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Resumen y Abstract XI

Resumen

El cancer de mama es el tipo de neoplasia mas diagnosticada en el mundo y la primera
causa de muerte en mujeres, por lo cual es imperativo encontrar nuevos medicamentos
gue permitan combatir esta enfermedad de una manera eficiente y selectiva. La secuencia
dimérica LfcinB (20-30)2: (RRWQWRMKKLG).-K-Ahx ha demostrado ser promisoria en el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, ya que ejerce un potente efecto citotdéxico in
vitro contra lineas celulares derivadas de cancer de mama. En esta investigacion se
sintetizaron, purificaron y caracterizaron once nuevos péptidos diméricos analogos a la
secuencia LfcinB (20-30);, en los cuales la posicion central 2Met, fue reemplazada por
diferentes aminoacidos, . Para cada péptido se evalud su efecto citotoxico en las lineas
celulares derivadas de cancer de mama HTB-132 y/o MCF-7, encontrando que la posicién
26 es un residuo critico, ya que aumentar la hidrofobicidad de este, potencia
significativamente el efecto citotdéxico contra las lineas de céancer. Los péptidos que
presentaron mayor actividad fueron 2¢[F] LfcinB (20-30).: (RRWQWRFKKLG),-K-Ahxy 26[1-
Nal] LfcinB (20-30)2: (RRWQWR-1-Nal-KKLG),-K-Ahx. Estos péptidos analogos tuvieron
valores de ICsp menores a 20 uM en las lineas MCF-7 y/o HTB-132, presentaron
selectividad in vitro frente a eritrocitos y baja toxicidad en los modelos in vivo G. Mellonella
y murino. Adicionalmente, generaron un tipo de muerte celular que involucra eventos de
apoptosis extrinseca e intrinseca y no afectaron significativamente la membrana
citoplasmatica. Finalmente, se logré optimizar y escalar la sintesis del péptido 25[F] LfcinB
(20-30); hasta obtener 1.8 g, con el fin de contribuir al inicio de estudios que permitan el
comienzo de fases preclinicas de esta molécula, ya que nuestros resultados sugieren que
€s una secuencia peptidica promisoria para el futuro desarrollo de medicamentos contra
el cancer de mama al igual que 2¢[1-Nal] LfcinB (20-30)..

Palabras clave: Lactoferricina Bovina, Actividad Anticancerigena, Péptidos

diméricos.



Implementation and Optimization of the Synthesis of Dimeric Peptides Derived from
the LfcinB Sequence (20-30) with Potential Anticancer Activity against Breast
Cancer

Abstract

Breast cancer is the most diagnosed type of neoplasia in the world and the first cause of
death in women, for which it is imperative to find new drugs that allow us to combat this
disease in an efficient and selective manner. The dimeric sequence LfcinB (20-30)::
(RRWQWRMKKLG)2-K-Ahx has shown promise in the development of new therapeutic
agents, as it exerts a powerful cytotoxic effect in vitro against cell lines derived from breast
cancer. In this research, 11 new dimeric peptides analogous to the LfcinB (20-30), were
synthesized, purified and characterized, in which the central position 2Met was replaced by
amino acids of different chemical natures. For each peptide, its cytotoxic effect was
evaluated in cell lines derived from breast cancer HTB-132 and/or MCF-7, finding that 2®Met
is a critical residue, since increasing its hydrophobicity significantly enhances the cytotoxic
effect against cancer lines. The most potent peptides were 26[F] LfcinB (20-30).:
(RRWQWRFKKLG),-K-Ahx and 2¢[1-Nal] LfcinB (20-30)2: (RRWQWR-1-Nal-KKLG)2 -K-
Ahx. These analogous peptides had ICsg values lower than 20 uM in the MCF-7 and/or HTB-
132 lines, they showed in vitro selectivity against erythrocytes and low toxicity in the in vivo
G. Mellonella and murine models. Additionally, they generated a type of cell death involving
extrinsic and intrinsic apoptotic events and did not significantly affect the cytoplasmic
membrane. Finally, it was possible to optimize and scale the synthesis of the peptide 2¢[F]
LfcinB (20-30), up to 1.8 g, in order to contribute to the start of studies that allow the start of
preclinical phases of this molecule, since our Results suggest that it is a promising peptide
sequence for the future development of drugs against breast cancer, such as ?¢[1-Nal] LfcinB
(20-30).

Keywords: Bovine Lactoferricin, Anticancer Activity, Dimeric Peptides.
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Introduccién

El cancer es el mayor problema de salud publica a nivel mundialt. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es la segunda causa de muerte en el mundo. En
el 2018 fallecieron 8.2 millones de personas a causa de esta enfermedad, y anualmente
se reportan 14 millones de casos nuevos?, de los cuales mas del 60% se presentan en
Asia, Africa y Sudamérica, y en estas regiones se presenta el 70% de las muertes a causa
de esta enfermedad. En el 2012, los canceres en mujeres diagnosticados con mayor
frecuencia fueron: mama, colon y recto, pulmaén, cuello uterino y estémago; mientras que
para el hombre fueron: pulmén, préstata, colon y recto, estbmago e higado?®.

El cAncer de mama es el méas diagnosticado en el mundo con un estimado de 2.26 millones
de casos en el afio 2020% Esta enfermedad presenta alta incidencia tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. De acuerdo con reportes de la Organizacion
Panamericana de Salud (OPS) y la OMS; se estima que en el 2020 fallecieron mas de 685
mil mujeres a causa de esta enfermedad y que anualmente se presentan 2.1 millones de
nuevos casos. La morbilidad y mortalidad es mayor en paises subdesarrollados ya que en

estas regiones se presentan mas del 58% de los casos y muertes.

En el caso particular de Colombia, en el afio 2018 fallecieron 18,400 mujeres por cancer,
de las cuales el 15.3% fueron a causa del cancer de mama (Figura 1), confiriéndole la
mayor mortalidad entre todos los tipos de cancer. Segun el DANE, la mortalidad ha venido
creciendo en las Ultimas décadas y esta enfermedad es considerada un problema de salud
publica, por lo que se ha hecho una gran inversibn en campafias para su prevencion,

diagnéstico temprano y tratamiento.
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Figura 1. Muertes en mujeres a causa de cancer en Colombia en el afio 2018 y contribucion porcentual de los
tipos de cancer mas comunes. Tomado y adaptado de World Human Organization (WHO)
http://www.who.int/cancer/en/ (accessed May 22, 2018).2

Las opciones terapéuticas mas empleadas actualmente para el tratamiento del cancer de
mama son las terapias sistematicas, como la quimioterapia y la terapia endocrina, y las
terapias localizadas, como la radioterapia y la remocién quirdrgica del tumor. Estos
tratamientos han logrado reducir la mortalidad hasta en un 40%; sin embargo, todas ellas
tienen efectos adversos severos como nauseas, alopecia, amenorrea, fracturas, entre
otros que afectan significativamente la calidad de vida de los pacientes®. Por esto, es una
prioridad buscar nuevos agentes terapéuticos contra el cancer de mama que permitan
disminuir la mortalidad de esta enfermedad, y que sean mas selectivos para disminuir los

efectos secundarios.

Dentro de las nuevas alternativas terapéuticas se encuentran los péptidos antimicrobianos
(PAMSs). Los PAMs son péptidos que contienen entre 12 y 60 aminoacidos de longitud y
forman parte del sistema inmunitario innato. Son moléculas cargadas positivamente con
residuos catidnicos e hidrofébicos y propiedades anfipaticas que pueden actuar sobre las
bacterias a través de mecanismos membranoliticos y no membranoliticos®. Se ha
encontrado que los PAMs tienen otras funciones biolégicas, como actividad
inmunomoduladora, antifingica, antiviral y anticancerigena, entre otras’-°. Dada la gran
cantidad de PAMs que también poseen actividad anticancerigena, ha surgido una nueva

clasificacion conocida como péptidos anticancerigenos (PACs). Los PACs suelen ser
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selectivos para células de céncer y actian sobre receptores de membrana y/o dianas
intracelulares, lo que les otorga un amplio espectro de accion en diferentes tipos de
cancer!!, Dentro de este contexto se encuentra la Lactoferrina Bovina, que es una
glicoproteina presente en los fluidos corporales bovinos, y forma parte del sistema inmune
innato. Cuando esta proteina es hidrolizada por la pepsina gastrica, se libera un péptido
de la regiéon N-Terminal conocido como Lactoferricina Bovina (LfcinB)!2. Varias
investigaciones han demostrado que LfcinB presenta actividad antimicriobiana, antifingica
y anticancerosa'®'5. A partir de su secuencia se han desarrollado otros péptidos, con

algunas modificaciones estructurales, que presentan actividad biol6gica potenciadal®'’.

