentración letal para el 50% de la población (LC50) estaría en un 

rango entre 25- 50 ֩ g/L (13-26 ֩ M), de acuerdo con la escala de calificación de toxicidad aguda 

del Servicio de Pesca y Vida Silvestre (FWS) de los Estados Unidos clasificaría al péptido RGD-Ahx-
1R5R9R como ligeramente tóxico [142], [143]. 

En el Anexo 16 se presenta este mismo ensayo con el péptido palindrómico 1R5R9R, el cual 

presentó una LC50 menor a la del péptido funcionalizado, observándose toxicidad significativa 

desde la concentración de 5 ֩ g/mL, indicando que la adición del motivo RGD a la secuencia tiene 

un impacto positivo en la selectividad del péptido disminuyendo su efecto citotóxico hacia 

células no cancerosas en un organismo vivo.  
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Figura 35. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de embriones de 7 días post fertilización de pez 
cebra tratados diariamente con diferentes concentraciones del péptido RGD-Ahx 1R5R9R. 

Se determinó el efecto del péptid0 RGD-Ahx-1R5R9R sobre la supervivencia y las manifestaciones 

conductuales como potenciales afectaciones del sistema nervioso central en modelo murino. 

Estos parámetros nos permitieron seleccionar las dosis apropiadas para ensayos posteriores. Se 

realizó la prueba de Irwin; grupos de 3 ratones CD1 machos que fueron seleccionados al azar para 

ser inoculados con una dosis de 70,0 mg/kg de péptido (290 veces el valor de Ic50 en células MCF-

7) reconstituido en solución salina. El péptido fue administrado con una sola dosis vía 

intraperitoneal (ip) y subcutánea (sc), se realizó seguimiento a los individuos observando el 

comportamiento y la supervivencia. Ninguno de los péptidos indujo mortalidad en los individuos 

inoculados por vía sc (Fig. 36). Los individuos presentaron disminución de la actividad 

locomotora, piloerección y estado de sedación por 15 min, no presentaron señales dolor o 

irritación en la zona de inyección, su actividad exploratoria volvió a su estado basal desde los 30 

min hasta 7 días después del ensayo (Anexo 17). 

 
Figura 36. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de ratones CD1 macho de 7 semanas tratados 

con 70 mg/Kg del péptido RGD-Ahx-1R5R9R por vía A. intraperitoneal y B. subcutánea. 

 Cuando el péptido RGD-Ahx-1R5R9R fue inoculado vía intraperitoneal, se observó disminución de 

las funciones motoras de los individuos, sedación acompañada de ptosis, ataxia y señales de 
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dolor como contorciones abdominales y aumento del tono abdominal durante la primera hora 

(Anexo 15), poco a poco fueron recuperando su actividad normal y esta se mantuvo invariable por 

una semana. Estos resultados sugieren que independiente de la vía de administración se 

requieren dosis más altas de péptido para alcanzar la LD50.  

Los demás péptidos promisorios también fueron evaluados en modelo murino (Anexo 17), por vía 
subcutánea no se observaron diferencias respecto al efecto observado con el péptido RGD-Ahx-
1R5R9R. Respecto al péptido RGD-Ahx-R-1R5R9R cuando fue inoculado por vía intraperitoneal se 
evidenciaron síntomas de dolor como contorciones abdominales seguidas por disminución de las 
funciones motoras de los individuos, sedación acompañada de ptosis, ataxia y rigidez. Dentro de 
los 36 y 53 minutos post-inyección los individuos murieron, sugiriendo que el péptido afecta 
funciones de sistema nervioso central que no permitieron su supervivencia. 

Teniendo en cuenta los resultados de modelos in vivo es posible afirmar que el péptido promisorio 
RGD-Ahx-1R5R9R, al igual que el palíndromo original, es una molécula catalogada como 
ligeramente tóxica la cual no afecta severamente el sistema nervioso central o genera disrupción 
de membranas, manteniéndolos como candidatos para el desarrollo de tratamientos en el cáncer 
de mama. 

.



 

 

Se encontraron 16 nuevos péptidos análogos a la secuencia RWQWRWQWR con actividad 

citotóxica igual o mejorada en líneas celulares humanas derivadas de cáncer de mama. Estos se 

generaron a partir de modificaciones en la carga y longitud, y/o funcionalización con el tripéptido 

RGD en el extremo N-terminal. La disminución de la longitud de la secuencia y carga del péptido 

disminuyó la selectividad, permitiendo identificar que la carga positiva y la posición de esta en la 

secuencia son relevantes para la diferenciación entre células cancerosas y no cancerosas. 

Además, se evidenció que la inclusión de la R o el motivo RGD genera secuencias con incremento 

en el efecto anticanceroso frente a líneas celulares derivadas de cáncer de mama cuando son 

añadidas en el extremo N-terminal. 

Se identificaron 4 péptidos promisorios (1R5R9R, R-1R5R9R, RGD-Ahx-1R5R9R y RGD-Ahx-R-1R5R9R) 

que presentaron efecto citotóxico significativo y selectivo frente a células derivadas de los 

diferentes subtipos moleculares de cáncer de mama MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 y MDA-MB-

468 el cual es rápido, dependiente de la concentración y se mantiene hasta por 48 h. Sin embargo, 

el efecto no fue igual para todas las líneas celulares indicando que la interacción no es 

inespecífica, sino que depende de características de cada tipo celular. 

La línea más sensible a los péptidos fue MCF-7 y el péptido RGD-Ahx-1R5R9R fue el que presentó 

los menores IC50 con índices de selectividad más altos ejerciendo a esta concentración una 

actividad diferencial sobre las células cancerosas y las células no cancerosas provenientes de 

cultivo primario de fibroblastos o eritrocitos. 

Se observó que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R induce muerte en las células MCF-7, que no 

compromete la membrana celular de forma significativa, sino que desencadena eventos 

apoptóticos celulares por activación tanto de la ruta intrínseca como extrínseca evidenciado por 

un aumento significativo en el transcrito de caspasa 8 y 9 junto con otros genes pro-apoptóticos,  

la activación de estas caspasas por citometría de flujo, la despolarización de membrana 

mitocondrial y la liberación de ROS. A su vez, se observó que el péptido disminuye la capacidad 

de migración e invasión de las células y la liberación de interleuquinas asociadas a la señalización 

autorregulada de dichos procesos. 
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Este péptido RGD-Ahx-1R5R9R no indujo toxicidad significativa en los modelos in vivo de Galleria 

mellonella, Danio rerio y Mus musculus evaluando concentraciones entre 29 y 290 veces la 

concentración efectiva in vitro, indicando que se cataloga como ligera-moderadamente tóxico en 

estos modelos, sugiriendo que es seguro para llevar a cabo ensayos de eficacia in vivo.  

