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Resumen

El cancer de cuello uterino (CCU) representa una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad femenina a nivel global y en Colombia. Los tratamientos convencionales, aunque
han aumentado la expectativa de vida, suelen desencadenar resistencia tumoral y efectos
deletéreos severos que impactan fisica y psicolégicamente a las pacientes, provocando en
muchos casos la desercion terapéutica. En este contexto, los péptidos anticancerigenos
surgen como una alternativa terapéutica prometedora debido a su alta selectividad, potencia
y capacidad para ejercer diversos mecanismos de accion. En esta investigacion se evaluo
efecto citotoxico de nuevas quimeras peptidicas elaboradas a partir de la conjugacién de la
secuencia 15-23 de la Melitina (ALISWIKRK) con motivos minimos de Lactoferricina
Bovina (LfcinB) y Buforina IIb (BFlIb) sobre la linea celular de cancer de cuello uterino
humano HeLa, evaluando la viabilidad celular y estableciendo la Concentracion Inhibitoria
Media (IC50) en diferentes ventanas de tiempo para establecer la cinética de accion de los
péptidos P4 y P8 que presentaron el mejor desempefio. Asimismo, se evalud la
biocompatibilidad y selectividad de los péptidos promisorios frente a lineas celulares no
cancerigenas, y se analizd de forma preliminar si la muerte celular inducida por dichos
péptidos, esta asociada a eventos apoptdticos mediante citometria de flujo. Este trabajo
permitid identificar un péptido citotoxico y selectivo contra la linea de CCU Hela,
proyectandose como una molécula base para el futuro desarrollo de medicamentos

oncolégicos.

Palabras clave: Melitina (MEL), péptidos antimicrobianos (PAM), péptidos
anticancerigenos (PACs), cancer de cuello uterino, efecto citotoxico, viabilidad celular,
motivo minimo, selectividad, Lactoferricina bovina (LfcinB), Buforinallb (BFllb),

membrana celular, hemolisis.



Introduccion

El cancer de cuello uterino es considerado uno de los cuatro tipos de cancer mas frecuentes
en mujeres adultas, su escalamiento en los ultimos afios, hace que esta enfermedad se
considere como una de las afecciones que generan mayor preocupacion a nivel global. Para
el ano 2022 se reportaron aproximadamente 600.000 casos nuevos y alrededor de 350.000
muertes [4,59]. En Colombia, este cancer ocupa el tercer lugar de incidencia y el quinto en
mortalidad; esto, se ve ligado a multiples determinantes como desigualdades en el acceso a
servicios de vacunacion, deteccion y tratamiento [1]. En la actualidad, existen tratamientos
para esta enfermedad que han aumentado la expectativa de vida en personas que padecen la
enfermedad. Sin embargo, estos tratamientos tienden a generar resistencia, no son
especificos y generan fuertes efectos deletéreos, generando desercion en el tratamiento a
causa del fuerte impacto fisico y psicolégico que sufren los pacientes que padecen la
patologia [5]. Considerando lo anterior, es importante desarrollar nuevos farmacos mas

eficientes y selectivos capaces de contener y enfrentar la enfermedad.

Los péptidos surgen como una alternativa prometedora para la generaciéon de nuevos
tratamientos. Esto, porque ejercen su actividad mediante diversos mecanismos de accion,
presentan mayor selectividad y especificidad, potencia y amplio espectro de accion [36].
Ademas, su facilidad de sintesis, aparece como una estrategia util que permite potenciar y
modificar las diferentes moléculas peptidicas existentes, buscando ampliar su margen
terapéutico, efecto citotoxico y selectividad en busqueda de nuevos prospectos para el
tratamiento de la enfermedad. Asi mismo, la construccion de quimeras peptidicas, que
consiste en combinar dos péptidos bioactivos en una inica molécula, favorece aiin mas su
actividad bioldgica e incluso disminuye la toxicidad [35]. Bajo esta estrategia, se han
desarrollado multiples péptidos antimicrobianos (PAMs) que han demostrado fuerte
actividad sobre un amplio espectro de bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como
hongos e inclusive virus [31]. De igual manera, los péptidos terapéuticos se han enmarcado
en otros campos de tratamiento por sus propiedades natriuréticas y diuréticas,
antiinflamatorias e inmunomoduladores, asi como en el tratamiento de otros tipos de cancer

[34].



Esta investigacion se centra en la evaluacion del efecto citotoxico de péptidos derivados de
la Melitina (MEL) mediante la formacion de quimeras con diferente mecanismo de accion

en la linea de cancer de cuello uterino humano HeL a.

MEL, es una sustancia compleja secretada por la glandula del veneno de abeja que
constituye el 50% del peso seco del veneno de la abeja melifera (4pis mellifera); del cual,
se han reportado numerosos usos potenciales contra el céncer, asi como en otras
enfermedades humanas tales como la esclerosis multiple, artritis reumatoide e incluso la
enfermedad de Parkinson [46,47]. La Melitina se conforma por 26 aminoacidos en su
secuencia completa, la cual, ha demostrado efecto citotoxico por diferentes mecanismos de
accion en células de cancer de higado, cancer de mama, cancer de colon y cancer de ovario
[47]. En estudios previos, se reportd que la secuencia > ALISWIKRK? de la MEL demostrd
amplio espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas [22]. Es por esto que, dicha secuencia se tuvo en cuenta en el disefio de las
quimeras con el objetivo de generar nuevas moléculas en coaccidon con motivos minimos de
Lactoferricina Bovina (LfcinB) y Buforinallb (BFllb), péptidos que ya han demostrado
actividad citotoxica en diferentes lineas celulares de cancer, ambos con un diferente
mecanismo de accion asociado. Ademas, esta investigacion busca evaluar la selectividad de
los péptidos mds promisorios mediante ensayos en lineas celulares no cancerigenas,
cualidad importante que marca una brecha en los tratamientos tradicionales contra el cancer
de cuello uterino (CCU) y otros tipos de cancer en general, ensayo in vitro importante
muestra un panorama de la biocompatibilidad de los péptidos con mejor actividad
demostrada. Al mismo tiempo, se busca determinar de forma parcial si la muerte celular
mediada por los péptidos con mejor desempeiio esta ligada a eventos apoptdticos mediante

ensayos de citometria de flujo.

En resumen, este estudio busca identificar nuevos péptidos quiméricos con actividad
selectiva que puedan tener aplicaciones terapéuticas potenciales en el tratamiento de cancer
de cuello uterino, contribuyendo asi al desarrollo de moléculas activas basadas en péptidos

con alta actividad citotoxica para el futuro desarrollo de medicamentos oncologicos.

1. Planteamiento del Problema
En la actualidad, el cancer se concibe como un problema de salud a nivel mundial; este, no
es una sola afeccion sino un término que agrupa a mas de 100 enfermedades diferentes. Se

caracteriza fundamentalmente por la pérdida de los mecanismos de homeostasis y control



del ciclo celular. Es por esto que hay una division y crecimiento descontrolado de células
anormales, derivadas de alteraciones genéticas (mutaciones en oncogenes, genes supresores
de tumores y genes de reparacion del ADN). A diferencia de las células no cancerosas que
envejecen y mueren mediante la apoptosis, las células neoplasicas evaden esta muerte
programada y adquieren la capacidad patologica de invadir tejidos, Organos sanos
adyacentes y, eventualmente, diseminarse a otras partes del cuerpo a través del torrente

sanguineo o el sistema linfatico, un proceso bioldgico conocido como metastasis [62,63].

El céancer de cuello uterino (CCU) ocupa el tercer lugar como la neoplasia maligna mas
comun entre mujeres adultas en todo el mundo, considerandose un problema de salud
publica mundial. Este, s6lo sobrepasado por el cancer colorrectal y el cancer de mama
respectivamente; presentando asi 569.000 casos nuevos cada afio [1,59]. De manera que la
prevalencia de esta enfermedad va en aumento gradualmente en el mundo, donde existe una
tendencia significativa en paises de ingresos bajos y medios; Colombia ocupa el tercer lugar
en incidencia y el quinto en mortalidad [2]. Esto se ve fundamentado por factores como el
acceso reducido a pruebas de deteccion, el acceso al tratamiento y la supervivencia al
mismo, junto a la dificultad para el acceso a las vacunas contra el virus del papiloma humano
(VPH) [1]. Es relevante mencionar que, la vacuna como método de prevencion de la
enfermedad tiene baja aceptabilidad en la comunidad no cientifica. Al presente afio, parte
de la poblacion atn expresan abiertamente su escepticismo y reconocimiento frente a los
beneficios de la vacunacion como una medida de prevencion; el acceso limitado a la misma,
la resistencia cultural junto a la creciente ola de personas antivacunas, empeoran aiin mas el

panorama [60].

La infeccion por virus del papiloma humano estd asociada a la mayoria de los casos de
cancer de cuello uterino, donde los genotipos VPH-16 y VPH-18 se identifican como los
subtipos de alto riesgo, ya que han sido asociados a mas del 50 % y 10 % de los casos,

respectivamente. [1]

En el 2018, en Colombia, el cancer de cuello uterino fue la tercera causa de muerte,
registrando una de las tasas de mortalidad mas altas del pais, 14,21 casos por cada 100.000
mujeres [3]. El patron de riesgo de mortalidad mostro regiones con alto riesgo; en particular,
zonas cercanas a los rios navegables, regiones de frontera, el golfo de Uraba y la serrania
del Baudo. Esto se relaciona con que son regiones apartadas de los grandes centros poblados,

lo que incide en la calidad de los servicios de tamizacién y tratamiento [4]. Las terapias



contra el cancer de cuello uterino se determinan en funcién de varios factores, entre ellos:
el estadio del cancer, metastasis, tamafio del tumor, la edad y la condicidon general del
paciente [1]. Segtin la Red Nacional Integral del Céancer, los tratamientos incluyen remocion
quirargica, radiacion y quimioterapia solas o en combinacion. Haciendo especial énfasis en
que la remocion quirurgica se aplica a lesiones precancerosas pequeias o cancer de cuello
uterino contenido en el utero [59]. La radiacion y la quimioterapia se aplican en el caso de
lesiones grandes, cancer de cuello uterino metastasico y cancer avanzado y/o recurrente.
Siendo la quimioterapia el tratamiento definitivo para cancer de cuello uterino, con alta tasa
de respuesta, incluso en pacientes con enfermedad metastdsica recurrente o que previamente

han recibido radioterapia [1].