En el caso particular del cancer de mama, se report6é que péptidos diméricos derivados de
LfcinB, presentan elevado efecto citotoxico frente a lineas celulares derivadas de este tipo
de cancer. Adicionalmente, estas secuencias presentaron bajo efecto citotéxico frente a
células no tumorogénicas, lo que sugiere que su actividad anticancerosa es altamente
especifica'®. Teniendo en cuenta la urgente necesidad de obtener agentes terapéuticos
alternativos contra el cancer de mama, que sean menos invasivos y mas selectivos, las
secuencias peptidicas diméricas derivadas de la LfcinB se convierten en candidatos
potenciales para desarrollar nuevos medicamentos. Uno de los dimeros identificados como
mas promisorios es el péptido dimérico LfcinB (20-30).: (RRWQWRMKKLG),-K-Ahx.

Con el fin de contribuir a la identificacién de moléculas promisorias para el desarrollo de
medicamentos contra el cancer de mama, en esta investigacion, a partir del péptido
dimérico de LfcinB (20-30), se planted: (i) disefiar nuevas moléculas que puedan potenciar
su efecto citotdxico contra lineas celulares derivadas de cancer de mama, (ii) la evaluacion
del efecto citotoxico selectivo de estas moléculas frente a lineas celulares humanas
derivadas de cancer de mama, (iii) evaluacién preliminar del tipo de muerte celular
generado por la molécula que presente el mayor efecto citotdéxico y (iv) exploracion del

proceso de escalamiento sintético del mejor candidato.
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1.MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES

El cAncer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado de células (metastasis),
gue puede aparecer en cualquier parte del cuerpo. La transformacién de una célula normal
en tumoral es un proceso multifasico y suele consistir en la progresion de una lesion
precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son a causa de factores genéticos del
paciente y/o exposicion a agentes externos como (i) carcindgenos fisicos (radiaciones UV
e ionizantes); (ii) carcinogenos quimicos (asbestos, humo de tabaco, aflatoxinas, arsénico,
compuestos organicos, etc.); y (iii) carcinégenos biologicos (virus, bacterias, hongos o
parésitos). El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicion del cancer, la
acumulacion general de factores de riesgo que provoquen mutaciones se combina con la

tendencia que tienen los mecanismos de reparacion celular a perder eficacia con la edad®.

1.2 EL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el mas diagnosticado y la principal causa de muerte en mujeres a
nivel mundial. Representa el 25% del total de canceres padecidos por mujeres y se
presentan 2.1 millones de nuevos casos cada afo®. Esta enfermedad se define como el
crecimiento de tumores malignos en los tejidos mamarios, es una enfermedad heterogénea

y se clasifica con base a criterios clinicos, genéticos y moleculares?.

En cuanto a la clasificacién clinica existen dos tipos de canceres de mama, el carcinoma
ductal infiltrante (CDI) y el carcinoma lobular infiltrante (CLI). El CDI es el tipo de cancer de
mama mas comun y representa entre el 80% al 90% de los canceres de mama
diagnosticados, este cancer se presenta en los conductos ductales que transportan la leche
materna desde los I6bulos hasta el pezén. El CLI corresponde entre el 10% al 12% de los

casos y se desarrolla en los I6bulos que producen la leche materna. Existen otros tipos de
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cancer poco frecuentes que representan menos del 10% de los casos reportados, entre
estos se encuentran el carcinoma ductal y lobular in situ, carcinoma cribiforme, carcinoma

papilar, carcinoma mucinoso y carcinoma medular?..

La clasificacién genética se basa en la expresion de genes o realizando agrupamiento de
tumores que responden diferencialmente a los tratamientos de acuerdo a marcadores de
superficie?2?3, Con respecto a la clasificacién molecular, las neoplasias malignas se dividen
en dos grupos: los carcinomas mamarios receptores hormonales positivos (CMR-HP) de
estrdgeno (RE) y progesterona (RP), y los carcinomas mamarios receptores hormonales
negativos (CMR-HN). Los CMR-HP, también conocidos como luminales, se dividen en tres
subtipos: (i) el luminal A, que se caracteriza por la elevada expresion de RE, (ii) el luminal
B caracterizado por la presencia de marcadores RE+ y/o RP+ vy (iii) el luminal C de
expresion baja a moderada de genes especificos incluyendo el grupo RE. Los CMRHN se
caracterizan por la ausencia de RE y HER2 negativo. Cabe destacar que los CMR-HP son
por lo general de mejor prondstico que los CMR-HN?425,

El tipo de tratamiento para el caAncer de mama depende de las caracteristicas histolégicas
y el estadio o etapa de extensidn en el que se encuentra el paciente. Las terapias incluyen
cirugia, quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, terapia dirigida o terapia con hormonas.
Los tratamientos generalmente involucran dos o mas terapias combinadas de acuerdo con
el estado del paciente y buscan evitar la recurrencia. Entre las cirugias mas utilizadas se
encuentra la mastectomia, tumorectomia y la diseccién de los ganglios linfaticos axilares.
Los tratamientos utilizados para tratar el cancer de mama generalmente inducen efectos

secundarios en los pacientes afectando significativamente su calidad de vida?®.

Para la identificacién de nuevos agentes terapéuticos se realizan estudios de citotoxicidad
de las moléculas mediante ensayos in vitro e in vivo. La primera etapa generalmente
consiste en evaluar el efecto citotoxico de las moléculas contra lineas celulares humanas
derivadas del cancer de mama. Estas lineas son provenientes de células de un tejido
humano y han sido caracterizadas. El banco de células mas reconocido en nuestro
hemisferio es la American Type Culture Collection (ATCC), la cual ha prestado el servicio
de coleccion de lineas celulares y microorganismos desde 1925 y esta presente en 150
paises?’. Dentro de las lineas celulares derivadas de cancer de mama mas ampliamente

empleadas se encuentran la MCF-7 y MDA-MB-231 y la T-47D; que fueron aisladas de
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pacientes de diferentes etnias y edades con adenocarcinoma ductal, que es el tipo de
cancer de mama mas comun. Se estima que solo estas tres lineas celulares abarcan las

dos terceras partes de la totalidad de los ensayos in vitro reportados en la literatura?®.

1.3 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS COMO AGENTES
TERAPEUTICOS CONTRA EL CANCER

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) contienen entre 5 y 60 aminoacidos y forman parte
del sistema inmune innato. Por lo general son anfipaticos, con regiones hidrofilicas e
hidrofébicas, que facilitan su interaccidn con la membrana celular. Estos péptidos actdan
rapidamente para inactivar agentes infecciosos especialmente en la superficie de la mucosa
y las barreras epiteliales?. Se han reportado alrededor de 3000 PAMs aislados de bacterias,
hongos, plantas y mamiferos entre otros. Estos péptidos es su mayoria son cationicos, con
una carga neta que varia entre +2 y +9 debido a la presencia de residuos con carga positiva
como Lisina (Lys) y Arginina (Arg). Estos péptidos tienen la capacidad de interactuar
electrostaticamente con moléculas cargadas nhegativamente sobre las membranas
bacterianas®. La estructura secundaria y la anfipaticidad de los PAMs influyen en su
capacidad para reconocer e insertarse en las membranas celulares®.

En concentraciones que no son téxicas para las células normales, algunos PAMs presentan
efecto citotdxico contra células cancerosas, debido a que reconocen las células neoplasicas
por su alto contenido en moléculas anibénicas y pueden inducir en ellas, necrosis 0 apoptosis
celular 61832 Asi, los PAMs han sido moléculas de partida para el disefio y desarrollo de
péptidos anticancerosos (PACs), actualmente varios de estos péptidos estan involucrados
en estudios preclinicos y clinicos para el desarrollo de medicamentos oncolégicos (Tabla
1).