Estos resultados sugieren que el péptido RGD-Ahx-1R5R9R puede ser considerado como una 

molécula promisoria para el futuro desarrollo de una terapia anticancerosa basada en secuencias 

peptídicas, además, se cuenta con resultados preliminares de otros 3 péptidos promisorios con 

actividad anticancerosa frente a los 4 subtipos moleculares de cáncer de mama que amplían las 

opciones para el desarrollo de tratamientos alternativos y/o complementarios a los 

convencionales. 
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10.1  Anexo 1 Caracterización de los péptidos modificados con aumento 
o reducción de carga y longitud 

 

 

Figura A1.1. Número de ciclos de reacción necesarios para la incorporación de cada uno de los 

aminoácidos. El sentido de la síntesis fue realizado desde el extremo C-terminal hacia el extremo 

N-terminal (sentido derecha-izquierda en la secuencia peptídica) A.. R-1R5R9R-R, B. 1R5R9R-R, C. R-
1R5R9R, D. 5R, E. 1R5Ry F. 5R9R. 
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Figura A1.2 Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos sintetizados en la Etapa 

IA) A.. R-1R5R9R-R, B. 1R5R9R-R, C. R-1R5R9R, D. 5R, E. 1R5Ry F. 5R9R. 
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Figura A1.3. Espectro de masas de alta resolución, la señal observada corresponde al fragmento 

más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta del 

péptido. A. 360,8045=[M+5H]5+ R-1R5R9R-R RRWQWRWQWRR, B. 411,4742=[M+4H]4+ 1R5R9R-R 

RWQWRWQWRR, C.  411,4731=[M+4H]4+ 1R5R9R-R RRWQWRWQWR, D. 5RWQWRWQW, E. 

444,2223=[M+3H]3+ 1R5R RWQWRWQW y F. 444,2242=[M+3H]3+ 5R9R WQWRWQWR. 
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10.2   Anexo 2 Caracterización de los péptidos modificados con 
sustituciones de R por K 

 

Figura A2.1. Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos sintetizados en la Etapa 

IB. A. 1K5R9K, B. 1R5K9R y C. 5K. 
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Figura A2.2. Espectro de masas de alta resolución, la señal observada corresponde al fragmento 

más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta de los 

péptidos sintetizados en la Etapa IB. A. 1430,75=[M+H]+  1K5R9K, B. 729.88=[M+2H]2+  1R5K9R y C. 

573.78=[M+2H]2+  5K. 
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10.3 Anexo 3 Caracterización de los péptidos modificados con 
sustituciones de L por D-aminoácidos 

 

 

Figura A3.1. Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos modificados por 

sustitución secuencial de L por D-aminoácidos A 1dR B 2dW C. 33dQ D.  
4dW E. 5dR F.  6dW G7dQ H 8dW I 

9dR. 
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Figura A3.2. Espectro de masas de alta resolución, la señal observada corresponde al fragmento 

más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta de los 

péptidos modificados por sustitución secuencial de L por D-aminoácidos A 1dR B 2dW C. 33dQ D.  

4dW E. 5dR F.  6dW G7dQ H 8dW I 9dR. 

A B

C D

E F

G H

I



 

 

119 
 

 
Figura A3.3. Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos modificados por 

sustitución simultanea de L por D-aminoácidos A. 1dR 5dR 9dR B. 2dW 4dW 6dW 8dW C 3dQ 7dQ y D  dR 

dW dQdWdRdWdQdWdR. 
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Figura A3.4. Espectro de masas de alta resolución, la señal observada corresponde al fragmento 

más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta de los 

péptidos modificados por sustitución simultanea de L por D-aminoácidos A. 743,88=[M+2H]2+ 

1dR 5dR 9dR B. 743,88=[M+2H]2+   2dW 4dW 6dW 8dW C 743,88=[M+2H]2+  3dQ 7dQ y D 743,88=[M+2H]2+    
dR dW dQdWdRdWdQdWdR. 
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10.4  Anexo 4 Actividad citotóxica y selectiva in vitro de los péptidos con 
modificaciones por sustitución 

 

 

 

 

Figura A4.1 Efecto de los péptidos modificados mediante sustitución de R por K A. 1K5K9K, B. 1K5R9K, 

C. 1R5K9R y D. 5K sobre la viabilidad de las líneas celulares MCF-7 (rojo) y fibroblastos (negro). 
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Figura A4.2 Microfotografías de cambios morfológicos generados por el efecto citotóxico de los 

péptidos modificados mediante sustitución de R por K A. 1K5K9K, B. 1K5R9K, C. 1R5K9R y D. 5K. 
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Figura A4.3. Efecto de los péptidos modificados por sustitución secuencial de L por D-

aminoácidos A 1dR B 2dW C. 33dQ D.  
4dW E. 5dR F.  6dW G7dQ H 8dW I 9dR sobre la viabilidad de las líneas 

celulares MCF-7 (rojo) y fibroblastos (negro). 
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Figura A4.4 Microfotografías de cambios morfológicos generados por el efecto citotóxico de los 

péptidos modificados por sustitución secuencial de L por D-aminoácidos A 1dR B 2dW C. 33dQ D.  
4dW 

E. 5dR F.  6dW G7dQ H 8dW I 9dR   
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Figura A4.5. Efecto de los péptidos modificados por sustitución simultanea de L por D-

aminoácidos A. 1dR 5dR 9dR B. 2dW 4dW 6dW 8dW C 3dQ 7dQ y D dR dW dQdWdRdWdQdWdR. sobre la 

viabilidad de las líneas celulares MCF-7 (rojo) y fibroblastos (negro). 
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Figura A4.6 Microfotografías de cambios morfológicos generados por el efecto citotóxico de los 

péptidos modificados por sustitución simultanea de L por D-aminoácidos A. 1dR 5dR 9dR B. 2dW 4dW 

6dW 8dW C 3dQ 7dQ y D dR dW dQdWdRdWdQdWdR 
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10.5   Anexo 5 Caracterización de los péptidos funcionalizados con el 
motivo RGD 

 

Figura A5.1 Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos derivados del motivo 

mínimo LfcinB (20-25) RRWQWR funcionalizados con el motivo RGD A. RGD-Ahx-LfcinB (20-25) 

B. LfcinB (20-25)-Ahx-RGD C. RGD-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD D. DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-