A pesar de que la radioterapia y mayoritariamente la quimioterapia son tratamientos que
demuestran un resultado notable, soportado con altas tasas de respuesta [3]. Aun con los
importantes avances cientificos, siguen siendo terapias iatrogénicas que implican un alto
costo psicolégico y bioldgico en los pacientes [5]. El proposito de todo tratamiento
oncoldgico es reducir el volumen tumoral e idealmente erradicar la masa o lesiones
metastasicas; la cirugia a través de la reseccion, la radioterapia a través de la radiacion y la
quimioterapia a través de la administracion de agentes antineoplésicos [1]. Pese a esto, los
tratamientos presentan efectos colaterales que pueden interrumpir la permanencia del
paciente, algunos de los efectos son vomitos, diarreas, mucositis, inmunosupresion, anemia,
alopecia, astenia, adinamia y algunos otros mas [5]. Donde la intensidad de los sintomas
depende de multiples factores como: la region irradiada, la dosis de radiacion o de
medicamento, el tipo de medicamento utilizado, las diferencias individuales y la

competencia inmunoldgica, entre otros [6].

De acuerdo con lo anteriormente dicho, los péptidos anticancerigenos (PACs) se presentan
como alternativa emergente que puede aumentar las opciones de tratamiento,
potencialmente reduciendo los efectos secundarios asociados a la administracion sistémica.
Estos, son secuencias cortas de aminoacidos que son selectivos y toxicos para las células
cancerosas; se derivan de los péptidos antimicrobianos (PAMs), los cuales constituyen un
mecanismo primario de defensa contra infecciones causadas por bacterias y otros agentes
externos, conformando la inmunidad innata y producidos por distintos tipos de organismos

de forma natural [15,50].



1.2 Justificacion

A nivel mundial, el cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas comun en mujeres, con
alrededor de 660.000 casos nuevos en 2022. Reportando 350.000 muertes a causa de esta
enfermedad en paises de ingresos bajos y medianos [6]. En Colombia, el cancer de cuello
uterino es la primera causa de muerte por cancer entre mujeres de 30 a 59 afios. A diferencia
de otros canceres, este se encuentra asociado con la infeccion con la infeccion del virus del
papiloma humano (VPH) [7]. Los tipos 16 y 18 de VPH son los causantes del 70% de los
canceres de cuello uterino y de las lesiones precancerosas del cuello del utero, siendo el
VPH 16, el de mayor riesgo a desarrollar cancer in situ o cancer invasivo [1]. Las regiones
mas apartadas y con bajos recursos presentan alta morbilidad y mortalidad asociada al
cancer de cuello uterino, ya que presentan mayor desigualdad en el acceso a los servicios de
vacunacion, deteccion temprana y tratamiento; de manera que, estdn expuestas a mayores

factores de riesgo, determinantes sociales y economicos [6].

El cancer constituye un serio problema de salud y se estima que se incrementara en los
proximos anos [3]. El uso de la citologia para la deteccion de lesiones precancerosas no ha
tenido mayor impacto en las tasas de incidencia y mortalidad, que ain se mantienen altas en
la region [8]. La OMS proyecta que en Colombia la morbilidad del cancer de cuello uterino

aumentard de 4.300 a 6.300 casos y de 2.400 a 3.700 muertes en el 2040 [9].

Los tratamientos disponibles para el cancer de cuello uterino incluyen cirugia, quimioterapia
y/o radioterapia. Con frecuencia, los quimioterapéuticos (solos o en combinacion) se utilizan
para el tratamiento de lesiones cervicales avanzadas y recurrentes [8]. El cisplatino, el 5-
fluorouracilo (5-FU), el carboplatino, el paclitaxel, la gemcitabina, la irinotecan, la
mitomicina y el bevacizumab se utilizan con frecuencia en los tratamientos [10]. Sin
embargo, su uso clinico presenta limitaciones debido a la resistencia tumoral, la baja tasa de

supervivencia y los efectos secundarios [11].

Considerando que a menudo, estos tratamientos carecen de selectividad, los efectos
secundarios deletéreos en células y tejidos sanos causan toxicidad hacia 6rganos vitales y
respuestas inflamatorias graves debido a la necrosis [ 13]. Por ende, se hace necesario buscar
nuevos medicamentos que sean efectivos y selectivos. Los péptidos anticancerigenos
constituyen una alternativa terapéutica, ya que contienen secuencias cortas de aminoacidos

que son selectivos y toxicos para las células cancerosas [12]. Es por esto que, los PACs se
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proyectan como alternativas de tratamiento promisorias debido a su alta penetracion,

selectividad y facil modificacion [12].

Los péptidos anticancerigenos (PACs), son derivados de péptidos antimicrobianos (PAMs)
y producidos por distintos tipos de células de forma natural. Constituyen un mecanismo
primario de defensa contra infecciones causadas por bacterias y otros agentes externos [15].
En ese sentido, los PAMs, que son péptidos codificados por diferentes genes de la inmunidad
innata de multiples organismos, son prometedores candidatos o funcionan como plantillas
de optimizacién para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos [14]. Los PAMs pueden
intervenir en diferentes procesos; la mayoria de ellos inhiben la fase de adhesion de las
bacterias a una superficie; interfieren con la sintesis de la pared celular, son activos en
células metabdlicamente inactivas, es decir que no requieren de transportadores para entrar
a la célula y atacar su diana. Ademas, poseen un mecanismo multimodal de muerte
bacteriana, act@lan en sinergia con antibidticos convencionales y no convencionales.

Inclusive, tienen actividad inmunomoduladora [14].

Aunque los PAMs son conocidos principalmente por sus propiedades antimicrobianas,
algunos PAMs y sus derivados se han reportado como potentes agentes antitumorales con
baja toxicidad en células no cancerosas. Estos péptidos anticancerigenos (PACs) se unen a
la membrana plasmatica y causan muerte celular por necrosis o apoptosis [13]. Sin embargo,
se especula que algunos actiian de forma independiente a la lisis de la membrana celular,
donde posteriormente al ingreso al citoplasma por medio de la formaciéon de poros
transitorios, interactian con proteinas, alterando su sintesis, su actividad enzimatica e

interferencia en la replicacion del DNA y RNA [16].

Es preciso mencionar que, los PACs ofrecen ciertas ventajas sobre tratamientos
convencionales para el cancer, no solo por su mejor selectividad sino que su mecanismo de
accion fisico evade la resistencia que pueda llegar a presentar la célula cancerigena;
farmacos como el cisplatino requieren de transportadores para ingresar a la célula y actuar
en el organelo diana, alli las células cancerigenas mutan facilmente para evitar su entrada,
mientras que los péptidos rompen fisicamente la membrana, lo que implica que sea menos
probable que genere resistencia; ya que estd implicada directamente la composicion lipidica
de su membrana. Asi mismo, su tamafio intermedio les permite penetrar profundamente en
tumores sélidos donde otros bioldgicos no logran llegar; ademas de su biocompatibilidad,

donde a diferencia de quimicos toxicos empleados en el tratamiento convencional, la



degradacion del péptido genera aminoacidos que el organismo es capaz de reciclar o excretar

sin generar dafo hepatico o renal a largo plazo [51,61]

Asi mismo, la formacion de péptidos quiméricos o hibridos que son constructos no naturales
que se componen de por lo menos dos secuencias de péptidos bioactivos diferentes,
representan una ventaja de los PACs; ya que estas combinaciones mejoran la actividad

bioldgica y/o la selectividad, disminuyendo asi, efectos secundarios [55].

Considerando lo anterior, en este trabajo se evalud el efecto citotoxico de péptidos sintéticos
derivados de MEL en células cancerosas derivadas de CCU y se determino el tipo de muerte
celular inducida, con el fin de evaluar su potencial como candidatos promisorios a estudios
preclinicos, en el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas contra el cancer de cuello

uterino.

1.3 Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad anticancerosa de péptidos hibridos derivados de metilina conjugados
quimicamente con secuencias RWQWR y/o RLLR en células humanas procedentes de

cancer de cuello uterino Hela
Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad anticancerosa de péptidos hibridos derivados de metilina conjugados
quimicamente con secuencias RWQWR y/o RLLR en células humanas procedentes de

cancer de cuello uterino Hela

2. Determinar la selectividad del péptido hibrido derivado de metilina conjugado
quimicamente con secuencias RWQWR y/o RLLR mas promisorio en lineas celulares no

cancerosas

3. Establecer de forma parcial si la muerte celular mediada por el péptido promisorio esta

ligada a eventos apoptdticos mediante ensayos de citometria de flujo



2. Marco teodrico

2.1 Cancer de cuello uterino
El céncer de cuello uterino se asocia con la infeccion por el virus del papiloma humano
(VPH), el cual, se desarrolla de forma silenciosa e infectan genitales, boca, ano y garganta.
[23]. De estos, se destacan dos tipos de VPH en particular, 16 y 18, ya que son los causantes
del 70% de los canceres de cuello uterino y de las lesiones precancerosas del cuello del
utero, siendo el de mayor riesgo cancer invasor el VPH 16 [1]. Existen dos tipos de cancer
de cuello uterino, el primero corresponde al carcinoma epidermoide, el cual yace en las
células escamosas que recubren la parte externa del cuello uterino o ectocérvix y es el tipo
de cancer con mayor frecuencia en la poblacion, representando entre el 80% y el 90% de

todos los casos de cancer de cuello uterino [63].

Por otro lado, el adenocarcinoma se origina en las células glandulares, encargadas de
producir la mucosidad cervical y recubren el canal interno del cuello uterino que recubren
el canal del cérvix o endocérvix; este se presenta con menor frecuencia en la poblacion,

aproximadamente entre un 10% y un 20% [24,25].

La prevencion de este tipo de cancer esta relacionada con prever la infeccion por VPH. Sin
embargo, si se ha presentado la infeccion, la deteccion temprana y tratamiento de las lesiones
precancerosas evitan la progresion al cancer [24]. La vacunacion contra la infeccion por el
VPH, mantener habitos saludables, como una dieta alimenticia balanceada, no fumar y evitar
relaciones sexuales tempranas, entre otros, pueden reducir el riesgo de contraer este tipo de
cancer. La deteccion temprana se logra aplicando pruebas especificas como la citologia,
técnicas de biologia molecular, combinadas con pruebas de detecciéon del VPH y la

inspeccion visual [26].

2.2 Tratamiento

Los tratamientos enmarcados en la actualidad contra el cancer de cuello uterino son: cirugia,
quimioterapia y radioterapia de manera individual o en combinacion. La eleccion del
tratamiento esta condicionada por factores como la edad, estadio de la enfermedad, tamafio
del tumor y los riesgos adyacentes a cada terapia [21]. El propdsito del tratamiento es
asegurar la destruccion del tejido afectado por el cancer y evitar su crecimiento y/o

propagacion a otros organos. [30]



Con frecuencia, las lesiones no invasivas son tratadas con terapia laser, crioterapia o escision
electroquirtrgica con asa, donde se extirpa la zona. Los cénceres de cuello uterino
tempranos son tratados quirtirgicamente mediante traquelectomia radical, que consiste en la
extirpacion de la mayor parte del cuello uterino o la histerectomia radical, la extirpacion del
cuello uterino y del ttero [21]. Simultaneamente, el cancer avanzado localmente se trata con
radioterapia dirigida al tumor o mediante implantes radiactivos, técnica en la cual se coloca
material radiactivo directamente dentro o muy cerca del tumor en pequefios dispositivos de
titanio que actan como vehiculos. También, se usan quimioterapéuticos solos o en
combinacion para el tratamiento de lesiones avanzadas y recurrentes. Entre los mas usados
clinicamente se encuentran el cisplatino, el 5-fluorouracilo (5-FU), el carboplatino, el

paclitaxel, la gemcitabina, la irinotecan, la mitomicina y el bevacizumab [29].