Existen algunos péptidos que actualmente son comercializados y empleados en
tratamientos de pacientes con cancer. Entre estos encontramos la leuprolida, octreotida,
triptorelina y desmopresina. Este grupo de péptidos son derivados de hormonas producidas
en el organismo, con modificaciones puntuales por D-aminoacidos y puentes disulfuro
intramoleculares. Funcionan a nivel hormonal, afectando la produccion de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y la somatotropina, que son sobre expresadas durante

el crecimiento y desarrollo tumoral de varios tipos de cancer33-36.

Tabla 1. Péptidos involucrados en estudios clinicos y preclinicos para el desarrollo de medicamentos contra
en diferentes tipos de cancer. Tomado y adaptado de .
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o o Ruta de
Fase péptido Condicidn o .
administracion
LL37 Melanoma metastatico Intratumoral
GRN-1201 Tumor solido (Melanoma y pulmén) Intravenosa
LTX-315 Tumor sélido Intravenosa

malignidades hematolégicas y tumor

WT-2725 . Intravenosa
sélido
SGX942 Céancer en cabeza y cuello Intravenosa
Il
ANG-1005 Metéastasis en cerebro y seno Intravenosa
11} ITK-1 Glioblastoma y cancer de préstata Intravenosa

Los PACs como agentes terapéuticos tienen grandes ventajas, entre las cuales se
encuentra: (i) su elevada selectividad, presentan la capacidad de discriminar entre células
malignas y sanas; (ii) amplio espectro de accion ya que pueden ir a diferentes dianas dentro
de la célula, por lo cual se ha encontrado que los PACs tienen actividad frente a diferentes
tipos de cancer; y (iii) su biocompatibilidad, ya que son producidos por el sistema inmune
innato, y el organismo no los reconoce como agentes extrafios , lo cual puede disminuir
los efectos secundarios de su administracidbn en comparacion con los agentes terapéuticos
actualmente empleados. Sin embargo, enfrentan retos tales como su estabilidad in vivo,
degradacién por proteasas, vida media corta, baja biodisponibilidad, y desafios de

produccion y fabricacion38,

1.4 LACTOFERRINA Y LACTOFERRICINA BOVINA

La Lactoferrina (LF) es una glicoproteina globular multifuncional de la familia de la

transferrina, que se encuentra en la mayoria de las secreciones exocrinas de mamiferos,
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presente en la leche, lagrimas, saliva y sudor. Tiene carga neta positiva con punto
isoeléctrico (pl) entre 8.0 y 8.5 y cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion. La LF tiene la
capacidad de secuestrar el ion férrico (Fe®") en los sitios de infeccién, lo que impide el
crecimiento bacteriano al limitar de nutrientes esenciales a la bacteria. Adicionalmente, se
ha identificado que su regiébn N-terminal presenta actividad antibacterial, antiviral,

antitumoral e inmunoldgica®.

La Lactoferrina bovina (LFB) presenta mayor actividad que las Lactoferrinas humana,
murina y caprina. La LFB actlla contra patdgenos como, pardasitos, hongos, bacterias y
virus#?. Varios estudios in vitro mostraron que inhibe el crecimiento de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, entre las que se destaca las cepas resistentes de S. aureus y

E. coli®.

La LFB inhibe la carcinogénesis de colon, eséfago, pulmén y vejiga en ratas cuando se
administra por via oral y tiene la capacidad de reducir las propiedades metastéasicas de las
lineas celulares MDA-MB-231 en modelos in vitro?8. Se han reportado estudios de actividad
de la LFB contra lineas celulares de cancer y modelos animales, todos mostrando efectos

beneficiosos (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Actividad antineoplasica de LFB en diferentes tipos de cancer. Tomado y adaptado de 4.

Cancer Modelo Organismo
Colon In vivo, In vitro Rata, humano
Pélipos colorrectales In vivo Humano
Pulmén y es6fago In vivo Rata

Vejiga In vivo Rata

Carcinoma escamoso de cabezay cuello Invivo, Invitro Ratén

Glandula mamaria In vitro Perro
Linfoma In vivo, In vitro Ratén
Carcinoma pulmonar de Lewis In vivo, In vitro Ratén
Melanoma In vivo, In vitro Ratén

La Lactoferricina bovina (LfcinB: Y"FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*) es uno de los
PAMs mas estudiados por su potencial antimicrobiano, antitumoral e inmunolégico. Este
fragmento peptidico de 25 aminoacidos se produce por accién proteolitica de la pepsina
gastrica, bajo condiciones &cidas, sobre el extremo N-terminal de la LFB. Tiene un alto
contenido de Lys y Arg,que le proporciona una carga neta de +8, y residuos hidrofébicos
como Phe y Trp que le da caracteristicas anfipaticas. Ademas, presenta dos cisteinas °Cys
y 36Cys que forman un enlace disulfuro intramolecular dandole una configuracién de bucle
gue le brinda rigidez y estabilidad a la estructura®?.

Se ha reportado que la LfcinB presenta citotoxicidad selectiva contra diversos tipos de
cancer, como neoplasias malignas hematoldgicas, melanomas y carcinomas; activando
diversas vias de sefalizacion que incluyen apoptosis, necrosis y arresto del ciclo celular,
sin presentar una significativa actividad citotéxica en células normales como fibroblastos,

células endoteliales y linfocitos T4344,

1.5 PEPTIDOS DERIVADOS DE LfcinB

Estudios in vitro han demostrado que péptidos cortos derivados de LfcinB, presentan
actividad anticancerosa similar o mejor que la LfcinB. Estudios previos muestran que el
efecto citotoxico contra lineas celulares humanas derivadas de céancer oral escamoso
(OSCC) del motivo minimo de actividad LfcinB (20-25): RRWQWR se potencia

significativamente cuando se incrementa la polivalencia de esta secuencia en forma
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tetramérica: LfcinB (20-25).. Los estudios reflejaron que el tetramero presenté aumento del
efecto citotoxico con respecto al péptido lineal, especificamente, se obtuvo citotoxicidad
significativa (viabilidad celular cercana al 0%) para el péptido LfcinB (20-25)., y baja para el
péptido LfcinB (20-25) (viabilidad celular del 90%). Adicionalmente, el péptido tetramérico
presenté efecto citotéxico moderado (aproximadamente 40%) en células no cancerosas.
Esta primera aproximacion sugirié que la presentacion polivalente de secuencias derivadas
de la LfcinB, podria potenciar la citotoxicidad frente a lineas celulares cancerigenas, con
cierto grado de selectividad sobre las mismas#>46, En estudios posteriores, se evalud la
citotoxicidad de los péptidos lineales, ciclicos y polivalentes (, derivados de LfcinB (20-25)
y LfcinB (20-30): RRWQWRMKKLG sobre las lineas de adenocarcinoma ductal MDA-MB-
231 (HTB-26™) y MDA-MB-468 (HTB-132™)!8, Como se puede apreciar (Figura 2), para
ambas lineas celulares se encontr6 que la mayor actividad citotéxica la presentan los
péptidos polivalentes (dimeros, tetrdmeros), mientras que los péptidos lineales y ciclicos
tienen efecto citotoxico bajo. Se puede evidenciar que los péptidos con mayor citotoxicidad
son el tetramero y dimero derivados de la secuencia LfcinB (20-30). También se puede
apreciar que el dimero de la secuencia LfcinB (20-25) tiene efecto citotdxico inferior al
presentado por el dimero LfcinB (20-30). Esto sugiere que los aminoacidos de las
posiciones 25 a 30 (MKKLG), juegan un rol importante en la actividad anticancerosa de los

péptidos diméricos.
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Figura 2. Efecto citotoxico de péptidos polivalentes derivados de la LfcinB frente a lineas celulares de cancer
de mama MDA-MB-468 (HTB-132™) y MDA-MB-231 (HTB-26™). Negro: Péptido lineal, rojo: Péptido ciclico,
verde: dimero, azul: tetramero. A y B familia LfcinB (20-25), C y D familia LfcinB (20-30). Tomado y adaptado
de 18,