RGD y E. DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-DGR 
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Figura A5.2 Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos derivados del péptido 

palindrómico 1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD A RGD-Ahx-1R5R9R B. 1R5R9R-Ahx-RGD C 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD D. DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD y E. DGR-Ahx-1R5R9R-Ahx-DGR 
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Figura A5.3 Perfiles cromatográficos de la fracción pura de los péptidos derivados del péptido 

modificado de la Etapa IA R-1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD A. RGD-Ahx-R-1R5R9R B. R-
1R5R9R-Ahx-RGD C. RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD, D. DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD y E. DGR-AHx-

R-1R5R9R-Ahx-DGR 
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Figura A5.4 Espectro de masas de alta resolución de los péptidos derivados del motivo mínimo 

LfcinB (20-25) RRWQWR funcionalizados con el motivo RGD, la señal observada corresponde al 

fragmento más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta 

del péptido A. RGD-Ahx-LfcinB (20-25) B. LfcinB (20-25)-Ahx-RGD C. RGD-Ahx-LfcinB (20-25)-

Ahx-RGD D. DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD y E. DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-DGR 
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Figura A5.5 Espectro de masas de alta resolución de los péptidos derivados del péptido 

palindrómico 1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD, la señal observada corresponde al 

fragmento más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta 

del péptido A RGD-Ahx-1R5R9R B. 1R5R9R-Ahx-RGD C RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD D. DGR-Ahx--
1R5R9R-Ahx-RGD y E. DGR-Ahx-1R5R9R-Ahx-DGR 
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Figura A5.6 Espectro de masas de alta resolución de los péptidos derivados del péptido 

modificado de la Etapa IA R-1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD, la señal observada 

corresponde al fragmento más abundante y su distribución isotópica permitiendo así determinar 

la masa exacta del péptido RGD A. RGD-Ahx-R-1R5R9R B. R-1R5R9R-Ahx-RGD C. RGD-Ahx-R-1R5R9R-

Ahx-RGD, D. DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD y E. DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-DGR  
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Figura A5.7 Espectro de masas de alta resolución de los péptidos control del motivo RGD A. RGD-

Ahx, B. Ahx-RGD y C. RGD-Ahx-RGD. 
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10.6   Anexo 6 Actividad citotóxica y selectiva in vitro de los péptidos 
funcionalizados con el motivo RGD 

 

Figura A6.1 Efecto citotóxico de los péptidos derivados del motivo mínimo LfcinB (20-25) 

RRWQWR funcionalizados con el motivo RGD A. RGD-Ahx-LfcinB (20-25) B. LfcinB (20-25)-Ahx-

RGD C. RGD-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD D. DGR-Ahx-LfcinB (20-25)-Ahx-RGD y E. DGR-Ahx-

LfcinB (20-25)-Ahx-DGR 
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Figura A6.2 Efecto citotóxico de los péptidos derivados del péptido palindrómico 1R5R9R 

funcionalizados con el motivo RGD A RGD-Ahx-1R5R9R B. 1R5R9R-Ahx-RGD C RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-

RGD D. DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD y E. DGR-Ahx-1R5R9R-Ahx-DGR 
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Figura A6.3 Efecto de los péptidos derivados del péptido modificado de la Etapa IA R-1R5R9R 

funcionalizados con el motivo RGD, la señal observada corresponde al fragmento más abundante 

y su distribución isotópica permitiendo así determinar la masa exacta del péptido RGD A. RGD-

Ahx-R-1R5R9R B. R-1R5R9R-Ahx-RGD C. RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD D. DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-

RGD y E. DGR-Ahx-1R5R9R -Ahx-DGR 
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Figura A6.4 Microfotografías de cambios morfológicos generados por el efecto citotóxico de los 

péptidos derivados del péptido palindrómico 1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD A RGD-

Ahx-1R5R9R B. 1R5R9R-Ahx-RGD C RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD D. DGR-Ahx--1R5R9R-Ahx-RGD y E. 

RGD-Ahx-1R5R9R-Ahx-RGD 
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Figura A6.5 Microfotografías de cambios morfológicos generados por el efecto de los péptidos 

derivados del péptido modificado de la Etapa IA R-1R5R9R funcionalizados con el motivo RGD, la 

señal observada corresponde al fragmento más abundante y su distribución isotópica 

permitiendo así determinar la masa exacta del péptido RGD A. RGD-Ahx-R-1R5R9R B. R-1R5R9R-

Ahx-RGD C. RGD-Ahx-R-1R5R9R-Ahx-RGD D. DGR-AHx-R-1R5R9R-Ahx-RGD y E. RGD-Ahx-1R5R9R -

Ahx-RGD 
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10.7 Anexo 7 Análisis estadístico del efecto citotóxico y efecto sobre la proliferación de péptidos promisorios 

 

Figura A7.1 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tuckey del efecto citotóxico ejercido por el péptido 1R5R9R en líneas celulares 

derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

2 vs. 24 8.166 Yes 0.0365 0 No >0.9999 2.504 No 0.8471 -0.3237 No 0.9936

2 vs. 48 3.462 No 0.5299 -6E-14 No >0.9999 0 No >0.9999 -2.65 No 0.6531

24 vs. 48 -4.704 No 0.3142 -6E-14 No >0.9999 -2.504 No 0.8471 -2.326 No 0.7195

2 vs. 24 -2.953 No 0.6287 8.849 No 0.1382 -9.191 No 0.1189 -2.92 No 0.5967

2 vs. 48 -8.327 Yes 0.0324 13.85 Yes 0.011 -13.05 Yes 0.0167 4.91 No 0.24

24 vs. 48 -5.374 No 0.2236 5.005 No 0.2748 -3.857 No 0.6761 7.831 Yes 0.0316

2 vs. 24 -7.538 No 0.0578 9.302 No 0.1137 -27.48 Yes <0.0001 -0.9393 No 0.9474

2 vs. 48 -5.349 No 0.2266 12.33 Yes 0.0257 -26 Yes <0.0001 0.7766 No 0.9637

24 vs. 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

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

2 vs. 24 -0.5813 No 0.982 13.7 Yes 0.0003 -15.92 Yes 0.0029 1.868 No 0.8083

2 vs. 48 -2.69 No 0.6799 18.28 Yes <0.0001 -7.067 No 0.2766 10.37 Yes 0.0032

24 vs. 48 -2.109 No 0.7883 4.58 No 0.3369 8.848 No 0.138 8.504 Yes 0.018

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

2 vs. 48 2.762 No 0.666 -4.32 No 0.3787 -11.71 Yes 0.035 11.25 Yes 0.0013

24 vs. 48 2.553 No 0.7063 7.842 Yes 0.0489 3.197 No 0.7636 10.59 Yes 0.0026

2 vs. 24 -0.9117 No 0.9563 -16.94 Yes <0.0001 -12.56 Yes 0.022 1.718 No 0.8352

2 vs. 48 -14.13 Yes 0.0002 -7.946 Yes 0.0455 -11.82 Yes 0.033 11.17 Yes 0.0015

24 vs. 48 -13.22 Yes 0.0004 8.994 Yes 0.0208 0.7413 No 0.9855 9.451 Yes 0.0077

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

2 vs. 48 -15.86 Yes <0.0001 -17.37 Yes <0.0001 -20.46 Yes 0.0001 8.543 Yes 0.0174