El cisplatino es el quimioterapéutico mas utilizado en el tratamiento del cancer de cuello
uterino, induciendo estrés oxidativo y apoptosis en las células cancerigenas al interactuar
directamente con el DNA, uniéndose por una fuerte afinidad a las bases de guanina,
generando enlaces cruzados intercatenarios para finalmente detener procesos importantes
como la replicacion y transcripcion [61]. No obstante, su uso clinico se encuentra limitado
por el desarrollo de resistencia al firmaco, la baja tasa de supervivencia y los efectos

secundarios [11,33].

Considerando que a menudo, estos tratamientos carecen de selectividad contra las células
cancerosas, los efectos secundarios deletéreos en células y tejidos sanos causan toxicidad
hacia oOrganos vitales y respuestas inflamatorias. Ademas, se produce neutropenia,
trombocitopenia, neurotoxicidad, toxicidad hematologica que conduce a la anemia y

depresion de la médula osea [13,33].

Debido a la naturaleza bastante agresiva y no especifica de los quimioterapéuticos
convencionales, resulta necesario desarrollar nuevos firmacos que superen sus limitaciones

para el tratamiento de la enfermedad [21].

2.3Péptidos funcionales
Los péptidos son moléculas formadas por la union de dos o mas aminodcidos y se

diferencian de las proteinas por su longitud, las cuales contienen hasta 50 residuos [21].

Estas moléculas han sido ampliamente documentadas, ya que poseen diversa actividad

bioldgica, especificidad y baja toxicidad [31]. Se denomina péptidos funcionales a aquellas



secuencias peptidicas especificas que tienen funciones unicas tales como el

direccionamiento a células especificas, internalizacion celular y efectos terapéuticos [21].

A la fecha, se han identificado diversas moléculas peptidicas que han logrado su registro
comercial para uso terapéutico como lo son: leuprolide, octeotride, goserelin, buserelin,
enalapril, lisinopril, entre otros [34]. Por todo esto, los péptidos sintéticos cobran gran
relevancia terapéutica y farmacéutica en el desarrollo de nuevos principios activos para el

tratamiento de esta y otras patologias.

2.4 Péptidos anticancerigenos
Los péptidos anticancerigenos o también conocidos como PACs, son moléculas que
contienen secuencias de aminodcidos selectivos y toxicos en células cancerosas y

antiproliferativos, por tanto, se consideran utiles para el tratamiento del cancer [35].

Los PACs constituyen una opcion terapéutica gracias a su alta penetracion y facil
modificacion, lo que permitiria enfocar la terapia anticancerigena, ya que deberia ser 1til
para diversos tipos de cancer sin afectar en mayor medida a células no cancerosas [36] como
sucede con los quimioterapicos. Estos péptidos, se caracterizan por su naturaleza cationica
y anfipatica, que les confiere la capacidad de unirse a las células cancerosas y destruirlas,
ya sea mediante un mecanismo de accidn directo o indirecto [36]. Las células cancerigenas
presentan particularidades que permiten diferir de células sanas, permitiendo al péptido

tener una mayor selectividad [21].

Las células cancerosas contienen un alto nivel de colesterol, cuya funcion, entre muchas
otras, es la proteccion de la actividad litica, modificando la fluidez de su membrana celular.
Ademas, las células no cancerosas cuentan con neutralidad eléctrica, una fuerte
caracteristica en la que difiere con las células cancerosas. Estas, presentan una fuerte carga
negativa en su superficie mediada por fosfatidilserina, mucinas glicosiladas, ganglidsidos
sialilados y heparina sulfato [35]. Lo que permite la desestabilizacion de la membrana, la

citotoxicidad y la lisis de dichas células al interactuar con los PACs [36,48].

La principal fuerza impulsora de las interacciones entre los péptidos y la membrana celular
de células no cancerosas son las interacciones hidrofobicas, mientras que, entre los péptidos
y la membrana celular cancerosa, son las interacciones electrostaticas. Por lo anterior, los
PACs cationicos son una alternativa debido a su reconocimiento selectivo de células

neoplasicas con alto contenido de moléculas anidnicas, lo que induce procesos de apoptosis



y necrosis [21,36]. No obstante, el mayor desafio para este tipo de moléculas radica en la

alta degradacion proteolitica, baja biodisponibilidad y corta vida media [35,48].

Los PAMs forman parte de la respuesta innata de multiples organismos, entre ellos bacterias,
hongos, plantas y principalmente mamiferos [15,17]. Contienen entre 5 y 60 aminoacidos,
poseen regiones hidrofilicas e hidrofobicas (anfipaticos), caracteristica que les permite
interactuar con facilidad con la membrana celular [16]. Por lo general, estas moléculas
actiian rapidamente para inactivar agentes infecciosos especialmente en la superficie de la

mucosa y las barreras epiteliales de diferentes mamiferos [16].

Considerando esto, los PAMs han sido categorizados en cuatro subgrupos segun su

estructura primaria:

Grupo I: Formado principalmente por péptidos anidnicos a condiciones de pH
fisiologico, son PAMs de secuencias cortas con un peso molecular que oscila entre
los 700 — 800 Da. Se encuentran con regularidad en fluidos bronquioalveolares y
células epiteliales del tracto respiratorio. Este tipo de PAMs presentan actividad

contra cepas Gram negativas y Gram positivas [15].

Grupo 2: Constituido por péptidos catidnicos con un tamano maximo de 40
aminoacidos, no presentan residuos de Cisteina. No tienen estructura definida, sin
embargo, se han reportado casos como la Buforina II (BFII) donde la conformacion

de a-hélice se correlaciona con la actividad antibacteriana [15].

Grupo 3 Conformado por péptidos catidnicos ricos en aminoacidos como Prolina,
Arginina, Triptéfano y Fenilalanina. Estos péptidos carecen de residuos de Cisteina
y son particularmente lineales, aunque algunos pueden tomar conformaciones de

giros extendidos, similar a la a-hélice [15].

Grupo 4 Abarca péptidos tanto cationicos como anionicos los cuales presentan
residuos de Cisteina que forman puentes disulfuro intramoleculares y estructuras f3-
plegadas estables. Contienen cerca de 30 aminoacidos y de estos 6-10 son Cisteinas

[15].

La estructura primaria de los PAMs, en la mayoria de los casos, estd constituida
principalmente por aminoacidos cationicos que le confieren una mayor capacidad de

interaccion con las cargas negativas de la membrana externa de las bacterias que es mucho



mas fuerte que en células cancerosas, esto debido a multiples grupos fosfato en
lipopolisacaridos y acidos teicoicos [35]. Esta interaccion electrostatica conlleva la

desestabilizacion de su capa estructural externa, lo que causa lisis celular [18,50].

El proceso molecular de penetracion de la membrana y la disrupcion de la membrana por
los péptidos antimicrobianos, depende de multiples variables, tales como la secuencia de
aminodcidos y los lipidos en la membrana [16]. Casi todos los PAM tienden a clasificarse
en dos vias mecanicistas dependiendo su interaccion con la membrana celular. La primera
categoria se centra en los péptidos de disrupcion de la membrana celular que pueden
distinguir entre células bacterianas y células eucariotas, ya sean cancerigenas o no [40]. Sus
propiedades de penetracion en la membrana celular incluyen los siguientes modelos:
alfombra, duelas de un barril, agregado micelar y poros toroidales. Por lo tanto, con el
aumento de los péptidos antimicrobianos (PAM) en el volumen fuera de las células
bacterianas, diferentes reacciones eventualmente conducen a la induccién de la apoptosis,

sea por inflamacion o desequilibrio electrolitico [40].

La segunda categoria (a la que pertenece la Buforinallb) se centra en interacciones no
disruptivas de la pared celular y objetivos intracelulares donde se altera la sintesis de
proteinas, la actividad enzimatica y la unidn e interferencia en la replicacion del ADN y el

ARN. [15]

2.5 Buforina llb (BFIIb)

La Buforina Il es un péptido de 21 residuos BFIl ('TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK?*®) que
se genera por el tratamiento de Buforina 1 también llamada BFI con la endoproteinasa Lys-
C [15]. La Buforina 1, es un péptido antimicrobiano constituido por 39 aminodacidos aislado
por primera vez del tejido estomacal del sapo asiatico Bufo gargarizans y se genera a partir
de la protedlisis de la histona H2A, dirigida por la catepsina D liberandose su region N-
terminal, la cual es reconocida especificamente e induce una respuesta a lesiones
epidérmicas [19]. La Buforina IIb es un péptido antimicrobiano andlogo sintético a
la Buforina 11 en el que se ha modificado el extremo C-terminal colocando tres veces la
secuencia de aminoacidos RLLR. Este péptido es considerado un PAM de amplio espectro,
ya que ha presentado actividad contra cepas Gram positivas, Gram negativas, bacterias
multirresistentes, hongos y células cancerigenas. [14,15]. Se especula que BFllb induce
permeabilidad de la membrana celular, produciendo poros toroidales transitorios sin generar

lisis del microorganismo [16]. En este mecanismo juega un papel muy importante la ''Pro,
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ya que se ha demostrado que este aminoacido esta directamente involucrado en el paso del
péptido a través de la membrana de las bacterias, independientemente de que exista o no un

receptor especifico, sin alterar la membrana procariota de la misma. [15]

Es alli, donde posterior a su internalizacion, se especula que la Buforina Ilb interactia con
los acidos nucleicos DNA y RNA, inhibiendo funciones celulares basicas e induciendo la
muerte celular [16]. Pese a esto, su accion atn no se ha explorado ni comprendido por
completo, los modelos que han revelado interferencia tanto extracelular como intracelular,
son generalmente reconocidos y hay evidencia de que las buforinas pueden matar
microorganismos al ingresar a sus células y unirse a los acidos nucleicos. Por lo que la
Buforina IIb, presenta un mecanismo de accion independiente del rompimiento de la

membrana bacteriana [22] (figura 1).

Mecanismo de Accion Intracelular y No Disruptivo de Buforina llb (BFIIb)
«—BFIIb a-hélice internalizandose por poro transitorio
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llustracion 1. llustracion grafica del posible mecanismo de accion de la buforina lib (BFIIb).
Generado con Gemini IA.