Adicionalmente, fue evaluado el efecto citotoxico sobre fibroblastos dermales no
tumorogénicos PCS-201-012 de los péptidos polivalentes con mayor actividad (Figura 3).
Se encontré que a las concentraciones de 50-100 pg/mL, el efecto citotoxico sobre los
fibroblastos no tumorogénicos estuvo entre el 10 y el 20%, mientras que a esas mismas
concentraciones estas moléculas mostraron un efecto citotoxico cercano al 100% sobre
lineas celulares derivadas del cancer de mama. Este resultado sugiere que los péptidos
polivalentes derivados de la LfcinB (20-30) son altamente selectivos por las células
cancerigenas, lo que los convierte en péptidos promisorios y con un gran potencial para el

desarrollo de nuevos medicamentos contra el cancer de mama.
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Figura 3. Efecto citotoxico de péptidos polivalentes derivados de la LfcinB (20-30) frente a lineas celulares de
cancer de mama MDA-MB-468 (Linea continua) y fibroblastos dermales no tumorogénicos PCS-201-012
(Linea punteada). Azul: tetrdmero, verde: dimero. Tomado y adaptado de 2,

Al comparar los dos péptidos, LfcinB (20-30). y LfcinB (20-30)4 (Figura 4), se observa que
el dimero presenta una ventaja sintética, ya que no requiere el paso de oxidacién para la
formacion del puente disulfuro, proceso que reduce los rendimientos en la obtencion del
tetrdmero. Por esta razén, la LfcinB (20-30), es la molécula mas interesante si se piensa en
escalar la sintesis para la obtencion de un prototipo, a futuro, que permita realizar los
estudios para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer de mama.
En estudios preliminares se evaluo la estabilidad de los dimeros LfcinB (20-30), y LfcinB
(20-25), y se observo que el dimero LfcinB (20-30), presenta después de cuatro meses de
almacenamiento nuevas especies por RP-HPLC (Figura 5). Este comportamiento puede
estar asociado a problemas de estabilidad en la secuencia que pueden ser atribuidos a la
oxidacion de la metionina presente en la posicion 26. Dentro de este contexto, el presente
proyecto evalué el efecto citotoxico de péptidos diméricos derivados de LfcinB (20-30);:
(*°*'RRWQWRMKKLG?%),-K-Ahx, en los cuales el residuo ?°Met fue reemplazado por

aminodcidos de diferente naturaleza.
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2.HIPOTESIS

Péptidos diméricos analogos de la secuencia LfcinB (20-30)2: (RRWQWRMKKLG)2-K-Ahx
presentaran igual o mayor efecto citotoxico, contra lineas celulares derivadas del cancer de

mama, que el péptido original.
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3.DISENO EXPERIMENTAL

En este proyecto se selecciond la molécula dimérica LfcinB (20-30); a partir de la cual se
realizan modificaciones en su secuencia, que permitan mantener o potenciar su actividad y
selectividad frente a lineas celulares de cancer de mama. También se evaluo el efecto sobre
la linea HEK-293 y fibroblastos, para corroborar su selectividad. El disefio experimental de
este proyecto contemplé varias etapas que se describen a continuacién y se ilustran en la

Figura 6.
ETAPA 1
HTB-132
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Figura 6. Disefio experimental del proyecto de investigacion.
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Etapa 1. A partir del péptido LfcinB (20-30).: (RRWQWRMKKLG),-K-Ahx, se disefiaron los
péptidos anélogos: (RRWQWRDKKLG),-K-Ahx, (RRWQWRKKKLG),-K-Ahx,
(RRWQWRAKKLG)2-K-Ahx, (RRWQWRLKKLG)2-K-Ahx, (RRWQWREKKLG)>-K-Ahx,

donde la posicion 26 fue modificada con diferentes aminoacidos

Con los dimeros que presentaron mayor viabilidad sintética se realizaron ensayos de
citotoxicidad contra la linea HTB-132 con el fin de evaluar si se conservaba o mejoraba el

efecto citotdxico, respecto al dimero original.

Etapa 2. Para esta etapa se eligio el péptido que presente mayor o igual efecto citotdxico
que el péptido LfcinB (20-30),. El dimero que presentd los mejores resultados fue
empleado para evaluar el efecto citotéxico contra la linea celular derivada del cancer de
mama MFC-7 y el efecto citotoxico en células epiteliales mamarias no tumorogénicas HEK-

293 y fibroblastos para corroborar su selectividad.

Etapa 3. Se estudié de manera preliminar el tipo de muerte celular ocasionada por el
péptido dimérico que presentd la mayor actividad citotoxica selectiva, seleccionado en las
etapas 1y 2. Para este ensayo se emple0 la linea celular derivada del cancer de mama en

la que el dimero tuvo la mayor actividad.

Etapa 4. Se desarrollo el escalamiento del proceso de sintesis y purificacion del dimero
seleccionado en las etapas anteriores. Se pretendia obtener un lote de 1000 mg del dimero
caracterizado fisicoquimicamente mediante diferentes técnicas analiticas, esto en aras de
contribuir a estudios posteriores para el desarrollo de un medicamento contra el cancer de

mama.

Para cumplir con las etapas estipuladas en este proyecto, fue necesario implementar y/o
optimizar diferentes metodologias como: (i) la obtencion de los péptidos diméricos
mediante sintesis en fase sélida SPPS-Fmoc/tBu, (ii) caracterizacion de los dimeros por
diferentes técnicas analiticas, (iii) evaluacién del efecto citotdxico mediante ensayos MTT,
(iv) estudio preliminar del tipo de muerte celular por ensayos de citometria de flujo y (v)
Implementacién de sintesis tipo ‘buenas practicas de manufactura’ (BPM) y caracterizacion
fisicoquimica de un lote de 1000 mg de una molécula dimérica con actividad citotdxica

selectiva contra lineas derivadas de cancer de mama. La descripcion detallada de cada
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uno de los procesos involucrados en este proyecto de investigacion se muestra a

continuacion.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la viabilidad sintética de péptidos diméricos analogos a la secuencia
(RRWQWRMKKLG),-K-Ahx y determinar su efecto citotoxico contra lineas celulares

derivadas de cancer de mama.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Implementar la sintesis, caracterizacién y purificaciéon de los péptidos diméricos
analogos a la secuencia LfcinB (20-30): (RRWQWRMKKLG).-K-Ahx,
especificamente, (RRWQWRDKKLG)2-K-Ahx, (RRWQWRKKKLG)2-K-Ahx,
(RRWQWRAKKLG)2-K-Ahx, RRWQWRLKKLG),-K-Ahx y (RRWQWREKKLG),-K-
Ahx.

2- Seleccionar los péptidos con mejores rendimientos y purezas obtenidos en el
objetivo 1, y evaluar su efecto citotoxico contra la linea HTB-132.

3- Evaluar el efecto citotoxico contra MCF-7, HEK-293 y fibroblastos de los péptidos
gue presenten los mejores resultados en el objetivo 2.

4- Evaluar de manera preliminar el tipo de muerte celular generado por el péptido mas
promisorio en la linea celular derivada de cancer de mama MCF-7.

5- Implementar y optimizar la sintesis de un lote de 1000 mg del péptido dimérico mas
promisorio empleando una sintesis tipo BPM, y caracterizarlo mediante técnicas

analiticas.
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5.METODOLOGIA

5.1 MATERIALES Y METODOS

La resina Rink amida, los Fmoc-aminoécidos, la diciclohexilcarbodiimida y 1-hidroxi-6-
clorobenzotriazol fueron adquiridos en AAPPTec (Louisville, KY, USA). Los reactivos
acetonitrilo, acido trifluoroacético, diclorometano, diisopropiletilamina,  N,N-
dimetilformamida, etanoditiol, isopropanol y metanol fueron adquiridos de Merck
(Darmstadt, Germany). Las columnas SPE Supelclean™ se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Las lineas celulares HTB-132, MCF-7 y HEK-293 se obtuvieron de
ATCC® (Manassas, Virginia - Estados Unidos); El kit de viabilidad LIVE / DEADTM
BacLight™ y la anexina V, el conjugado Alexa FluorTM 488 se obtuvieron de Invitrogen
(Eugene, Oregon); el Kit de potencial de membrana mitocondrial se obtuvo de BD
Biosciences (Torreyana Rd., San Diego, Ca 92121). El medio de cultivo DMEM se obtuvo
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Se adquiri6 suero fetal bovino en Gibco

(Massachusetts, Estados Unidos).