24 vs. 48 -10.27 Yes 0.0066 1.991 No 0.8099 -4.153 No 0.6357 9.658 Yes 0.0064
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Figura A7.2 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido 1R5R9R en 

líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

0 vs. 3.125 -11.86 No 0.9624 10.39 No 0.9819 -9.751 No 0.9874 -3.873 No >0.9999

0 vs. 6.25 -18.25 No 0.7344 11.02 No 0.9748 -29.25 No 0.19 -0.982 No >0.9999

0 vs. 12.5 -17.05 No 0.7942 13.26 No 0.9332 -13.59 No 0.9247 -2.619 No >0.9999

0 vs. 25 -4.07 No >0.9999 81.47 Yes <0.0001 -18.15 No 0.7392 1.964 No >0.9999

0 vs. 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

0 vs. 3.125 -2.386 No >0.9999 12.21 No 0.9562 -0.6224 No >0.9999 22.09 No 0.5185

0 vs. 6.25 8.632 No 0.9939 9.544 No 0.9889 4.979 No 0.9998 9.002 No 0.9922

0 vs. 12.5 26.53 No 0.2926 19.16 No 0.6852 6.743 No 0.9987 12.38 No 0.9528

0 vs. 25 10.04 No 0.9852 14.81 No 0.8871 14.52 No 0.8967 25.2 No 0.3532

0 vs. 50 18.6 No 0.7158 21.4 No 0.5578 8.299 No 0.9952 29.9 No 0.1702

0 vs. 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
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Figura A7.3 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tuckey del efecto citotóxico ejercido por el péptido RGD-Ahx-1R5R9R en líneas 

celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

2 vs. 24 0 No >0.9999 0 No >0.9999 1.536 No 0.9167 0.2987 No 0.9975

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

2 vs. 24 11.45 Yes 0.0418 -3.642 No 0.5117 -13 Yes 0.0042 0.1704 No 0.9992

2 vs. 48 8.49 No 0.1642 -13.13 Yes 0.0006 -12.52 Yes 0.006 2.873 No 0.7925

24 vs. 48 -2.955 No 0.7964 -9.493 Yes 0.0153 0.4777 No 0.9916 2.702 No 0.8139

2 vs. 24 9.826 No 0.092 -11.48 Yes 0.0028 -19.07 Yes <0.0001 -0.1277 No 0.9995

2 vs. 48 9.247 No 0.1192 -27.88 Yes <0.0001 -17.91 Yes <0.0001 1.986 No 0.8945

24 vs. 48 -0.5791 No 0.9913 -16.4 Yes <0.0001 1.153 No 0.9521 2.114 No 0.8814

2 vs. 24 -1.147 No 0.9661 -10.68 Yes 0.0057 -19.93 Yes <0.0001 15.59 Yes 0.0026

2 vs. 48 -4.664 No 0.5699 -19.72 Yes <0.0001 -21.8 Yes <0.0001 -7.329 No 0.2303

24 vs. 48 -3.517 No 0.725 -9.043 Yes 0.0218 -1.872 No 0.8788 -22.92 Yes <0.0001

2 vs. 24 -1.594 No 0.9357 -13.59 Yes 0.0004 -19.05 Yes <0.0001 -10.04 No 0.069

2 vs. 48 -8.823 No 0.143 -7.273 No 0.078 -20.18 Yes <0.0001 -29.88 Yes <0.0001

24 vs. 48 -7.229 No 0.2656 6.315 No 0.142 -1.13 No 0.954 -19.85 Yes 0.0001

2 vs. 24 -16.14 Yes 0.0027 -5.753 No 0.1954 -7.585 No 0.1322 -25.23 Yes <0.0001

2 vs. 48 -21.4 Yes <0.0001 -1.166 No 0.9326 -19.39 Yes <0.0001 -47.06 Yes <0.0001

24 vs. 48 -5.262 No 0.4902 4.587 No 0.349 -11.8 Yes 0.01 -21.83 Yes <0.0001

2 vs. 24 -13.01 Yes 0.0179 -4.294 No 0.3964 -18.39 Yes <0.0001 -21.87 Yes <0.0001

2 vs. 48 -9.329 No 0.115 4.778 No 0.3199 -19.07 Yes <0.0001 -42.35 Yes <0.0001

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

2 vs. 24 -5.925 No 0.4066 1.46 No 0.8965 -20.29 Yes <0.0001 -25.87 Yes <0.0001

2 vs. 48 -4.066 No 0.6513 15.96 Yes <0.0001 -18.9 Yes <0.0001 -44.99 Yes <0.0001

24 vs. 48 1.859 No 0.9136 14.5 Yes 0.0002 1.394 No 0.9308 -19.12 Yes 0.0002
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Figura A7.4 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido RGD-Ahx-
1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

0 vs. 3.125 8.148 No 0.9439 -1.421 No >0.9999 23.07 No 0.05 -0.8706 No >0.9999

0 vs. 6.25 9.206 No 0.8984 -7.65 No 0.9596 24.13 Yes 0.035 -1.244 No >0.9999

0 vs. 12.5 0.2116 No >0.9999 -7.213 No 0.9705 15.13 No 0.4253 26.74 Yes 0.0137

0 vs. 25 1.376 No >0.9999 -9.617 No 0.876 16.3 No 0.3336 -0.3731 No >0.9999

0 vs. 50 -13.54 No 0.5642 -1.038 No >0.9999 1.376 No >0.9999 -12.81 No 0.6302

0 vs. 100 -9.418 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

0 vs. 3.125 5.926 No 0.9904 -10.49 No 0.82 5.926 No 0.9904 8.831 No 0.9165

0 vs. 6.25 12.17 No 0.6868 -18.25 No 0.2086 12.17 No 0.6868 7.338 No 0.9676

0 vs. 12.5 8.783 No 0.9187 -8.361 No 0.9361 8.783 No 0.9187 -28.36 Yes 0.0074

0 vs. 25 4.127 No 0.999 13.88 No 0.5342 4.127 No 0.999 -25 Yes 0.0258

0 vs. 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
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Figura A7.5. Efecto citotóxico ejercido por el péptido R- 1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 