Como previamente se ha descrito, la Buforina 1lb presenta efecto citotoxico, donde se ha
descrito que la amida de la BFIIb imita la estructura y composicion de la membrana celular
bacteriana Gram-negativa de Escherichia coli, adhiriéndose y generando condensados
péptido-ADN que inducen alteraciones estructurales dentro de la célula bacteriana sin
alteracion de la membrana plasmatica. Asi mismo, se ha demostrado su actividad en modelos
de ratas, donde se prob¢ tanto individualmente como en asociaciéon con medicamentos
antimicrobianos y tuvo un alto potencial para tratar la sepsis por Acinetobacter baumannii.
[40]. En consecuencia, se ha estipulado que el motivo minimo de actividad antibacteriana
de Buforina llb reportado corresponde a la secuencia BFIIb (32-35): RLLR y se ha

demostrado la importancia de la incorporacion de multiples copias de esta secuencia en



regiones del PAM, facilitando su interaccion con membranas plasmaticas bacterianas,

sugiriendo la secuencia como un péptido de internalizacion celular [15].
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llustracion 2. Estructura de la Buforina Il (BFIl), péptido anfipatico de 21 residuos, cuyo
motivo minimo de actividad antibacteriana se resalta en verde (RLLR)

Por otra parte, pero no menos importante, otro antecedente exhibid su actividad contra el
cancer de prostata humano de la linea celular DU 145, donde en combinaciéon con el
medicamento 2-DG, tuvo un efecto sinérgico en cultivo celular y en los tumores de
xenoinjerto de raton. La combinacion causd una mayor inhibicion de la proliferacion celular
mediado por la detencion del ciclo celular G1 y mayor apoptosis que cualquiera de los
tratamientos por separado. El tratamiento combinado redujo drasticamente la produccion de
L-lactato y los niveles intracelulares de ATP, lo que indica una inhibicion grave de la
glucolisis y la produccion de ATP [41]. De igual manera, demostré que la BFIIb exhibe
actividades antitumorales al dirigirse especificamente a las células cancerosas a través de la
interaccion con gangliosidos de la superficie celular. Se han reportado los efectos de la
Buforina IIb en lineas celulares cancerosas, incluidas lineas celulares de leucemia, tumor
del sistema nervioso central, cancer de pulmén, melanoma y céncer renal. Los autores
también utilizaron un trasplante de la linea celular de cancer de pulmon NCI-H460 para
formar xenoinjertos tumorales y observaron que el tratamiento con BFIIb fue capaz de
suprimir el desarrollo del cancer in vivo. Estos hallazgos indican que la BFIIb es un posible

nuevo agente terapéutico para el tratamiento del cancer [42].



2.6 Lactoferricina Bovina (LFcinB)

Por otra parte, la Lactoferricina Bovina (LfcinB) se generada por la hidrélisis de la
Lactoferrina Bovina (LFB), una glicoproteina de 703 aminoacidos que se encuentra en su
forma libre de hierro, en fluidos corporales, tales como, secreciones de las mucosas, liquido
seminal, leche materna [15]. Esta proteina pertenece a la familia de las transferrinas
(proteinas transportadoras de hierro) y tiene un peso molecular de 80 kDa [22], a la cual se
le atribuyen actividades antimicrobianas e inmunomoduladoras al ser capaz de activar
células asesinas naturales (NK) y los leucocitos polimorfonucleares, entre otros mecanismos
de defensa primaria [43]. Ademas de desempefiar acciones importantes en la regulacion del
crecimiento y la diferenciacion celular [17]. Tras su tratamiento con pepsina se produce un
hidrolizado que es antibacterianamente activo [17]. En este hidrolizado se ha identificado
la Lactoferricina Bovina (LfcinB), el cual retiene gran parte de la actividad biologica de la
proteina [22]. Este PAM  catibnico consta de 25 aminoacidos
(YFKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*") y posee un bucle formado por enlaces
disulfuro entre las ’Cys y **Cys que le confiere propiedades estructurales asociadas con su
efecto antimicrobiano [15]. Aunque también se ha reportado efecto en hongos y virus, asi
como potente actividad anticancerigena in vitro e in vivo [17]. La LfcinB y fragmentos mas
cortos derivados de este péptido han presentado igual o mayor actividad antibacteriana que
la LFB, su motivo minimo corresponde a seis residuos 2?’RWQWR? (figura 3). Sin embargo,

este motivo presenta una menor actividad en comparaciéon con la LfcinB [15].
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llustracion 3. Estructura de la Lactoferricina bovina (LFcinB). En naranja, se resaltan
aminoacidos (RWQWR) correspondientes al motivo minimo de actividad antibacteriana 'y
en rojo se muestra el puente disulfuro que permite la formacién del bucle

Se cree que LFcinB interactia con regiones cargadas negativamente en las células
cancerosas y posteriormente altera las membranas de dichas células a través de la insercion
de residuos de aminoacidos hidrofobicos en la bicapa lipidica [17]. Su mecanismo de accion
involucra a la despolarizacion de la membrana citoplasmatica, los péptidos actlian como un
punto de nucleacidn, con una estructura anfipatica formada por una zona hidrofébica e
hidrofilica, generando la disrupcion de la membrana bacteriana, lo que permite la
translocacion de los péptidos a través de esta [22]. Estudios previos han demostrado que el
efecto citotoxico de la Lactoferricina Bovina (LFcinB) puede estar mediado por diferentes
mecanismos tales como el arresto del ciclo celular evidenciado en células CaCo-2 de cancer
de colon, inducir apoptosis en células de cancer de mama MDA-MB 231, MCF-7 entre otras
y leucemia (HL-60). Ademas de ser capaz de inducir necrosis en células de neuroblastoma

(SK-N-DZ, IMR-32) [43].

Se ha propuesto que el efecto citotoxico in vitro del péptido en leucemia de células T
involucra la unién del péptido a la membrana causando la formacion de un poro
transmembranal que permite su entrada hacia la membrana mitocondrial. Alli, genera la
activacion de Bax/Bak conlleva a la liberacion del citocromo C que interactuara con Apaf-
1 para iniciar la formacion del apoptosoma que reconocerd la procaspasa 9. Luego se

produce la activacion de caspasas efectoras llevando finalmente a la muerte celular por



apoptosis. Sin embargo, se ha sugerido que la citotoxicidad generada por LFcinB puede ser
mediada por la induccion de apoptosis o necrosis dependiendo de la concentracion del

péptido [43,44].

Mecanismo de Accion de Lactoferricina Bovina (LfB): Apoptosis Mitocondrial
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llustracion 4. llustracién grafica del mecanismo de accion de la Lactoferricina Bovina
(LFcinB). Generado con Gemini IA.

2.7 Melitina (MEL)

El veneno de abeja, llamado apitoxina, es una sustancia compleja secretada por la glandula
del veneno de abeja, ubicada en la cavidad abdominal de las mismas que se inyecta mediante
un aguijon, teniendo como funcion principal la proteccion de la colonia de ciertos
depredadores. Este, suele provocar inflamacién localizada e iniciar una reaccidon
inmunologica del cuerpo [46]. Los componentes principales de esta biotoxina son péptidos
policatidnicos anfipaticos, como aminas y melitinas, enzimas y sustancias de bajo peso
molecular, lo que permite que este biocompuesto sea utilizado en inmunoterapia y
tratamiento de algunas patologias como la enfermedad de Parkinson, aunque también en
casos menos complejos es empleado en apiterapia, procedimiento que consiste en inyectar
al paciente un farmaco analgésico y antiinflamatorio [46]. Asi mismo, se han reportado
numerosos usos potenciales contra el cancer, incluyendo propiedades antimutagénicas y
radioprotectoras. También, se ha empleado en otras enfermedades humanas, como la
esclerosis multiple y la artritis reumatoide al ser una sofisticada y potente combinacion de
sustancias quimicas, entre las que se destacan la adolapina, la apamina, los péptidos
degranuladores de mastocitos y los componentes no peptidicos, incluidos la histamina, la

dopamina y la norepinefrina, sin mencionar la Melitina, componente mas abundante y que



presenta naturaleza proteica [47]. Lo que hace que se amplie ain mas el espectro de

aplicaciones terapéuticas a futuro.

La Melitina, constituye el 50% del peso seco del veneno de la abeja melifera (4pis
mellifera), y presenta diversas propiedades biologicas y farmacologicas [46]. Su fuerte
actividad en las membranas lipidicas junto con sus propiedades antimicrobianas,

antiinflamatorias y anticancerigenas han sido ampliamente estudiadas y comprobadas [37].

Quimicamente, MEL es un péptido catidnico y citolitico que altera membranas celulares
procariotas y eucariotas [38]. La MEL es lineal y anfipatica, se conforma por 26
aminoacidos (!GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ?). Su region N-terminal es
hidréfoba (residuos 1-20), y su region C-terminal es hidrofila a (residuos 21-26) debido a la

presencia de aminodcidos cargados positivamente (figura 5) [22].
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llustracion 5. Estructura de la Melitina (MEL), péptido anfipatico de 26 residuos que se
caracteriza por una zona predominantemente hidrofébica en el extremo termina (residuos
1-20 en color negro) y una zona hidrofilica en el extremo C-terminal (residuos 21-26).

Se ha propuesto que su efecto citotdoxico puede estar mediado por diferentes mecanismos de
accion, donde se ha reportado arresto del ciclo celular evidenciado en células HepG2 de
cancer de higado, inhibicion del crecimiento e inhibicién de la migracion e invasion de
células tumorales como se demostré en células MDA-MB 231 y MCF-7 de cancer de mama,
asi como la induccidon de apoptosis en lineas HCT-116 de cancer colorrectal, HT-29 de
cancer de colon, células OVCAR3 de cancer de ovario y lineas PC-3 y DUI145
pertenecientes a cancer de prostata [47]. Otro antecedente de MEL, donde se evalud su
efecto en lineas de interés como lo son HeLa y Caski de cancer de cuello uterino, la melitina

inhibid el crecimiento celular mediante el aumento de la expresion de DT (receptor de



muerte), el aumento de la activacion de caspasa-3 y Bax; la regulacion negativa de Bcel-2 y
la regulacion negativa de las proteinas de la familia de la proteina inhibidora de la apoptosis

[46,47].

Se especula que la Melitina se une a la superficie de la membrana cargada negativamente,
alterando la integridad de las bicapas de fosfolipidos mediante la formacién de poros
acompafada de la fuga de iones atémicos y moléculas; por esto, se ha llegado a conocer este
péptido como el mazo litico, por su efecto fuerte efecto de lisis celular [46]. En este proceso,
su a-hélice es una estructura esencial para producir los efectos liticos. En diferentes
condiciones fisioldgicas, la a-hélice se orienta en forma perpendicular o paralela a la
superficie de la membrana. Cuando se ancla de forma paralela a la superficie de la
membrana, la molécula de MEL es inactiva, y esta forma de insercion evita que otros

péptidos se inserten en la bicapa lipidica (figura 6) [38,39].
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llustracion 6: llustracién grafica del mecanismo de accién de la Melitina (MEL). Generado
con Gemini lA.