5.2 SINTESIS DE PEPTIDOS EN FASE SOLIDA Fmoc/tBu

Los péptidos diméricos disefiados para este estudio fueron sintetizados mediante sintesis
de péptidos en fase sélida (SPPS) manual, empleando la estrategia Fmoc/tBu*’, esta
sintesis se desarrollé segun el protocolo establecido en el grupo SAMP.

La SPPS-Fmoc/tBu involucrd reacciones de desproteccion, acople y monitoreo que se
repitieron hasta obtener la secuencia deseada. Los Fmoc-aminoacidos se fueron
incorporando al soporte sélido secuencialmente del extremo C-terminal al N-terminal. La
resina que se empleé fue la Rink amida (0,46 meqg/g) la cual permitié obtener péptidos con
terminacion amida (C-terminal), esta resina se someti6 a un proceso de hinchamiento con
diferentes solventes N,N-dimetilformamida (DMF) y Diclorometano (DCM). En la Figura 7
se muestra el diagrama del proceso de sintesis; el Paso 1 corresponde a la reaccion de
remocion del grupo Fmoc (desproteccion), el Paso 2 es la reaccion de formacién del enlace
peptidico (acople) entre los aminoacidos de la secuencia y el Paso 3 involucra las
reacciones de desproteccidn de las cadenas laterales y la separacion del péptido de la

resina (Clivaje). Para determinar si las reacciones de desproteccion y acople fueron
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completas se empled el test de Kaiser*®, que permitié determinar la presencia de grupos
amino libres.

El péptido crudo fue analizado mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase
reversa (RP-HPLC), y purificado por extracciéon en fase solida (RP-SPE) con elucion por
gradiente. El producto purificado se caracterizd por RP-HPLC y por espectrometria de
masas MALDI-TOF y/o ESI-Q/TOF.
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Figura 7. Diagrama de la sintesis de péptidos diméricos en fase soélida (SPPS-Fmoc/tBu).

5.2.1 DESPROTECCION: REACCION DE REMOCION DEL GRUPO
FMOC

Los aminoacidos utilizados en la SPPS/Fmoc-tBu poseian una proteccién de tipo
ortogonal, el grupo a-amino estaba protegido con el grupo Fmoc y las cadenas laterales
de los aminoacidos tenian grupos protectores que son labiles al tratamiento con &cido

trifluoroacético (TFA), como los grupos tritilo (trt) y terbutilo (tBu), entre otros. La remocién
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del grupo Fmoc, reaccion de B-eliminacion, se realizo por tratamiento con una base débil,
esta se llevé a cabo empleando una solucién de piperidina*>>° al 2,5% v/v que contenia
triton al 0,1% v/v, en DMF (Figura 5. Paso 1). La resina fue agitada entre 1-24 horas, y
finalmente, fue lavada con DMF, y DCM (3 lavados x 1 minuto con cada solvente) y se

realiz6 el test de Kaiser.

5.2.2 ACOPLE: REACCION DE ACTIVACION E INCORPORACION
DE LOS FMOC-AMINOACIDOS A LA RESINA

Para la activacion de los grupos acido carboxilico presentes en los Fmoc-aminoécidos, se
emplearon diferentes estrategias que condujeron a la formacién de ésteres; si la reaccion
de formacion del enlace peptidico no era completa fue necesario cambiar la estrategia y
repetir el acople hasta que el test de Kaiser fuera negativo (coloracién amarilla). En este
trabajo se emple6 la estrategia de éster modificado: Se disolvieron Fmoc-aminoéacido,
diciclohexilcarbodiimida (DCC), y 6-cloro-hidroxibenzotriazol (6-CI-HOBt) (1:1:1); en 5
excesos respecto a los miliequivalentes (mEq) de resina, empleando DMF como solvente
y se agité la mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego la mezcla de reaccién
fue adicionada a la resina. La reaccion fue monitoreada por el Test de Kaiser, cuando el
test indicaba presencia de grupos amino libres, se traté nuevamente la resina con solucién

del Fmoc-aminoacido activado, hasta que el test de Kaiser fuera negativo (color amarillo).

5.2.3 REACCION DE MONITOREO: TEST DE KAISER

Para realizar la prueba de Kaiser®, se prepararon tres disoluciones: (i) 40 g de fenol
disueltos en 10 mL de etanol absoluto; (ii) 0,65 mg de KCN, 1,0 mL de agua y 49,0 mL de
Piridina; (Solucién B) 1,25 g de Ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto. Las disoluciones
() y (i) fueron mezcladas y almacenadas (Solucion A). La Solucion B se almaceno en la
oscuridad. Para realizar la prueba de Kaiser se tomé una pequefa cantidad de resina-
péptido seca (aproximadamente 1 mg) y se le adicioné las soluciones Ay B en proporcién
2:1 (v/v). Luego se homogeniz6 la mezcla y se sometié a calentamiento a 90°C por 7
minutos. Transcurrido este tiempo se observé la coloracién de la disolucion. Una coloracion
azul indicoé prueba positiva para la presencia de grupos aminos primarios libres y una
coloracién amarilla, prueba negativa. En el caso de la prolina (aminas secundarias), la
prueba positiva correspondié a una coloracion roja en la resina, y la prueba negativa una

coloracion amarilla.
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5.2.4 CLIVAJE: SEPARACION DEL PEPTIDO DE LA RESINA

Una vez fueron incorporados todos los aminoacidos, se realizé la remocion del grupo Fmoc
y la resina-péptido desprotegida se seco, se pesoé y se le adicioné una solucién de clivaje
que contenia TFA/H,O/EDT/TIPS (92,5/2,5/2,5/2,5% v/v). La reaccién se dejo en agitacion
a temperatura ambiente por 4 horas (Figura 7. Paso 3). Transcurrido este tiempo la
disolucion fue filtrada y el péptido se precipitd adicionando éter etilico a -20°C. La
disolucion se centrifugé a 2500 rpm por 5 minutos y el sobrenadante se desecho, luego se
realizaron cinco lavados con éter etilico bajo las condiciones descritas anteriormente. Al
finalizar el dltimo lavado se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el sélido obtenido a

temperatura ambiente.

5.2.5 SINTESIS DE PEPTIDOS DIMERICOS

Los péptidos diméricos se sintetizaron empleando la metodologia descrita previamente la
cual se ejemplifica en la figura 7. En el disefio sintético de dimeros, el primer residuo que
se acoplé es el acido 6-aminohexanoico (Ahx), este funciona como un espaciador entre la
resina y la secuencia peptidica que se desea sintetizar. Una vez acoplado el Ahx el
siguiente paso fue acoplar el aminoacido Fmoc-Lys(Fmoc)-OH) que estaba protegida tanto
€n su €-amino como en su a-amino por un grupo Fmoc, labil a tratamiento basico (Figura
7E). Posteriormente la resina se desprotegié para obtener la especie que se observa en la
figura 7F, de esta manera existian presentes en la estructura dos grupos amino libres por
los que se fueron incorporando los siguientes aminoacidos y de esta manera inicio la
elongacién simultanea de dos cadenas peptidicas analogas para obtener el dimero (Figura
7F-1). Finalmente se realiz6 el proceso de clivaje convencional para remover los grupos
protectores de las cadenas laterales, generando el dimero (Figura 7J), que fue precipitado
y lavado con éter etilico. Posteriormente el dimero obtenido fue purificado y caracterizado

por técnicas analiticas (RP-HPLC y MS).

5.3 ANALISIS POR RP-HPLC

Para el analisis por RP-HPLC, se preparé una soluciéon del péptido crudo de 1 mg/mL, se
utilizé la fase movil: Solvente A: 0,05% TFA en agua y Solvente B: 0,05% TFA en ACN.
Como fase estacionaria se emplearon dos columnas monoliticas: una Chromolith® C-18
(50x4,6 mm) y una Chromolith® High Resolution®?” C-10 (100-4,5 mm). Se us6 un
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gradiente de elucion del 5 al 50% de Solvente B en 8 minutos a un flujo de 2,0 mL/min,
volumen de inyeccién 10 pL y 210 nm para la deteccién. Los equipos empleados fueron
un cromatégrafo Agilent Series 1260 y un Hitachi Primaide 1100 DAD, disponibles en el
grupo de investigacion SAMP del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de

Colombia.