48 h 
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Figura A7.6 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tuckey del efecto citotóxico ejercido por el péptido R- 1R5R9R en líneas 

celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

2 vs. 24 0 No >0.9999 0 No >0.9999 1.536 No 0.8215 -2.582 No 0.7006

2 vs. 48 0 No >0.9999 0 No >0.9999 0 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

2 vs. 24 -11.58 Yes 0.0253 14.16 Yes <0.0001 -15.21 Yes <0.0001 0.7982 No 0.9663

2 vs. 48 -11.33 Yes 0.0293 -6.289 Yes 0.042 -8.25 Yes 0.0065 1.41 No 0.8987

24 vs. 48 0.2497 No 0.9981 -20.44 Yes <0.0001 6.964 Yes 0.0245 0.6121 No 0.98

2 vs. 24 -16.22 Yes 0.0012 1.362 No 0.852 -17.27 Yes <0.0001 -7.971 Yes 0.0422

2 vs. 48 -20.27 Yes <0.0001 -14.72 Yes <0.0001 -10.96 Yes 0.0003 -7.971 Yes 0.0422

24 vs. 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

2 vs. 48 -17.58 Yes 0.0005 -21.87 Yes <0.0001 -22.43 Yes <0.0001 6.006 No 0.1564

24 vs. 48 -8.587 No 0.1226 -15.55 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

2 vs. 48 -8.123 No 0.1514 -19.14 Yes <0.0001 -21.66 Yes <0.0001 12.39 Yes 0.0009

24 vs. 48 -2.199 No 0.8655 -11.26 Yes 0.0001 6.369 Yes 0.043 12.94 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

2 vs. 48 -9.924 No 0.0634 -18.94 Yes <0.0001 -22.98 Yes <0.0001 10.55 Yes 0.0051

24 vs. 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 -16.54 Yes <0.0001 16.26 Yes <0.0001

2 vs. 48 -4.52 No 0.547 -11.15 Yes 0.0002 -11.7 Yes 0.0001 11.23 Yes 0.0028

24 vs. 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

2 vs. 48 -15.62 Yes 0.0019 0.1147 No 0.9989 -18.1 Yes <0.0001 4.021 No 0.4264

24 vs. 48 -11.29 Yes 0.03 -1.264 No 0.8711 -9.909 Yes 0.001 -8.577 Yes 0.0267
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Figura A7.7. Efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido R-1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de 

fibroblastos a 2, 24 y 48 h 
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Figura A7.8 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido R-1R5R9R 

en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

0 vs. 3.125 -7.879 No 0.7889 20.53 Yes 0.0071 -16.39 No 0.0562 2.64 No 0.9995

0 vs. 6.25 -5.714 No 0.9516 8.213 No 0.7528 -18.36 Yes 0.022 -6.931 No 0.8767

0 vs. 12.5 4.502 No 0.987 1.127 No >0.9999 -25.93 Yes 0.0003 -1.815 No >0.9999

0 vs. 25 7.1 No 0.8629 0.2415 No >0.9999 -28.84 Yes <0.0001 1.485 No >0.9999

0 vs. 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

0 vs. 3.125 3.55 No 0.9969 -24.96 Yes 0.0005 10.89 No 0.4285 5.666 No 0.9537

0 vs. 6.25 -0.2597 No >0.9999 -18.52 Yes 0.0204 10.06 No 0.5284 3.52 No 0.9971

0 vs. 12.5 -7.706 No 0.8067 -17.47 Yes 0.034 5.29 No 0.9678 25.41 Yes 0.0004

0 vs. 25 6.32 No 0.9197 -10.79 No 0.4405 10.06 No 0.5284 32.56 Yes <0.0001

0 vs. 50 22.42 Yes 0.0025 -12.96 No 0.2246 6.224 No 0.9255 32.4 Yes <0.0001

0 vs. 100 25.28 Yes 0.0004 -5.314 No 0.967 10.79 No 0.4406 5.006 No 0.9762

0 vs. 200 12.38 No 0.2738 7.488 No 0.828 -6.12 No 0.9314 3.08 No 0.9987

24 h

48 h

Stimuli 

hours
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Figura A7.9 efecto citotóxico ejercido por el péptido RGD-Ahx-R-1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de 

fibroblastos a 2, 24 y 48 h 
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Figura A7.10 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Tuckey del efecto citotóxico ejercido por el péptido RGD-Ahx-R-1R5R9R en 

líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

2 vs. 24 -10.52 No 0.0642 0 No >0.9999 2.417 No 0.573 -2.899 No 0.857

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

2 vs. 24 3.734 No 0.6928 10.38 Yes 0.0008 -8.7 Yes 0.0019 0.619 No 0.9944

2 vs. 48 -1.46 No 0.945 1.523 No 0.8341 -8.7 Yes 0.0019 0.6342 No 0.9941

24 vs. 48 -5.194 No 0.4945 -8.855 Yes 0.0045 0 No >0.9999 0.01527 No >0.9999

2 vs. 24 34.13 Yes <0.0001 12.17 Yes <0.0001 -17.78 Yes <0.0001 -11.39 No 0.1048

2 vs. 48 20.66 Yes 0.0001 2.167 No 0.6937 -17.73 Yes <0.0001 -11.17 No 0.1137

24 vs. 48 -13.48 Yes 0.0132 -10.01 Yes 0.0013 0.04713 No 0.9998 0.2216 No 0.9991

2 vs. 24 10.83 No 0.055 17.54 Yes <0.0001 -14.16 Yes <0.0001 5.6 No 0.633

2 vs. 48 -14.96 Yes 0.0054 7.427 Yes 0.0195 -14.2 Yes <0.0001 -15.45 Yes 0.0392

24 vs. 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 -23.42 Yes <0.0001 -11.4 No 0.1608

2 vs. 48 -17.92 Yes 0.0008 21.23 Yes <0.0001 -21.89 Yes <0.0001 -18.31 Yes 0.0121

24 vs. 48 -25.47 Yes <0.0001 7.337 Yes 0.0213 1.528 No 0.799 -6.915 No 0.4222

2 vs. 24 12.49 Yes 0.0464 10.33 Yes 0.0009 -22.25 Yes <0.0001 3.335 No 0.8154

2 vs. 48 -16.54 Yes 0.006 16.73 Yes <0.0001 -21.15 Yes <0.0001 -2.798 No 0.866

24 vs. 48 -29.03 Yes <0.0001 6.395 No 0.0505 1.103 No 0.8894 -6.133 No 0.5058

2 vs. 24 4.111 No 0.6415 20.84 Yes <0.0001 -23.81 Yes <0.0001 -5.743 No 0.5494

2 vs. 48 -18.57 Yes 0.0005 30.74 Yes <0.0001 -24.6 Yes <0.0001 -10.36 No 0.1518

24 vs. 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

2 vs. 48 -36.65 Yes <0.0001 57.18 Yes <0.0001 -11.21 Yes <0.0001 -28.59 Yes <0.0001