En todo caso, la orientacion perpendicular a la bicapa lipidica, causa la formacion de poros
y la ruptura de la membrana, lo que lleva a la fuga de hemoglobina u otros contenidos
intracelulares. Sin embargo, el mecanismo de accion especifico de la Melitina en las
membranas celulares sigue siendo controvertido, ya que otro estudio sefiald que la estructura
de a-hélice es anfifilica y se forma justo después de la insercion de la Melitina en la
membrana celular [37,39]. Es importante mencionar también que, a pesar de sus multiples
potenciales efectos farmacologicos, las aplicaciones clinicas de la Melitina son limitadas
debido a su fuerte actividad y su citotoxicidad, generando asi el 50% de hemolisis en
globulos rojos humanos a una concentracion de 2 uM y 100% a 7 uM [39]. Como propuesta

a lo anterior, modificar las secuencias de aminoacidos de la Melitina o unirla con



polipéptidos u otras moléculas guia, le proporciona ciertas propiedades como la focalizacion
de la molécula a células diana [37]. Los péptidos derivados de MEL se han disefiado para
mejorar sus propiedades, disminuyendo asi el efecto hemolitico y aumentando sus
propiedades terapéuticas [38]. Puntualmente, la sustitucion de la leucina por alanina reduce
dréasticamente la actividad hemolitica en los gldébulos rojos humanos. Las modificaciones en
la region C-terminal reducen la carga neta de la proteina y aumentan su capacidad de
formacion de poros hasta 20 veces [37,39]. En sintesis, los péptidos pueden ser una
alternativa debido a sus ventajas, como su potencia, amplio espectro y diversos mecanismos
de accidon, inducen menos efectos secundarios, selectividad, especificidad y facilidad de
sintesis [20]. Dichas moléculas pueden obtenerse mediante la sintesis de péptidos en fase

solida (SPPS).

3.Diseno metodologico

El disefio metodologico comprende 3 etapas.

Etapa 1: Comprende la evaluacion de la citotoxicidad de los diferentes péptidos derivados
de MEL mediante screening; seleccion de los péptidos mas promisorios para evaluar su
efecto a 2,24,48 y 72 horas y el ensayo de combinacion de los precursores que conformen

las quimeras con mejor desempefio para cumplir el objetivo 1.

Etapa 2: Comprende la evaluacién de la selectividad de los péptidos elegidos frente a

fibroblastos y eritrocitos para el cumplimiento del objetivo 2.

Etapa 3: Comprende la evaluacion de diferentes quimioterapicos de uso clinico para
determinar el mejor control en el ensayo de necrosis/apoptosis que permite elucidar de forma
parcial si el efecto citotoxico del péptido mas promisorio esta ligado a eventos apoptoticos

para el cumplimiento del objetivo 3.

3.1Hipotesis
Péptidos hibridos derivados de Melitina conjugados quimicamente con las secuencias
RRWQWR y/o RLLR generan quimeras de potencial terapéutico en células humanas de

cancer de cuello uterino.



4. Técnicas y procedimientos

4.1Cultivo celular
HelLa

Linea celular adherente con morfologia epitelial, aislada en 1951 de un adenocarcinoma de
cuello uterino de una mujer de 31 afos. Las células contienen secuencias de virus del
papiloma humano tipo 18 (VPH-18). Estas cé¢lulas presentan una rapida tasa de crecimiento,

la cual es menor de 24 horas.
L929 - Fibroblastos

Linea celular adherente proveniente de tejido conjuntivo subcutaneo y adiposo de un raton
macho de la cepa C3H/An, establecida en 1948 como un clon de cepa “Strain L”. Presentan
morfologia fibroblastica formando monocapa en un periodo aproximado de 4 dias. Es util

para pruebas de toxicidad en lineas celulares

Las lineas celulares HeLLa y L.929 fueron cultivadas en medio Dulbecco 's Modified Eagle'

s Medium DMEM suplementado con 10% FBS a 37°C con 5% de CO2.
Descongelamiento

El criovial que contenia las células, fue descongelado sometiendo las células a 50°C y
posteriormente se mezcld con 10 mL de medio de cultivo suplementado (DMEM 10% SFB)
a 37°C. Una vez hecho esto, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min, se descarto el
sobrenadante por inversion y el pellet se resuspendi6 en 5 mL de medio suplementado, se
sembrd en caja de 25cm? y se incub6 a 37°C y 5% de CO,. Pasadas las 24 h de incubacién,
el medio con debris y células no adheridas fue removido para adicionar medio suplementado

hasta que se alcanza la confluencia de 70-80%
Subcultivo

Una vez las células alcanzan el 70-80% de confluencia fueron cosechadas: inicialmente se
retir6 el medio de cultivo sin perturbar la monocapa, posteriormente fueron lavadas con PBS
1X, se les adiciond 1-2 mL de solucion Tripsina-EDTA 0.25% durante 3 min a 37°C.
Seguido a esto, las células fueron removidas y mezcladas con medio de cultivo
suplementado relacion 1:5 (v/v), centrifugadas y resuspendidas en medio suplementado para

ser contadas en la camara de Neubauer.



4.2 Ensayo citotoxico in vitro
Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo mediante el uso del bromuro de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-yl-)2,5-difeniltetrazolio (MTT). Brevemente, se sembraron las células

Hela y 1.929 (1x10* células/pozo) en placas de 96 pocillos. Tras la adhesion

celular, el medio se sustituyd por medio no suplementado para permitir la sincronizacion
durante 12 h a 37 °C y 5% de COs. Transcurrido el tiempo, el medio se eliminé y las células
se trataron con el respectivo péptido (concentraciones finales de 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y
200 pg/mL) disuelto en medio no suplementado durante2 h a37 °C y 5% de CO..
Transcurrido el tiempo, se afiadieron 10 uL. de MTT a cada pocillo y se incub6 durante 4
horas a 37 °C y 5% de COa», posteriormente se retird el medio, se afiadieron 100 pL de
DMSO estéril y se incubd durante 40 min a 37°C para solubilizar los cristales de formazan
y leer la  absorbancia a 590 nm. Lascurvas de viabilidad vy

el valor de ICso se determinaron con GraphPad Prism 8.

4.3 Actividad hemolitica

Se centrifugd sangre periférica humana heparinizada a 2500 rpm durante 10 min a 4°C. Se
retird el sobrenadante por aspiracion y se lavaron los eritrocitos por adicion de solucion
salina normal y centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min. Se hicieron lavados hasta obtener
el sobrenadante claro. Se removio el sobrenadante y se diluyo el pellet de globulos rojos con
solucion salina hasta obtener una suspension al 4% de hematocrito. Posteriormente, se
mezclaron 100 pL de suspension de eritrocitos (concentracion final de 2% de eritrocitos) y
100 pL de péptido (concentraciones finales entre 6.2 y 200 ug/mL), se incub6 durante 2
horas a 37°C. Una vez hecho esto, se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min. Finalmente
se transfirio el sobrenadante a otra placa donde se midi6 la absorbancia a 450 nm, usando
como control negativo eritrocitos en solucidon salina isoténica y como control positivo,
eritrocitos tratados con Triton X-100 al 1%. El blanco corresponde a solucion salina
empleada también en la preparacion de los péptidos evaluados. El porcentaje de hemdlisis

se determino con la siguiente ecuacion:



ABS ; — ABS
% de hemdlisis = tratamiento Blanco ¥ 100 %
ABS&‘antmi - ABSBimrco

Donde: ABS tratamiento = Absorbancia del tratamiento (péptido)
ABS blance = Absorbancia del blanco
ABS control = Absorbancia del control

4.4 Viabilidad celular vs tiempo
Se realizo el MTT como se describié anteriormente, con la modificacion de que las células

fueron tratadas con el péptido durante 2, 6, 24, 48 o 72 horas.

4.5 Microscopia
Las células fueron observadas por medio de un microscopio de contraste de fases marca
Leica DMI o Motic AE31E. Se tomaron registros fotograficos al finalizar cada tratamiento

a la concentracion maxima evaluada.

4.6 Ensayo de combinacion
Se realiz6 el ensayo de MTT adicionando como tratamiento la mezcla fisica de los péptidos

precursores en las concentraciones finales de 3.125 a 200 ug/mL cada uno.

4.7 Citometria de flujo - Ensayo de apoptosis/necrosis

Las células HeLa fueron cultivadas en placa de 24 pozos a 70% de confluencia con una
densidad celular de 1x10° células/pozo por 12 horas hasta su adherencia, luego se retir6 el
medio y se afiadieron 200 pL del medio suplementado 10% SFB mas 200 pL del péptido P8
reconstituido en medio sin suplementar a concentracion final de 200 pg/mL a 24 horas de
incubacion. Pasado el tiempo de tratamiento la placa se centrifugd a 2000 rpm por 5 min,
luego se lavaron las células con PBS 1X y se cosecharon con 80 pL de Tripsina-EDTA
0.25%, posteriormente a esto, transferidas a tubos coénicos de centrifuga de 2 mL y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante y se resuspendio en 400 puL
de solucion de buffer de tincidon con los fluorocromos (Buffer de unién a Anexina-V 1X, 0,5
uL de FITC Anexina V y 0.5 pL de 7-AAD). Las células con los fluorocromos fueron
incubadas en oscuridad por 15 min a 25°C, luego se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min,
se resuspendieron en 200 pl. de PBS-EDTA 1 mM vy se analizaron mediante citometria de

flujo. Como control de apoptosis las células se trataron con cisplatino a 100 pg/mL y



necrosis con H>O hipoténica durante 15 horas; como control negativo células sin

tratamiento [43].

4 8Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 a través de la herramienta Prism8 de GraphPad.

5. Resultados y discusion

Se evalu6 la actividad citotoxica en células de CCU de péptidos hibridos que contienen
secuencias de LfcinB, BFIIb y/o MEL. Los péptidos fueron sintetizados, purificados y
caracterizados por el grupo de investigacion de Sintesis y Aplicacion de Moléculas
Peptidicas (SAMP). Donde para su disefio, se tuvo en cuenta la combinacion de tres
secuencias con diferente actividad/mecanismo de accidon con el objetivo de generar nuevas
moléculas peptidicas con actividad citotoxica selectiva en la linea de cancer de cuello
uterino humano HeLa. El disefio de las moléculas estudiadas tuvo como eje central la MEL,
considerando que se ha reportado su actividad en diferentes lineas celulares asociadas a
cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario

y no menos importante CCU [47].