5.4 PURIFICACION DE LOS PEPTIDOS POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA, SPE

Para la purificacién de los péptidos se emplearon columnas de RP-SPE de 5 g (Tamafio
de particula: 40-60 um). El péptido se disolvié en el Solvente A, la muestra se sembré y
luego se eluyé con soluciones que contenian diferentes porcentajes de Solvente B. Las
fracciones que contenian al péptido puro se unieron vy liofilizaron. Los productos finales se

almacenaron en desecador con silica gel a -20°C sellados con parafilm.

5.5 ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI-TOF

El peso molecular de los péptidos se determind mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF (microFlex, Bruker) disponible en el laboratorio de Micologia de la Pontificia
Universidad Javeriana y/o en elespectrometro de masas de alta resolucion HPLC ESI-
QI/TOF disponible en el departamento de Geologia de la Universidad Nacional de
Colombia.

En el caso de los andlisis por MALDI-TOF, 1 uL de la solucién del péptido purificado (0,5
mg/mL) se mezcld con 18 pL de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 5 mg/mL), luego
1 pL de la mezcla fue sembrada sobre la placa porta muestra. La potencia del laser oscilé
entre los 2700 y 3000V, y se realizaron 200 disparos del laser.

En cuanto a los analisis por HPLC ESI-Q/TOF, 2 uL de péptido puro fueron analizados en
modo positivo. Se emple6 una columna Intensity Solo C18 (2,1 x 100 mm, 1.8 um) (Bruker
Daltonik), a 40°C y un flujo de 0,250 mL/min. Como fase moévil A se empledé H,O y como
fase mdvil B ACN, ambas con acido formico 0,1 %. EIl programa de elucién fue
5/5/95/95/5/5 %B en 0/1/11/13/13,1/15 minutos. Condiciones de fuente ESI: Capilar 4500
V, nebulizador 1,8 bar, gas de secado Nz 8,0 L/min, temperatura de secado 220°C. Modo
de adquisicién autoMS/MS con rango espectral de 20-1000 m/z y tasa de espectros de 2

Hz. Energia de collision 5,0 ev.
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5.6 CULTIVO CELULAR

El cultivo celular se efectud de acuerdo con la metodologia estandarizada en el Laboratorio
de Respuesta Inmune Innata de la Interaccion Hospedero Patdgeno del Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB. Michoacan, México). Las células
gue se emplearon en este trabajo se describen en la Tabla 3.

Para todas las lineas celulares, el medio usado es el Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)/ Nutrient Mixture F-12 Ham. Este medio fue suplementado con diferentes
sustancias dependiendo de la linea celular en crecimiento. Para las lineas HTB-132, MCF-
7 y HEK-293, el medio fue suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, y se le
adicionaron 1,5 g/L de NaHCO3; y NaOH hasta pH de 7,4, anfotericina (200 ug/mL), y
penicilina y estreptomicina al 1%. Para las células de cultivo primario de fibroblastos,
adicional a lo anterior se adiciona hidrocortisona (250 pg/mL). Todos los medios fueron

filtrados por membrana de 0,22 ym.



27

Tabla 3. Caracteristicas principales de las lineas celulares que se evaluaran en este proyecto.

Linea Celular MDA-MB-468 MCEF-7 HEK-293  Fibroblastos
Nombre ATCC HTB-132™ HTB-22™ CRL-1573™
Organismo Humano Humano Humano Humano
B Glandula Glandula . .
Tejido ) ] Rifi6n Prepucio
mamaria mamaria
Morfologia Epitelial Epitelial Epitelial Epitelial
_ Adherente/
Propiedades de _
_ Adherente Adherente Adherente Cultivo
cultivo o
primario
Enfermedad Adenocarcinoma Adenocarcinoma Normal Normal
Edad 51 afios 69 afos Embrién
Geénero Femenino Femenino ---- Masculino
Etnia Negra Caucasica
Expresion de ) _
EGF, TGF alfa RH+ Vitronectina
receptores
Medio de cultivo DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12
Tiempo de
L 47 horas 29 horas 28 horas
duplicacion

Los materiales fueron esterilizados en un autoclave Felisa® FE-397. (Voltaje: 120 V,
potencia: 3000 W, frecuencia: 60 hz, T: 125°C). Se trabaj6é en una cabina de flujo laminar
Thermo Scientific 1300 Series A2 (Voltaje 120 V). Las células se monitorearon en un

microscopio invertido Zeiss Primo Vert acoplado a una cadmara AxioCam ICcl para el

registro fotografico. Las lineas celulares se almacenaron en un tanque de Nz Thermo

Scientific Locator Junior Plues de 60 litros a -195,8°C.
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5.6.1 DESCONGELAMIENTO DE CELULAS

El descongelamiento de las lineas celulares se realizé de acuerdo con la metodologia del
Laboratorio Respuesta Inmune Innata de la Interaccion Hospedero Patégeno (M3) del
Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB).

Las lineas celulares almacenadas en un criovial, fueron sacados del tanque de N; y se
incubaron a 37°C y 5% de CO- en atmésfera himeda de 5 a 10 minutos. Una vez que se
alcanzé el estado liquido, las células se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, las células se
resuspendieron en 1 mL de medio completo y se sembraron en una caja Petri que contienia

entre 5y 10 mL de medio completo dependiendo del nUmero de células.

5.6.2 PREPARACION DE LOS MEDIOS

La preparacion de los medios se realizé segun protocolos del laboratorio del CMEB. Todo
el material empleado fue esterilizado en autoclave antes de la preparacion.

A un litro de agua destilada previamente esterilizada se le adicion6 el contenido completo
de un frasco de medio F-12 D8900 de Sigma establecido para 1 litro de medio. Se
adicionaron 1,5 g de NaHCO3 y se verifico el pH. Cuando fue necesario se adicion6 NaOH
1 M hasta obtener un pH de 7,4. El contenido se ingres6 a cabina de flujo laminar y se filtré
por membrana de 0,22 um (Medio incompleto). Para la obtencién del medio completo se
adicionaron los suplementos necesarios y se filtr6 por membrana de 0,22 uym. El medio

incompleto se almacend a -20°C y el medio completo a 4°C.

5.6.3 SUBCULTIVO CELULAR Y CONGELAMIENTO DE CELULAS

Cuando las células se encontraban en una confluencia entre el 70 y 90%, se retir6 el medio
y se adicionaron 4 mL de tripsina al 2,5% en PBS y 3,7 mg/mL de EDTA. Se incubé durante
5 minutos y se adicionaron 4 mL de medio completo para inactivar la tripsina. La
suspension fue recuperada en un tubo falcon de 15 mL y se centrifugé a 1500 rpm durante
10 minutos. El sobrenadante fue descartado y las células se resuspendieron en 1 mL de
medio completo. Se adicionan 20 uL de suspension celular en una camara de neubauer y
se contaron las células. Se sembro la cantidad de células deseada a una caja Petri de 10

0 5 mL y se incubaron a 37°C y 5% CO; en atmésfera himeda.
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5.7 ENSAYO DE VIABILIDAD POR MTT

Los ensayos MTT se realizaron de acuerdo con la metodologia estandarizada en el
laboratorio Respuesta Inmune Innata de la Interaccion Hospedero Patégeno del Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB. Michoacan, México). Brevemente,
las células fueron sembradas con medio completo en placas de 96 pozos a razén de
10.000 células y 100 pL por pozo, y se permitié a su adhesion a las placas durante 24
horas. Posteriormente el medio completo fue retirado y se agregé medio incompleto para
su sincronizacién durante 24 horas mas. Luego las células se incubaron a 37°C durante
2,24 0 48 horas con 100 pL de péptido a las concentraciones a evaluar (200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25y 3,1 ug/mL). A continuacion, se retir0 el péptido de la caja y se adicionaron 100
ML de medio incompleto con 10% de bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-ilo-2,5-difeniltetrazol
(MTT) y se incubaron por 4 horas. El medio fue reemplazado por 100 yL de isopropanol
(IPA) y luego de 30 minutos de incubacién a 37°C, la absorbancia se midié a 575 nm.
Como control negativo se emple6 medio de cultivo incompleto con MTT al 10% y como

control positivo se utilizaron células sin tratamiento con MTT51,

5.8 ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LOS PEPTIDOS

Globulos rojos humanos normales fueron centrifugados a 2500 rpm durante 8 minutos y
se lavaron tres veces con PBS o solucién salina al 0,9%. Posteriormente 100 uL de células
(2% de hematocrito) se mezclaron con 100 uL del péptido (200, 100, 50, 25, 12,5y 3,1
Mg/mL) y se incuban a 37°C durante 2 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 2500
rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a una placa de 96 pozos y la
absorbancia se ley6 a 540 nm. El 0% de hemodlisis fue tomado como el sobrenadante de
los gldbulos rojos en PBS, y el 100% de hemodlisis correspondié al sobrenadante de

glébulos rojos tratados con agua destilada®?.