24 vs. 48 -15.03 Yes 0.0052 25.87 Yes <0.0001 2.986 No 0.4301 -17 Yes 0.0089
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Figura A7.11. Efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido RGD-Ahx-R-1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo 

primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 
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Figura A7.12 ANOVA de dos vías con comparaciones múltiples de Sidak del efecto sobre la tasa de proliferación ejercido por el péptido RGD-

Ahx-R-1R5R9R en líneas celulares derivadas de mama y cultivo primario de fibroblastos a 2, 24 y 48 h 

 

 

Mean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P ValueMean Diff.SignificantAd P Value

0 vs. 3.125 23.54 No 0.3016 12.13 No 0.9254 -11.2 No 0.95 -30.45 No 0.0787

0 vs. 6.25 59.08 Yes <0.0001 14.7 No 0.8226 -19.92 No 0.5088 -8.23 No 0.9911

0 vs. 12.5 36.77 Yes 0.017 20.66 No 0.4628 -15.25 No 0.7944 -9.156 No 0.9834

0 vs. 25 34.19 Yes 0.0328 17.98 No 0.6325 -24.69 No 0.2485 -28.5 No 0.1198

0 vs. 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

0 vs. 3.125 -0.4484 No >0.9999 -9.891 No 0.9743 1.66 No >0.9999 0.3086 No >0.9999

0 vs. 6.25 -11.88 No 0.9326 -10.44 No 0.9656 1.763 No >0.9999 0.6173 No >0.9999

0 vs. 12.5 -30.38 No 0.08 -9.672 No 0.9773 2.593 No >0.9999 -30.97 No 0.0702

0 vs. 25 -28.81 No 0.1122 16.12 No 0.7461 4.253 No 0.9999 -7.819 No 0.9934

0 vs. 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
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10.8  Anexo 8 Citometría de flujo apoptosis/necrosis 

 

Figura A8. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de apoptosis/necrosis en células 

MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. Control de medio RPMI-

1640 suplementado con SFB 5% B. Células tratadas con Formaldehido 4% C. Células tratadas con 

IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 2 h y D. por 24 h.  

Cada panel se compone de: (i) Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los 

tratamientos evaluados: (ii) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y 

Anexina V. Q1:eventos en necrosis, Q2: eventos en apoptosis tardía, Q3: apoptosis temprana y Q4: 

eventos vivos. (iii) Tabla de porcentaje de eventos asociado a cada estado celular.  
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10.9  Anexo 9 Citometría de flujo activación de caspasas 

 

Figura A9. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de activación de caspasas en 

células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. Control de medio 

RPMI-1640 suplementado con SFB 5% B. Células tratadas con Formaldehido 4% C. Células 

tratadas con IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 2 h y D. por 24 h.  

Cada panel se compone de: (i) Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los 

tratamientos evaluados: (ii) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y 

Anexina V. Q1:eventos muertos, Q2: eventos muertos con activación de caspasas, Q3: vivos con 

activación de caspasas y Q4: eventos vivos. (iii) Tabla de porcentaje de eventos asociado a cada 

estado celular 
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10.10   Anexo 10 Citometría de flujo despolarización de membrana 

 

Figura A10. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de activación de caspasas en 

células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. Control de medio 

RPMI-1640 suplementado con SFB 5% B. Células tratadas con Formaldehido 4% C. Células 

tratadas con IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 2 h y D. por 24 h.  

Cada panel se compone de: (i) Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los 

tratamientos evaluados: (ii) Diagramas de puntos de los tratamientos en los canales de 7 AAD y 

Anexina V. Q1:eventos muertos despolarizados, Q2: eventos muertos polarizados, Q3: vivos 

despolarizadosy Q4: eventos vivos polarizados. (iii) Tabla de porcentaje de eventos asociado a 

cada estado celular 
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10.11 Anexo 11 Análisis de expresión génica relativa 

 

Fluor Sample Cq Average Fluor Sample Cq Average

Control 24h 16.22 16.64 Control 24h 21.78 22.66

Control 24 h 17.05 Control 24 h 23.54

Etoposide -24h18.68 19.84 Etoposide -24h 23.21 23.42

Etoposide -24h21.00 Etoposide -24h 23.63

618-24h 17.52 18.62 618-24h 24.30 24.69

618-24h 19.71 618-24h 25.07

Control 2h 16.01 16.52 Control 2h 21.95 21.99

Control 2 h 17.02 Control 2 h 22.03

Etoposide -2h 17.31 18.06 Etoposide -2h 23.55 24.21

Etoposide -2h 18.8 Etoposide -2h 24.87

618-2h 16.12 16.26 618-2h 22.59 23.12

618-2h 16.39 618-2h 23.65

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 21.73 21.73 0.85 1.01 0.23 1.05

Control 24 h 21.73 1.17

Etoposide -24h24.69 24.86 0.37 0.46 0.14 0.55

Etoposide -24h25.03 0.56

618-24h 23.14 23.65 1.18 1.07 0.16 0.66

618-24h 24.15 0.96

Control 2h 21.19 21.26 0.89 1.01 0.16 0.77

Control 2 h 21.32 1.12

Etoposide -2h 23.2 23.24 0.93 0.93 0.01 0.03

Etoposide -2h 23.27 0.94

618-2h 22.47 22.53 0.51 0.56 0.08 0.35

618-2h 22.58 0.62

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 30.08 30.495 1.134848725 1.008011719 0.1794 0.588209917

Control 24 h 30.91 0.881174713

Etoposide -24h34.08 33.04 0.457708186 0.729721278 0.3847 1.164299649

Etoposide -24h 32 1.00173437

618-24h 33.23 32.79 0.470576115 0.943621224 0.669 2.040215945

618-24h 32.35 1.416666332

Control 2h 30.24 30.575 1.073632315 1.002524942 0.1006 0.328899464

Control 2 h 30.91 0.931417569

Etoposide -2h 26.36 26.43 66.37186922 65.13053085 1.7555 6.642139809

Etoposide -2h 26.5 63.88919249

618-2h 25 25.495 56.20006913 46.70350664 13.43 52.67765236

618-2h 25.99 37.20694415

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 21.69 21.785 0.90909313 1.004545221 0.135 0.619644907

Control 24 h 21.88 1.099997313

Etoposide -24h26.74 26.835 0.177083292 0.128718266 0.0684 0.25488532

Etoposide -24h26.93 0.08035324

618-24h 23.21 23.23 1.166753666 1.511571942 0.4876 2.099210857

618-24h 23.25 1.856390217

Control 2h 22.13 22.46 1.069917829 1.002284523 0.0956 0.425859034

Control 2 h 22.79 0.934651216

Etoposide -2h 23.99 24.07 1.23756131 1.206215195 0.0443 0.18417159

Etoposide -2h 24.15 1.174869079

618-2h 25.67 26.115 0.127405547 0.108903821 0.0262 0.100192965

618-2h 26.56 0.090402094

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 23.34 23.34 0.851158668 0.851158668 #DIV/0! #DIV/0!