Previamente se reportaron péptidos quiméricos derivados de MEL con actividad
antibacteriana, siendo el péptido P1 la molécula que demostré actividad contra E. coli ATCC
25922. [22] Ademas, se incluyeron 3 péptidos (P2, P3 y P4) que no habian sido reportados
en la literatura antes, y que presentaron un amplio espectro de actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas [22]. Se utilizo6 la secuencia
PALISWIKRK?® de la MEL como eje central para el disefio de las moléculas estudio, a
razon de que este fue postulado como el motivo minimo de actividad, identificado en
trabajos anteriores. El motivo RLLR de la buforina 1lb (BFlIb), cuya secuencia ha sido
incluida en diferentes péptidos hibridos que han demostrado actividad anticancerosa en
diferentes tipos de cancer por su mecanismo de accidn; y el motivo minimo de la LFcinB,
RRWQWR, a pesar de presenta una menor actividad que la LfcinB, cuando fue encapsulado
en liposomas e internalizado, provocd la muerte de células de leucemia. [28]. Dicho lo
anterior, se evalud también un péptido que contenia los tres motivos siendo estos: MEL,

BFllb, y LfcinB (péptido P8) (ver Tabla 1).



Propiedades fisicoquimicas

Cédigo Secuencia Pureza Peso Carga
molecular neta
(Da)
P1 ALISWIKRK 99.1% 113.4 +4
P2 RRWQWR-ALISWIKRK 85.4% 2082.5 +7
P3 ALISWIKRK-RRWQWR 80.2% 2082.5 +7
P4 RLLR-ALISWIKRK 89.2% 1652.1 +6
P5 ALISWIKRKC 94.6% 1216.5 +4
P6 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 95.2% 2846.5 +6
P7 GIGAVLEXKRKRQQ 94.3% 1480.8 +6
P8 RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR 88.9% 2724.4 +9

Tabla 1. Secuencias de los péptidos hibridos utilizados en este estudio. Las secuencias
pertenecientes a MEL se encuentran en color azul, las de BFllb en rojo y las de LfcinB en
verde. Todos los péptidos poseen el extremo C-terminal con funcién amida.

5.1Evaluacion de la actividad citotoxica

Se realizo un screening de las diferentes moléculas con el fin de evaluar el efecto citotoxico
in vitro en la linea celular de CCU, Hela; tratando las células con los péptidos a
concentracion de 200 pg/mL (Figura 7). Las células tratadas con los péptidos P3, P5 y P7
presentaron la mayor viabilidad celular, cercana al 90%. Esto, indica que dichos péptidos
tienen baja actividad citotoxica. Asi mismo, los péptidos P1 y P2 demostraron una baja
actividad citotéxica a la concentracion evaluada, exhibiendo una viabilidad celular de 77%

y 72% respectivamente.
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llustracion 7. Actividad citotoxica de péptidos hibridos en células derivadas de cancer de
cuello uterino humano Hela. Las células fueron tratadas con el péptido a concentracion
de 200 pg/mL, por 2 horas. Control negativo, células sin tratar. Control positivo, células
con tritdn 1x. Resultados extremadamente significativos p<0.0001.

Tabla 2. Secuencias de péptidos estudio con su respectiva viabilidad celular en linea
celular de cancer de cuello uterino humano Hela tratadas a 200 ug/mL, por 2 horas. Con
asterisco, se sefialan los péptidos de interés por su actividad citotdxica.

Actividad citotoxica de los péptidos en CCU HeLa

Cadigo Secuencia Viabilidad celular
P1 ALISWIKRK >50%
P2 RRWQWR-ALISWIKRK >50%
P3 ALISWIKRK-RRWQWR >50%
P4 RLLR-ALISWIKRK <50% *
P53 ALISWIKRKC >50%
P6 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ <50% *
P7 GIGAVLKXKRKRQQ >50%
P8 RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR >50% *

Como se evidencio, los péptidos P1, P2, Y P3 no demostraron una actividad citotdxica

importante a pesar de su amplio espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas [22]. Esto, podria explicarse por diferencias conformacionales

existentes de las membranas de células eucariotas, en este caso puntual, las células



cancerigenas humanas y la de células procariotas bacterianas [35]. La densidad de carga
negativa de células cancerigenas es relativamente menor en comparacion a las cargas
negativas debido a multiples grupos fosfato en lipopolisacaridos, acidos teicoicos en las
membranas de células bacterianas. De manera que la afinidad de algunos PAM's por células
cancerosas resulta un poco mas débil que la afinidad por células bacterianas [35,44]. Frente
a los péptidos P4 (viabilidad celular 40%), P6 (viabilidad celular 28%) exhibieron la mayor
actividad citotoxica en las células HeLa, ya que las células tratadas presentaron viabilidad
celular menor al 50%, sugiriendo que estos tres péptidos son los mds activos a la
concentracion evaluada. Respecto al péptido P8 (viabilidad celular 56%), se incluyé en los
péptidos con mejor actividad, ya que sobrepasd de manera no significativa la viabilidad
celular (>50%), pardmetro que se tuvo en cuenta para la seleccion de los péptidos
estudiados. El péptido P6: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ, corresponde a la
secuencia completa de MEL, el cual ha demostrado actividad en lineas celulares de cancer
de higado, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de préstata, cdncer de ovario y
cervical; demostrando un porcentaje de viabilidad 28% en la linea de cancer de cuello

uterino humano HeLa [47].

Los péptidos P4 y P8 cuentan en su conformacion con el motivo minimo de la buforina 1lb
(BFllb), lo que podria explicar la actividad resultante de ambas moléculas, ya que, de
acuerdo a lo reportado en la literatura, se sefala que este motivo es funcional en la
internalizacion de membranas celulares sin generar dao por medio de la formacion de poros
toroidales para posteriormente, llegar al nlicleo por afinidad al DNA y RNA, generando
apoptosis dependiente de las mitocondrias [21,41]. Se sugiere que este motivo funciona

como péptido guia que direcciona la molécula hacia el interior de la célula.

En consideracion de los resultados obtenidos de los péptidos P4 y P8, se evalu6 su actividad
citotoxica inicialmente a 2 horas a concentraciones de 6,25 a 200pg/mL (figura 8). A pesar
de que el péptido P6 presentd una actividad citotoxica significativa, no se tuvo en cuenta
para los estudios posteriores, ya que se encuentra reportado en la literatura e inicialmente se
usé como un péptido control para corroborar la actividad y el efecto de los péptidos

derivados de MEL sobre la linea de CCU, HelLa.
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llustracion 8. Curvas de viabilidad celular de células Hela tratadas con los péptidos P4
(azul) y P8 (rojo) en el rango de concentraciones entre 3,125 -200 ug/mL, por 2 horas a
37°C.

Los resultados del tratamiento a 2 horas de ambas moléculas, evidencian que ambos
péptidos afectan la viabilidad celular en forma dependiente de la concentracion del péptido
y que el mayor efecto citotéxico se evidencid a la mayor concentracion evaluada (200
pg/mL). El péptido P4 (RLLR-ALISWIKRK) presentd un mejor desempefio frente al
péptido P8 (RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR). El péptido P4 exhibié similar efecto
citotoxico (cercano al 40% de viabilidad celular) en el rango de concentraciones de 50-200
pg/mL. El valor de ICso para el péptido P4 a 2 horas de tratamiento fue de 49pug/mL /29.59
uM. El 1Cs se define como la medida cuantitativa en farmacologia y toxicologia que indica
la concentraciéon de un farmaco, péptido o sustancia necesaria para inhibir in vifro una
funcién bioldgica o biologica especifica en un 50% [64]. Por otro lado, el péptido 8 a la
misma concentracion y tiempo evaluado, demostré que, aunque al incrementar la
concentracion del péptido hay una disminucion de la viabilidad celular y se observa un
mejor efecto citotdéxico a la mayor concentracion evaluada (200 pg/mL), en este periodo de
tiempo (2 horas) este péptido no alcanza la ICso. Es decir, no se logra inhibir in vitro la

funcion bioldgica en el 50% de las células de CCU.

Con el fin de establecer si la actividad citotoxica de los péptidos observada a 2 horas de
tratamiento se mantenia durante el tiempo, se evalud el efecto citotdxico de estos péptidos
tratando las células a 24, 48 y 72 horas. Es decir que, se agrego tratamiento en un tiempo 0
(TO) y transcurrida las diferentes horas establecidas, se realiz6 la lectura mediante el ensayo

de citotoxicidad (Figura 9 y Figura 10)
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llustracion 9. Efecto citotdxico del péptido P4: RLLR-ALISWIKRK en células CCU HelLa

tratadas a 2 (circulos azules), 24 (cuadrados verdes), 48 (triangulos rojos) y 72 (triangulos
negros) horas a 37°C.
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llustracion 10. Efecto citotoxico del péptido P8: RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR en
células CCU Hela tratadas a 2 (circulos azules), 24 (cuadrados verdes), 48 (triangulos
rojos) y 72 (triangulos negros) horas a 37°C.

Los resultados muestran que ambas moléculas definen un comportamiento decreciente de
la viabilidad celular en funcion del aumento de las diferentes concentraciones de los
péptidos empleados en el ensayo, siendo la concentracion mas minima 6,25 pg/mL y la
maxima 200 pg/mL. El péptido P4, demuestra un efecto citotdoxico rapido y potente,
mostrando ser una molécula de accion rapida que a 2 horas de tratamiento exhibe una caida

drastica de la viabilidad celular a partir de los 50 pg/mL y se mantiene hasta los 200 ug/mL,



independiente del tiempo de tratamiento. Se observa que la actividad citotoxica fue similar
independiente a los tiempos. Sin embargo, se logra apreciar una leve disminucién de la
viabilidad celular en comparacion a la tendencia del comportamiento a 2, 24 y 48 horas en
funcién del tiempo del tratamiento, siendo mayor a las 72 horas. Lo anterior sugiere que
estos péptidos mantienen su actividad citotoxica en tiempos largos de tratamiento, indicando
que es una molécula estable en las condiciones de cultivo y que su efecto hace que la célula

pierda su capacidad de proliferacion.

Esto, puede asociarse con el mecanismo de accion litico directo de Mel, ya que se especula
que posteriormente a la union a la membrana, altera la integridad de las bicapas de
fosfolipidos mediante la formacion de poros acompafiada de la fuga de iones atomicos y
moléculas, aumentando la permeabilidad celular donde finalmente se produce la lisis

[47,49].