5.9 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA
MEMBRANA CITOPLASMATICA USANDO SYTO 9/IP

Las células con medio completo fueron sembradas y sincronizadas en cajas de 24 pozos
en una concentracion de 4 x 10* células/pozo en un volumen de 400 uL/pozo y se permitié
la adhesion a la placa durante 24 horas. Luego, el medio completo fue reemplazado por

medio incompleto para la sincronizacion de las células durante 24 horas mas.
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Posteriormente, el medio de cultivo fue reemplazado con 400 yL de una solucién que
contenia el péptido a evaluar a una concentracion equivalente a su ICsp y se incub6 durante
2 0 24 horas, las células fueron cosechadas adicionando 200 pL de tripsina e incubando
durante 10 minutos. La tripsina fue inactivada con 200 uL de medio completo y se
centrifugaron las células a 2500 rpm durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y el
pellet se lavé con 100 pL PBS y se centrifugd bajo las mismas condiciones previamente
descritas. Se deseché el sobrenadante y las células se tifieron con 30 uL de una solucién
del kit comercial LIVE/DEAD® FungaLigth™ (Invitrogen) que contenia la mezcla de los
fluorocromos (0,5 L de SYTO9 y/o 0,5 uL de loduro de propidio (IP) con 99 uL de PBS).
Posteriormente, las células fueron incubadas a temperatura ambiente y oscuridad durante
20 minutos, se centrifugaron y se descart6 el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en
100 yL de PBS y se analiz6 mediante citometria de flujo en un equipo BD Accuri C6
disponible en el laboratorio M3 del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CMEB). Los eventos fueron registrados usando el canal verde (FL1) en el eje de las
abscisas y rojo (FL3) en el eje de las ordenadas. Control negativo: Células sin tratamiento
marcadas con ambos fluoroforos. Control positivo: Células tratadas con actinomicina 10
pg/mL durante 24 horas®3. Para definir la poblacion de trabajo se empled un control de
células sin tratamiento y sin tefiir. Para realizar la compensacion se emplean dos controles:
(i) Células sin tratamiento tefiidas unicamente con IP y (ii) Células sin tratamiento tefiidas

Unicamente con Syto9.

5.10 DETERMINACION DEL TIPO DE MUERTE CELULAR
APOPTOSIS/ NECROSIS

Las células fueron sembradas y sincronizadas en cajas de 24 pozos en una concentracion
de 4 x 10* células/pozo en 400 pL/pozo, se permitié la adhesién y sincronizacion de las
células y el medio de cultivo es reemplazado con medio que contiene el péptido a evaluar
y se incuba durante 2 o 24 horas. Posteriormente las células fueron cosechadas con
tripsina, centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos, lavadas con PBS y resuspendidas
en 10 yL de buffer de tincién con los fluorocromos (Hepes 10 mM pH 7.4; 10 mM NaCl y
2,5 mM de CaCl; que contenia 1 pL de fluorocromo 7AAD y 1 puL de Anexina V). Las células
con los fluorocromos se incubaron a 37°C y en oscuridad durante 15 minutos y se

resuspendié en 80 uL de buffer de tincién sin fluorocromos para su analisis por citometria
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de flujo. Como control positivo de necrosis se emple6: Células tratadas con EDTA 15 mM
por 60 minutos, y de apoptéticas: Células tratadas con Actinomicina a 10 uyM durante 24
horas. Control negativo: Células sin tratamiento. Controles de compensaciéon: Células
tefiidas (i) sélo con Anexina y (ii) s6lo con 7AAD. Control de poblacion: Células sin tefiir y

sin tratamiento.

5.11 DETERMINACION DE LA DESPOLARIZACION DE LA
MEMBRANA MITOCONDRIAL

Para este ensayo se usoé el kit MitoProbeTM JC-1 Assay (M34152 de Termofisher) segun
las recomendaciones del proveedor. Las células sembradas y sincronizadas en caja de 24
pozos (4 x 10* células/pozo) fueron incubadas con 400 uL de péptido a evaluar por 2 y 24
horas. Luego las células fueron tripsinizadas y recolectadas mediante centrifugacién a 400
g por 5 minutos. El pellet resultante fue tefiido agregando 100 uL de JC1 “working solution”
(Solucion 1:100 de JCI reconstituido en DMSO: Buffer assay 1X) e incubado a 37°C por
20 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas dos veces con Buffer assay 1X y
finalmente resuspendidas en 100 uL de buffer assay 1X para su lectura en el citdmetro.
Control negativo: células sin tratamiento. Control positivo: células tratadas con

actinomicina 10 yM durante 24 horas.

5.12 ENSAYO DE FLUJO DE CALCIO

El ensayo de flujo de calcio extracelular fue realizado acorde a Jiménez-Alcantar et al®.
1 x 10° células fueron sincronizadas durante 24 h en medio incompleto e incubadas con
el colorante de indicador de calcio de acuerdo al proveedor (calcium assay kit (BD
Biosciences) por 1 hora. En un citémetro de flujo BD Accuri™ se ley6 la linea base durante
un minuto y luego se adicioné el péptido de estudio en su concentracién ICso. Se continud
la lectura durante 4 minutos adicionales. Como control positivo se empleé 4-Alfa-Forbol-
12-Myristato-13-acetato (3 mM, PMA, Sigma).

5.13 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE CASPASAS 8Y 9

La evaluacion de caspasas 8y 9 fue llevada a cabo seglin Jiménez-Alcantar et al*4. 8 x 10*
células fueron sincronizadas con medio incompleto por 24 horas y tratadas con el péptido

evaluado a su concentracion ICso. Posteriormente, las células fueron cosechadas y tefiidas
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de acuerdo al proveedor (GaspGlowTM Flourescein Active Caspase-8 or 9 staining Kit). La

lectura se realizé en un citobmetro de flujo BD Accuri™. Control positivo: ActD 0,5 puM.

5.14 Modelo de toxicidad in vivo en Galleria mellonella

Se realiz6 limpieza en el extremo inferior de las larvas con un isopo e hipoclorito al 70%,
posteriormente se inocularon con 10 pL (ultima pata derecha) de las diferentes
concentraciones de péptido (400, 600 y 800 uL), cada grupo de tratamiento estaba
conformado por 10 larvas y se realiz6 por duplicado. Como controles se utillizaron: 10
larvas sin limpiar como control absoluto, 10 larvas a las que se realizé la limpieza y 10
larvas a las cuales se les inoculo solucion salina 0,9%, como control de inoculacion. A
continuacion, se incubaron las larvas a 37°C y se realiz6 seguimiento por 10 dias. Los

datos de viabilidad se analizaron mediante curvas de Kaplan Meyer.

5.15 Modelo preliminar de toxicidad in vivo en ratones

Experimento 1. Se agruparon ratones CD1 macho (8 semanas de edad, con un peso de
33-35 g) en grupos de 6 animales por jaula para cada péptido 2¢[F]-LfcinB (20-30). y 25[1-
Nal]-LfcinB (20-30);; 3 ratones fueron inoculados por via intraperitoneal (ip) y 3 ratones
fueron inoculados por via subcutanea (sc). Los ratones inoculados via ip o sc con solucién
salina se usaron como control. El péptido se disolvié en solucion salina (7 mg/mL) y los
ratones se inocularon una sola vez con 0,33-0,35 mL (dosis de 70 mg/kg) via ip o sc.
Experimento 2. Ratones CD1 hembra (n= 4, 8 semanas de edad, peso 33-35g) fueron
inoculados una sola vez con péptido 2¢[F]-LfcinB (20-30), (dosis 140 mg/kg) o 2¢[1-Nal]-

LfcinB (20-30), (8,8 a 70 mg/kg).