Control 24 h

Etoposide -24h25.29 26.01 0.735858358 0.629903989 0.1498 0.576094218

Etoposide -24h26.73 0.523949619

618-24h 24.92 24.755 1.047899238 1.601309315 0.7826 3.161543268

618-24h 24.59 2.154719392

Control 2h 24.49 24.29 0.740976657 1.045273418 0.4303 1.771678081

Control 2 h 24.09 1.349570179

Etoposide -2h 24.81 24.81 2.49233846 2.49233846 #DIV/0! #DIV/0!

Etoposide -2h

618-2h 22.2 22.29 6.600155432 5.515374515 1.5341 6.88251182

618-2h 22.38 4.430593599
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Figura A11. Análisis de expresión relativa de genes por método Livak  pro y anti-apoptóticos en 

células MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R 

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 30.39 30.39 0.851158668 0.851158668 #DIV/0! #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

618-24h 25.06 126.0192222

Control 2h 24.51 24.51 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

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
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

618-24h 23.01 3.100498088

Control 2h 22.76 22.805 0.87812608 1.008457357 0.1843 0.808227406

Control 2 h 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

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
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

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

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
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

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 26.02 26.045 2.616249263 2.648372648 0.0454 0.174426289

Etoposide -2h 26.07 2.680496033

618-2h 25.43 25.28 1.708227353 1.653796608 0.077 0.304496431

618-2h 25.13 1.599365863

Fluor Sample Cq Average нϣόɲɲ/¢ύ
Mean fold change 

in gene expression
StDev Coe Var

Control 24h 24.81 25.605 1.476826146 1.07697696 0.5655 2.208444218

Control 24 h 26.4 0.677127773

Etoposide -24h27.43 27.43 1.550249044 1.217241487 0.4709 1.716893196

Etoposide -24h27.29 0.88423393

618-24h 25.42 25.415 5.825976976 4.706143239 1.5837 6.231296705

618-24h 25.41 3.586309503

Control 2h 24.68 24.535 1.062527367 1.001839798 0.0858 0.349807143

Control 2 h 24.39 0.94115223

Etoposide -2h 25.19 24.795 2.407440263 3.165958081 1.0727 4.326300409

Etoposide -2h 24.4 3.9244759

618-2h 23.97 24.07 1.744120841 1.870329053 0.1785 0.741526238

618-2h 24.17 1.996537265

SYBR

SYBR

SYBR

SYBR

SYBR
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10.12 Anexo 12 Citometría de flujo de producción de ROS 

 

Figura A12. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de producción de ROS en células 

MCF-7 tratadas por 2 y 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R A. Control de medio RPMI-

1640 suplementado con SFB 5% B. Células tratadas con Formaldehido 4% C. Células tratadas con 

IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R por 24 h y D. por 2 h.  

Cada panel se compone de: (i) Histogramas representativos del cambio en la fluorescencia de los 

tratamientos evaluados: (ii) Tabla de porcentaje de eventos asociado a cada estado celular 
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10.13 Anexo 13 Zimografía 

 

Figura A13. Zimografía de gelatinasas (duplicado técnico)  
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10.14 Anexo 14 Citometría de liberación de citoquinas 

 

Figura A14.1. Ensayo de citometría de flujo para la determinación de producción de citoquinas en 

células MCF-7 A-B Tratadas con medio RPMI 1640 suplementado con SFB 5%, C-D Tratadas por 2 

y  E-F 24 h con el IC50 del péptido RGD-Ahx-1R5R9R 

 

Figura A14.2. Curvas estándar de calibración de citoquinas humanas utilizando el kit 

LEGENDplexᾝ Human Macrophage/Microglia Panel 
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10.15  Anexo 15 Evaluación de toxicidad en Galleria mellonella 

 
Figura A15. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de larvas de Galleria mellonella tratadas con los 

péptidos 1R5R9R, R-1R5R9R, RGD-Ahx-1R5R9R y RGD-Ahx-R-1R5R9R a 40 mg/kg  (n=10, con dos 

réplicas biológicas) 

10.16 Anexo 16 Evaluación de toxicidad en Danio rerio 

 

Figura A16. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de embriones de Danio rerio tratados con 

diferentes concentraciones diarias del péptido 1R5R9R. 
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Figura A16.2 Morfología embriones de pez cebra A. Embriones vivos y B. muertos luego del 

tratamiento con 50 g/mL de RGD-Ahx-1R5R9R C. embriones control 

10.17  Anexo 17 Evaluación comportamental ratones CD1 

 

 
Figura A17.   Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de ratones CD1 macho de 7 semanas tratados 

con 70 mg/Kg de los péptidos 1R5R9R, R-1R5R9R , RGD-Ahx-1R5R9R y RGD-Ahx-R-1R5R9R por vía A. 

intraperitoneal y B. subcutánea
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Tabla A17.1 Evaluación de la observación del comportamiento de ratones CD1 1 min después de la inoculación con 1R5R9R A. Vía intraperitoneal 

y B. Vía subcutánea 

Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9RCompuesto:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

1 minTiempo SubcutáneaRuta:

35 gPeso:33 gPeso:33 gPeso:35 gPeso:

F (8)E (7)D (6)Cntrl (5)

Sin manipulación

Sentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasPosición corporal

Sentado quietoSentado quietoSentado quietoSentado quietoActividad locomotora

SedadoSedadoSedadoSedadoSedación/excitación

1211Piloerección

1111Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

0000Retorcedura

-1-1-1-1Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusenteContracción de cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000Contracción corporal

1111Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000Tono de extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000Suspención de la cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000
Aumento de 
defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Los individuos se encuentran bajo el estrés normal post inyección subcutánea, individuo 7 

presentó punción traumática 
Comentarios

Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9RCompuesto:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