El péptido P8, presentd similar efecto citotoxico en el rango de concentraciones de 3,125-
50 pg/mL, independiente del tiempo de tratamiento, mostrando una viabilidad celular
(>50%). Sin embargo, se demostrd también que el efecto citotoxico del péptido a la maxima
concentracion en los diferentes tiempos evaluados, deja en evidencia que la actividad
citotdxica se incrementa a medida que se aumenta el tiempo, exhibiendo una caida drastica
de la viabilidad celular a partir de los 100 pg/mL a 24 y 48 horas de tratamiento, lo cual
sugiere que el efecto citotoxico se mantiene en estos periodos de tiempo y su
comportamiento es similar. Se observa que el mejor efecto citotoxico del péptido P8 ocurre
a las 48 horas de tratamiento, dejando la viabilidad celular sobre el 20%. Pese a esto, a 72
horas de tratamiento, la viabilidad aumenta nuevamente, lo cual sugiere que hay una pérdida

del efecto citotoxico en ese ultimo periodo de tiempo evaluado.
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llustracion 11. Efecto citotoxico del péptido P4: RLLR-ALISWIKRK en células CCU HelLa
tratadas a 2 (barras azules), 24 (barras verdes), 48 (barras rojas) y 72 (barras negras)

horas a 37°C a concentracion de 200 pyg/mL. Resultados extremadamente significativos
p<0.0001
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llustracion 12. Efecto citotoxico del péptido P8: RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR en células
CCU Hel.a tratadas a 2 (barras azules), 24 (barras verdes), 48 (barras rojas) y 72 (barras

negras) horas a 37°C a concentracion de 200 pg/mL. Resultados extremadamente
significativos p<0.0001



Tabla 3: Efecto citotdxico de los péptidos P4 y P8 (ug/mL/uM) en la linea celular de CCU
Hela a diferentes tiempos de tratamiento.

Actividad citotéxica de los péptidos en células Hel.a a diferentes tiempos de tratamiento

Actividad citotoxica a diferentes tiempos de tratamiento (ICsg)

Cadigo Secuencia 2h 24h 48h 72h
ug/mL UM pa/mL pM pg/mL uM pa/mL P
P4 RLLE-ALISWIKEK 43.88 29.59 62.64 37.92 19.98 12.09 17.21 10.42

P8 RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR N.A  NA 1102 4045 9838 3611 N.A  NA

- N.A: No aplica.

Como es evidente, el péptido P4 presenta un ICso a dos horas de tratamiento
(48.881g/mL/29.59uM), mientras que el péptido P8 no alcanza un ICso hasta las 24 horas
de tratamiento. Esto sugiere que el péptido P4 presenta un efecto litico de rapida accion, que
a 2 horas de tratamiento es capaz de inhibir de forma in vitro la funcioén bioldgica en un
50%. Sin embargo, aunque la viabilidad celular se eleva levemente a 24 horas de
tratamiento, se observa que a 48 y 72 horas vuelve a disminuir, indicando que el péptido
mantiene su actividad en tiempos largos de tratamiento. El péptido P8 demuestra un
comportamiento distinto, se observa que una vez alcanza el ICso a las 24 horas (110.2pg/m
/40.45uM) y 48 horas (98.38ug/mL/36.11uM), a 72 horas de tratamiento aumenta de forma
significativa la viabilidad celular (>50%), lo que sugiere que P8 es de lenta accion frente a
P4 y es posible que a 72 horas de tratamiento el péptido pierde su efecto citotoxico, de
manera podria sugerir un retratamiento a esta hora evaluada. Se ha reportado que +5 o +6,
que es considerada la carga Optima para la atraccion electrostatica inicial hacia las
membranas y posterior insercion en las mismas [50]. Sin embargo, cuando se supera este
umbral, como es el caso del péptido P8, puede resultar en atrapamiento y por ende, un retraso
o pérdida de la eficacia del péptido [50]. P8 necesita mucho més tiempo para interactuar con
la membrana, acumularse y ejercer su efecto citotoxico, sugiriendo un posible mecanismo

de internalizacion [52].

Otro punto importante es que, el péptido P8 presenta un detalle conformacional a diferencia
del péptido P4 y es un residuo de cisteina. Se ha reportado que las cisteinas pueden formar
puentes disulfuro espontaneos [54], generando dimeros; una molécula mucho mas
voluminosa y pesada que disminuye la tasa de difusion y altera la anfipaticidad, dificultando

que penetre la membrana rapidamente [54]. Es importante resaltar que a las 24 horas de



tratamiento el péptido P4 presenta un ICso de 62.64ug/mL/37.92uM y el péptido P8 un ICso
110.2pg/m /40.45uM, al observar las diferencias micromolares de ambos péptidos, se infiere
que los dos péptidos requieren concentraciones casi idénticas para inhibir a la mitad (50%)

de forma in vitro la viabilidad celular de células CCU Hel a.
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llustracion 13. La figura muestra los cambios morfoldgicos aparentes en células de cancer

de cuello uterino HeLa a 2 y 24 horas de tratamiento. Se evidencian pérdidas de las
prolongaciones, células redondeadas y aglomeraciones. Control negativo: Células CCU
sin tratamiento. Control positivo: Triton 1x.

5.2 Ensayo de combinacion

Con la finalidad de comparar la actividad citotoxica de los precursores que conforman
ambas quimeras y propiamente la actividad de las mismas, se evaluo6 el efecto de la mezcla
fisica de los péptidos precursores en células HeLa mediante el ensayo de MTT. De modo
que, se adiciono en combinacion los diferentes precursores que componen tanto la quimera
del péptido 4 y péptido 8 a las mismas concentraciones 6.25 a 200 pg/mL, dejandola actuar
durante 2 horas. La combinacion de péptidos precursores fue la siguiente: Para quimera P4:

RLLR +ALISWIKRK, para la quimera P§: RLLR + ALISWIKRK + RRWQWR (Tabla
4y)5).
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llustracion 14. Comparacion entre mezcla fisica de péptidos precursores de la quimera P4

(circulo azul) y el péptido quimera P4 (cuadrado verde) a 2 horas de tratamiento en células
de cancer de cuello uterino humano Hela.

Tabla 4. Péptidos precursores que componen la quimera P4: RLLR-ALISWIKRK Péptidos
precursores que componen la quimera P4: RLLR-ALISWIKRK



Quimera P4 RLLR-ALISWIKRK IC50 pg/ml.
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llustracion 15. Comparacion entre mezcla fisica de péptidos precursores de la quimera P8

(circulo azul) y el péptido quimera P8 (cuadrado verde) a 2 horas de tratamiento en células
de cancer de cuello uterino humano Hela.

Tabla 5. Péptidos precursores que componen la quimera P8: RLLRC-ALISWIKRK-
RRWQWR

Quimera P8 ICS0 pg/mL
RLLRC-ALISWIKRK-RRWQW HeL.a
R
Combinacion B
B. RLLR + =200
ALISWIKRK +
RRWQWR

Los resultados muestran que ninguna de las mezclas fisicas de los precursores presento el
mismo o mejor efecto citotoxico que las quimeras a las diferentes concentraciones
evaluadas. Lo anterior, demostré que la actividad citotoxica depende estrictamente de la
continuidad covalente de los fragmentos. Como se observa en las figuras 11 y 12, las
mezclas de péptidos precursores aislados resultaron bioldgicamente inactivas (IC50 > 200
pg/mL). Esto, indica que la simple co-incubacion de dominios catidonicos e hidrofébicos no
genera un efecto sinérgico en solucion. Por el contrario, la formacion del enlace peptidico

en la quimera provee la longitud de cadena minima indispensable para ejercer su actividad,



carga e hidrofobicidad [21], es claro que las quimeras presentan un mejor balance que

favorece el efecto anticancerigeno.

Queda en evidencia que la formacion de las quimeras peptidicas a partir de péptidos
funcionales es una estrategia que permite obtener nuevas y mejoradas moléculas con amplio

espectro terapéutico.

5.3 Determinacion de la selectividad

Con el fin de determinar el potencial clinico de los péptidos promisorios y asi mismo,
estipular la ventana terapéutica de estas moléculas, se evalué su biocompatibilidad
utilizando dos modelos in vitro complementarios, el primer ensayo realizado en la linea
celular de fibroblastos murinos L929, considerada estandar internacional de tejido sano ya
que mantiene la simetria de una célula sana, presenta una superficie externa neutra con
niveles normales de colesterol. Se asume su comportamiento metabdlico y de membrana
como el de un tejido conectivo sano [56,57]. Por otra parte, se realizé un ensayo de hemolisis
en eritrocitos humanos. Dicha prueba, es cominmente utilizada en el cribado de péptidos y
son consideradas células altamente sensibles. La hemolisis de los globulos rojos es
principalmente causada por afectacion de la membrana y es un evento adverso que ocurre
ante la administraciéon de quimioterapicos para el tratamiento del cancer [55]. Por esto, es

importante estudiar dicha interaccion durante el desarrollo de nuevos farmacos.
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llustracion 16. Comportamiento del péptido P4: RLLR-ALISWIKRK a 2 (circulo azul), 24
(cuadrado verde), 48 (triangulo rojo) y 72 (triangulo negro) horas de tratamiento en células
de fibroblastos L929.
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llustracion 17. Comportamiento del péptido P8: RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR a 2(circulo

azul), 24(cuadrado verde), 48(triangulo rojo) y 72 (triangulo negro) horas de tratamiento en
células fibroblastos L929.

Se observa que el efecto del péptido P4 muestra una disminucion de la viabilidad celular
hasta un 50%, desde los 50 pg/mL en adelante, resultado que es consistente con el
comportamiento demostrado por este mismo péptido en la linea celular de cancer de cuello
uterino humano HeLa, donde exhibe una fuerte actividad a concentraciones entre 50 y 200
pg/mL. Por otra parte, en lo que respecta al péptido P8, se evidencia que el efecto citotoxico
del péptido se mantiene mejor a concentraciones medias, evidenciando la viabilidad celular

por encima del 60% desde 50 ug/mL en adelante en casi todos los tiempos evaluados.

Asimismo, se debe sefialar también que, el péptido P4 present6 un 64% de hemdlisis frente
al péptido P8, el cual presentd 2% hemolisis, ambos a concentracion de 200pg/mL por 2
horas de tratamiento. Idealmente un péptido selectivo no debera superar el 10% de hemolisis

en el ensayo, ya que representaria un riesgo de administracion sistémica [55].
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llustracion 18. Actividad hemolitica del péptido P4 (cuadrado azul) y P8(circulo rojo) a 2
horas de tratamiento en ensayo de hemdlisis con glébulos rojos a 37°C.

Tabla 6. Efecto hemolitico del péptido P4 y P8 a concentracion de 200 ug/mL

Péptidos Péptido P4 Péptido P8
% Hemolisis 64% 2%

En sintesis, los resultados revelaron perfiles de selectividad marcadamente divergentes. El
péptido P4 exhibid una pronunciada actividad citotoxicidad inespecifica; tal como se deja
en evidencia en la figura 16, la viabilidad celular de los fibroblastos L929 se redujo
significativamente (<60%) en casi todos los tiempos evaluados a partir de concentraciones
de 50 pg/mL. Este comportamiento citotoxico se correlaciona directamente con su alta
actividad hemolitica, la cual alcanz6 un 64% a la concentracion maxima de 200 pg/mL. En
conjunto, estos datos sugieren que la anfipaticidad y el grado de hidrofobicidad del péptido
P4 superan el umbral necesario para discriminar entre tipos celulares, permitiéndole lisar de
forma inespecifica membranas neutras, ricas en fosfatidilcolina y colesterol como lo es la
de los gldbulos rojos [58]. Por el contrario, el péptido P8 demostrd un perfil de bioseguridad
notablemente superior. A pesar de poseer de tener un efecto més lento en comparacion al
P4. El péptido P8 indujo una hemolisis insignificante, 2% a 200 pg/mL. Evidenciando una
incapacidad aguda para desestabilizar la membrana plasmatica neutra de los eritrocitos. De
manera congruente, en los fibroblastos .929 (Figura 17), 1a viabilidad se conservo en mayor
medida a concentraciones medias, 50-100 pg/mL frente al péptido P4; manteniendo la
viabilidad celular por encima del 60% en casi todos los tiempos evaluados. Esta divergencia

entre ambos péptidos puede sugerir que que el mecanismo de accion del péptido P8 es



dependiente de interacciones electrostaticas iniciales con lipidos anidnicos, caracteristicos
de las membranas de células tumorales o membranas bacterianas [57,58], lo que favorece
su selectividad y evita su insercion litica en membranas celulares sanas aumentando el
margen terapéutico del péptido. Dicho esto, teniendo en cuenta los resultados, se decidio
realizar el ensayo de apoptosis/necrosis con citometria flujo con el péptido P8, para
establecer de manera parcial si el efecto citotoxico del péptido esta ligado a eventos de

apoptosis.

5.4 Ensayo de necrosis/apoptosis

Con el ensayo de citometria mediante el uso de Anexina-V y 7-AAD para la determinacion
de apoptosis/necrosis; se evaluo la exposicion de fosfatidilserina en la capa externa de la
membrana citoplasmatica mediante su tincidon con anexina-V FICT posterior al tiempo de
exposicion al péptido. Este fosfolipido es parte fundamental de las membranas celulares,
predominante al interior de la bicapa lipidica en células sanas y se externaliza durante las
etapas iniciales de apoptosis. El 7-AAD, un compuesto fluorescente que se une al DNA
permite distinguir células necrdticas debido a que no atraviesa membranas que no estén

comprometidas, es decir, que no hayan perdido su integridad.

Con el fin de establecer el mejor control de apoptosis en la linea de celular de CCU Hela,
para el estudio con citometria de flujo, se realizaron ensayos de viabilidad celular con
diferentes quimioterapicos de uso frecuente en el tratamiento del cancer, siendo estos, el
cisplatino, metotrexato y paclitaxel; evaluando el efecto de cada farmaco de uso clinico a

24 horas de tratamiento a 37°C (figura 19).
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llustracion 19.Efecto citotdxico de 3 quimioterapéuticos diferentes. Cisplatino (circulo azul),
Metotrexato (cuadrados verdes), Paclitaxel (circulo negro) en célula de cancer de cuello
uterino humano HelLa a 24 horas de tratamiento a 37°C.

La literatura reporta que el cisplatino es el firmaco de eleccion para el tratamiento de CCU,
ya que en sinergia con la radioterapia logran mitigar la enfermedad, aunque de forma
inespecifica, afectando asi otro tipo de células no cancerosas y generando efectos deletéreos
en los pacientes. El cisplatino actia como un radiosensibilizador que al unirse al DNA y
formar enlaces cruzados, inhibe la maquinaria de reparacion celular. Cuando la radiacion
rompe el DNA, el cisplatino asegura que la célula tumoral no pueda repararse a si misma,
forzando una apoptosis masiva [33]. Como se observa en la figura 19, el cisplatino genera
una caida dréstica de la viabilidad celular a partir de los 50 pg/mL (<60%), y que, al
aumentar la concentracion, la tendencia continua, dejando la viabilidad a menos del 30% en
la maxima concentracion evaluada (200 pg/mL). Por otro lado, el metotrexato y paclitaxel,
aunque evidencia una disminucion en la viabilidad celular a concentraciones medias (50
pg/mL), no es significativa ni aumentando la concentracion de los mismos. Se puede
observar que, se mantuvo la viabilidad celular (>60%) incluso en las concentraciones
maximas evaluadas (200 pg/mL). Esto sugiere que, en efecto, el farmaco mas efectivo por
desempefio para tratar el CCU es el cisplatino, exhibiéndose como el farmaco de eleccion

para generar apoptosis en el ensayo de necrosis/apoptosis.
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llustracion 20. Ensayo de citometria de flujo para determinacién de apoptosis/necrosis en
células CCU Hela tratadas con el péptido P8 a 200 uyg/mL a 15h de tratamiento. A.
Histograma de células tratadas con cisplatino a 100 pg/mL. B. Histograma de células sin
tratamiento. C. Células tratadas con tritén 1x. D. Células tratadas con el péptido P8. Q1:
Eventos vivos, Q2: Eventos de apoptosis temprana, Q3: Eventos de apoptosis tardia, Q4:
Eventos de necrosis

En la figura 20 se observan los diferentes eventos en distribuidos en cuatro cuadrantes,
siendo Q1: eventos generados por células vivas, es decir, células que no recibieron ningin
tipo de tratamiento, Q2: eventos apoptdticos tempranos donde solo hay exposicion de
fosfatidilserina, Q3: correspondiente a eventos de apoptosis tardia donde hay tanto
exposicion de fosfatidilserina como afectacion de la membrana citoplasmatica y Q4: donde
se observan eventos necroticos que resulta de la pérdida significativa de la integridad de la

membrana celular. La imagen A, muestra el dispersograma del tratamiento con cisplatino a



100pg/mL a 15 horas de tratamiento; este control positivo busco evidenciar la apoptosis, la
cual es evidente en el Q3 con un 53.75% y Q2 con 18.12%. Resultados consistentes con el
desempefio que demostro el cisplatino frente a los otros dos quimioterapicos (metotrexato y
paclitaxel), observandose que a concentraciones medias (>50 pg/mL) logra disminuir la
viabilidad celular a menos del 60%, incluso a 15 horas de tratamiento. Asi mismo, laimagen
B corresponde al control positivo de necrosis; es evidente el desplazamiento de la nube hacia
el Q4, el cual evidencia eventos necroticos con un 23.58% por compromiso de la integridad
en la membrana celular tras ser tratadas con triton 1x. La imagen C muestra las células vivas,
las cuales no recibieron ningun tipo de tratamiento y es notoria su aglomeracion en el

cuadrante Q1 con un 75.22%.

En lo que respecta al péptido P8 (imagen D), se exhibi6 el efecto del péptido a 15 horas de
tratamiento en la linea HeLa de cancer de cuello uterino, donde se observa en el QI gran
porcentaje de las células vivas tras la exposicion al péptido, células que al tiempo de
tratamiento ain no exteriorizan fosfatidilserina, pero tampoco presentan compromiso de la
membrana plasmatica. Sin embargo, se denota una tendencia de desplazamiento de la nube
en el dispersograma hacia el Q2: 6.68%; cuadrante que corresponde a eventos de apoptosis
temprana y Q3: 15.05%, el cual se relaciona con apoptosis tardia. Es decir que, a 15 horas
de tratamiento con el péptido P8, hay una mayor exposicion de la fosfatidilserina al exterior
de la membrana, pero también un compromiso de la membrana citoplasmatica. Estos
resultados concuerdan con el comportamiento de efecto lento del péptido P8 ya evidenciado
de los ensayos previos de viabilidad celular. Lo anterior nos sugiere que el efecto que ejerce
el péptido P8 se asocia en mayor parte a eventos de apoptosis tardia pero también apoptosis
temprana por encima de los eventos necréticos. Sin embargo, es importante considerar que
este no es el unico mecanismo asociado a la citotoxicidad del péptido, pero son los que se

evidencian en mayoritariamente en el ensayo con este péptido.

6. Conclusiones

La conformacion de quimeras peptidicas que integran la secuencia 15-23 de la Melitina
(ALISWIKRK) junto con motivos minimos de LfcinB y BFIIb demostrd ser una estrategia
efectiva para inducir citotoxicidad en la linea celular de cancer de cuello uterino HeLa, asi
como permitio descartar algunas quimeras utiles contra bacterias Gram positivas y Gram

negativas, pero con poca o irrelevante actividad en células cancerosas. Como resultado, se



logré obtener dos péptidos con actividad importante, siendo estos el péptido P4: RLLR-
ALISWIKRK, que exhibi6 una actividad répida y fuertemente litica frente a P8: RLLRC-
ALISWIKRK-RRWQWR que demostrd una actividad mas lenta pero efectiva.

El péptido P8: RLLRC-ALISWIKRK-RRWQWR, no alcanzo la Concentracion Inhibitoria
Media (IC50) a 2 horas de tratamiento a diferencia del péptido P4. Sin embargo, a 24 horas
de tratamiento, P4 tiene un ICso de 37.92uM y P8 de 40.45uM, esto dice que los dos péptidos
requieren concentraciones casi idénticas para inhibir a la mitad (50%) de forma in vitro la
viabilidad celular de células de CCU HeLa, un punto importante que ajusta la brecha en
diferencias de tiempos de accion de ambos péptidos. En ambos péptidos el efecto fue
dependiente a la concentracion. Sin embargo, el péptido P8 exhibid una disminucion en su
efecto citotoxico a 72 horas, sugiriendo una disminuciéon en su efecto, aumentando la
viabilidad celular. En comparacién al péptido P4 que mantuvo la viabilidad celular baja

(<50%) en todos los tiempos evaluados.

Pese a esto, el ensayo de selectividad demostrd que P8 es un péptido selectivo con un muy
bajo porcentaje de lisis de los globulos rojos en el ensayo de hemolisis frente a P4 que supera
el umbral necesario para discriminar entre tipos celulares, lisando de forma inespecifica
membranas neutras como la de los globulos. La modificacion de algunos aminoacidos de la
secuencia de P4 y su posterior ensayo, podria mejorar la actividad citotdxica en proximos
estudios, modificando la carga neta e hidrofobicidad del péptido y, por ende, mejorando su

selectividad.

Por tultimo, los resultados obtenidos en el ensayo de necrosis/apoptosis permiten sugerir de
forma preliminar que el mecanismo de accion asociado al efecto citotoxico del péptido P8
en células de CCU HeLa esta mediado principalmente por eventos apoptdticos, aunque este
no es el unico mecanismo asociado a la citotoxicidad del péptido. Abordar en la expresion
relativa de genes pro y anti apoptoticos en futuras investigaciones, ayudaria a elucidar aun

mas su posible mecanismo de accion.
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