1 minTiempo IntraperitonealRuta:

34 gPeso:34 gPeso:35 gPeso:35 gPeso:

C (4)B (3)A (2)Cntrl (1)

Sin manipulación

Sentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasPosición corporal

Sentado quietoSentado quietoSentado quietoSentado quietoActividad locomotora

SedadoSedadoSedadoSedadoSedación/excitación

2221Piloerección

1110Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

1110Retorcedura

-1-1-1-1Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusenteContracción de cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000Contracción corporal

1111Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

1111Tono abdominal

0000Tono de extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000Suspención de la cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000Aumento de defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Los individuos se encuentran bajo el estrés normal post inyección peritonealComentarios

A B
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Tabla A17.2 Evaluación de la observación del comportamiento de ratones CD1 15 min después de la inoculación con 1R5R9R A. Vía intraperitoneal 

y B. Vía subcutánea 

A B
Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

15 minTiempo SubcutáneaRuta:

35 gPeso:33 gPeso:33 gPeso:35 gPeso:

F (8)E (7)D (6)Cntrl (5)

Sin manipulación

De pieSentado en cuclillasDe pieDe piePosición corporal
Exploración 
moderadaSentado quietoExploración moderada

Exploración 
moderadaActividad locomotora

SedadoSedadoSedadoExcitadoSedación/excitación

1211Piloerección

0100Ptosis

----Exoftalmos

----Comportamiento inusual

----Cola de Straub

0000Retorcedura

0-100Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusenteContracción de cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000Contracción corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000Tono de extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000Suspención de la cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000Aumento de defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Comentarios

Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

15 minTiempo IntraperitonealRuta:

34 gPeso:34 gPeso:35 gPeso:35 gPeso:

C (4)B (3)A (2)Cntrl (1)

Sin manipulación

Sentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasDe piePosición corporal

Sentado quietoSentado quietoSentado quieto
Exploración 
moderadaActividad locomotora

SedadoSedadoSedadoExcitadoSedación/excitación

2221Piloerección

1010Ptosis

----Exoftalmos

----Comportamiento inusual

----Cola de Straub

2120Retorcedura

-1-1-10Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusenteContracción de cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000Contracción corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

1110Tono abdominal

0000Tono de extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000Suspención de la cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000Aumento de defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Comentarios
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Tabla A17.3 Evaluación de la observación del comportamiento de ratones CD1 30 min después de la inoculación con 1R5R9R A. Vía intraperitoneal 

y B. Vía subcutánea 

A B
Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

30 minTiempo IntraperitonealRuta:

34 gPeso:34 gPeso:35 gPeso:35 gPeso:

C (4)B (3)A (2)Cntrl (1)

Sin manipulación

Sentado en cuclillasSentado en cuclillasSentado en cuclillasDe piePosición corporal

Sentado quietoSentado quietoSentado quieto
Corriendo/exploran

do
Actividad 

locomotora

SedadoSedadoSedadoExcitadoSedación/excitación

1110Piloerección

0010Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

1110Retorcedura

-10-10Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusente
Contracción de 

cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000
Contracción 

corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000
Tono de 

extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000
Suspención de la 

cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000
Aumento de 
defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Comentarios

Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

30 minTiempo SubcutáneaRuta:

35 gPeso:33 gPeso:33 gPeso:35 gPeso:

F (8)E (7)D (6)Cntrl (5)

Sin manipulación

De pieSentado en cuclillasDe pieDe piePosición corporal
Corriendo/exploran

do
Exploración 
moderadaCorriendo/explorando

Corriendo/exploran
do

Actividad 
locomotora

ExcitadoSedadoExcitadoExcitadoSedación/excitación

0100Piloerección

0100Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

0000Retorcedura

0000Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusente
Contracción de 

cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000
Contracción 

corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000
Tono de 

extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000
Suspención de la 

cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000
Aumento de 
defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Comentarios
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Tabla A17.4 Evaluación de la observación del comportamiento de ratones CD1 1 h después de la inoculación con 1R5R9R A. Vía intraperitoneal y 

B. Vía subcutánea 

A B
Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

1 hTiempo IntraperitonealRuta:

34 gPeso:34 gPeso:35 gPeso:35 gPeso:

C (4)B (3)A (2)Cntrl (1)

Sin manipulación

De pieDe pieDe pieDe piePosición corporal
Exploración 
moderada

Exploración 
moderadaExploración moderada

Corriendo/exploran
do

Actividad 
locomotora

ExcitadoExcitadoExcitadoExcitadoSedación/excitación

0010Piloerección

0000Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

0000Retorcedura

0000Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusente
Contracción de 

cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000
Contracción 

corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000
Tono de 

extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000
Suspención de la 

cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000
Aumento de 
defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

1110Ataxia
Comentarios

Andrea Barragán CárdenasInvestigador:Perfil de observación Irwin/FOB

10/8/2022Fecha:Mus musculus Especie:

70 mg/kgDosis1R5R9R
Compuest
o:

0.300 mLVol dosis:Solución salinaVehículo:

1 hTiempo SubcutáneaRuta:

35 gPeso:33 gPeso:33 gPeso:35 gPeso:

F (8)E (7)D (6)Cntrl (5)

Sin manipulación

De pieDe pieDe pieDe piePosición corporal
Corriendo/exploran

do
Exploración 
moderadaCorriendo/explorando

Corriendo/exploran
do

Actividad 
locomotora

ExcitadoExcitadoExcitadoExcitadoSedación/excitación

0100Piloerección

0000Ptosis

----Exoftalmos

----
Comportamiento 

inusual

----Cola de Straub

0000Retorcedura

0000Tasa de respiración

AusenteAusenteAusenteAusente
Contracción de 

cabeza

AusenteAusenteAusenteAusenteSaltos

0000
Contracción 

corporal

0000Temblor

AusenteAusenteAusenteAusenteConvulsión

AusenteAusenteAusenteAusenteSobresalto

Con manipulación

0000Reactividad al tacto

0000Tono abdominal

0000
Tono de 

extremidades

0000Agresividad 

NormalNormalNormalNormalTamaño de pupila

0000Colocación visual

0000
Suspención de la 

cola

0000Fuerza de agarre

0000Reflejo pineal

NormalNormalNormalNormalLagrimación

0000Salivación

0000Diarrea

0000
Aumento de 
defecación

0000Aumento de orina

AusenteAusenteAusenteAusenteVocalización

0000Ataxia
Comentarios
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Tabla A17.5 Evaluación de la observación del comportamiento de ratones CD1 6 h después de la inoculación con 1R5R9R A. Vía intraperitoneal y 

B. Vía subcutánea 