Todos los experimentos se realizaron cumpliendo con los lineamientos y normas de la
Resolucion 08430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Ley 84 del 27 de diciembre de 1989

y se rigieron por los principios y normas del comité de ética para el cuidado y uso de
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animales, decretado por el comité de ética institucional de la Universidad Nacional de

Colombia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion de péptidos diméricos derivados de LfcinB
(20-30)2 y evaluacion de su efecto citotoxico in vitro
contra lineas celulares de cancer de mama

Los péptidos sintéticos, son moléculas versatiles que tienen numerosas aplicaciones
como: agentes antimicrobianos y anticancerigenos; en el desarrollo de métodos de
diagnostico y biomarcadores, en la industria cosmética y de alimentos entre muchas
otras*?445556 |ndependiente de la utilidad que se le dé al péptido sintético, este debe pasar
por tres fases para su obtencion: (i) Sintesis, (ii) purificacion y (iii) caracterizacion; por lo
gque estas etapas se consideran los pilares fundamentales que han permitido todo el
desarrollo cientifico y tecnologico alrededor de los péptidos en los Ultimos afos. En esta
tesis de doctorado se optimizd y estandarizé cada una de estas etapas para los péptidos

obtenidos.

Con respecto a la primera etapa (sintesis), se optimizé la concentracion de piperidina
empleada en el paso de desproteccion; pasando de un 25% v/v, que es la concentracién
gue se utiliza comunmente en la sintesis de péptidos en fase sélida, a un 2,5% v/v (10
veces menos). Mediante diferentes técnicas de caracterizacién se demostrd que es posible
obtener péptidos con purezas elevadas y una eficiencia de desproteccion cercana al 100%
a esta concentracién de piperidina, lo cual contribuye significativamente a que la sintesis
sea mas econdmica y amigable con el medio ambiente. El desarrollo de esta optimizacién
fue publicado en la revista International Journal of Peptide Research®® (Para mayor

informacién ver anexo A-1.2).
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En el caso de la segunda etapa (purificacion), se desarroll, optimizdé e implementd un
nuevo método de purificacion de péptidos por extraccion en fase sélida en modo fase
reversa (RP-SPE). A partir del perfil cromatografico (RP-HPLC) de la molécula sin purificar
y utilizando un modelo matemaético, se transfiere el programa de elucién a la separacion
por RP-SPE. Este método de purificacién es rapido, econémico y con bajo consumo de
solventes;-se puede purificar hasta 150 mg de péptido en una sola corrida y puede ser
implementado rutinariamente como alternativa a la purificacion por cromatografia RP-
HPLC preparativa y semi-preparativa. El desarrollo de este método de purificacion fue

publicado en la revista Molecules®’ (Para mayor informacién ver anexo A-1.4).

En la tercera etapa (caracterizacion), fue posible optimizar el método cromatografico para
el analisis rutinario de péptidos por RP-HPLC a través del modelo de van Deemter y el
concepto de factor de retencién en el gradiente (k*). A partir de este trabajo, se logré
transferir un método cromatografico que tenia un tiempo de analisis de 70 minutos en una
columna empacada, a un método cromatografico empleando una columna monolitica, con
un tiempo de andlisis cercano a 10 minutos, y manteniendo la resolucién del perfil
cromatogréfico. El desarrollo del método fue publicado en la revista ACS Omega (Para

mayor informacién ver anexo A-1.3).

A partir de las condiciones previamente descritas, el péptido LfcinB (20-30).:
(®°* RRWQWRMKKLG?0),-K-Ahx y once péptidos diméricos analogos, en los que la posicion
26 fue reemplazada por diferentes aminoacidos, fueron obtenidos usando SPPS-
Fmoc/tBu, purificados por RP-SPE y caracterizados por RP-HPLC y espectrometria de
masas (MS). Para realizar las modificaciones puntuales de la posicién 26 se eligieron
aminoacidos de diferentes caracteristicas: (i) Aminoacidos con carga: acido aspartico, Asp
(D), y lisina, Lys (K), (ii) aminoacido sin carga: Alanina, Ala (A), (iii) aminoacido hidrofébico
alifatico: leucina, Leu (L), y (iv) aminoacido hidrofébico aromatico: Fenilalanina, Phe (F).
Como ejemplo, en la Figura 8 se ilustra la caracterizacion del péptido 2¢[F]-LfcinB (20-30)a:
(RRWQWRFKKLG),-K-Ahx, en el cual la posicién 26 fue reemplazada por fenilalanina. El
perfil cromatografico obtenido muestra una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion
(tr) de 5,6 minutos y una pureza cromatogréfica, a 210 nm, de 91,2 %. Adicionalmente, se
reporta el espectro de masas obtenidos por ESI-Q/TOF, donde mediante deconvolucion

de las sefales se obtiene un valor de masa experimental de 3341,9736 + 0,0017 uma, que
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corresponde al valor de masa tedrico esperado (3341,97 uma). Todos los demas péptidos

fueron caracterizados de la misma manera (ver anexo B).
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Figura 8. Caracterizacion analitica del péptido 25[F]-LfcinB (20-30).. A. Estructura quimica y masa exacta, B.
Perfil cromatografico del péptido puro a 210 nm. C. Espectro de masas ESI-Q/TOF.

En la Tabla 4 se presenta el resumen de la caracterizacion de los once péptidos dimeéricos
sintetizados en este trabajo. Como se puede observar, la mayoria de ellos se obtuvieron
con purezas superiores al 90% y la masa experimental obtenida, correspondié a la
esperada (ver Anexo B). Los péptidos de la tabla 4 estan organizados en dos grupos: El
grupo 1 corresponde a los cinco dimeros analogos comprometidos dentro de los objetivos
de esta tesis, en los cuales la posicién 26 fue reemplazada por Asp, Lys, Ala, Leu o Phe;
mientras que el grupo 2 corresponde a seis péptidos analogos en los cuales la posicién 26
fue reemplazada por aminoacidos no naturales. Los péptidos del grupo 2 fueron
sintetizados como consecuencia de los resultados obtenidos para el grupo 1 durante el
desarrollo del proyecto y seran discutidos mas adelante. Por facilidad, los dimeros seran
nombrados segun el cddigo presentado en la Tabla 4, en el que se indica el aminoacido
que se encuentra en la posicion 26. Por ejemplo, el péptido original LfcinB (20-30):
(RRWQWRMKKLG),-K-Ahx se nombra como 26[M].

Con respecto al grupo 1, la incorporacion de los aminoacidos Lys, Asp y Ala en la posicién
26 disminuyeron el tg del péptido dimérico pasando de 5,3 min para el péptido original,

26[M], a 4,8 min para los péptidos 26[K], 26[D]y 2¢[A] lo cual obedece a una disminucién en
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la hidrofobicidad del péptido debido a que los aminoacidos Lys Asp y Ala son mas polares
que Met. Los péptidos 26[L] y ?6[F] aumentaron el tr a 5,5 y 5,6 minutos respectivamente,
debido a un evidente incremento de la hidrofobicidad de la secuencia dada la naturaleza
de las cadenas laterales de estos aminoacidos. En cuanto a las condiciones de sintesis,
todos los péptidos tuvieron un comportamiento similar. La incorporacion de los
aminoacidos requirié en su mayoria uno y maximo dos ciclos de reaccion de acople por lo
gue se pudo concluir que todos los dimeros analogos son viables sintéticamente y aptos
para la siguiente etapa del trabajo, que consistié en la evaluacion del efecto citotéxico que
ejercen contra la linea celular de cancer de mama HTB-132.

Tabla 4. Caracterizacion y efecto citotdxico contra lineas celulares de cancer de mama de péptidos diméricos
analogos a la secuencia ?6[M]-LfcinB (20-30)2.

Caracterizacion ICso UM (pg/mL)
Grupo  Cédigo Secuencia RP-HPLC m/z
‘ [M+H]* HTB-132 MCF-7
tr (min)  Pureza* (%)
B[M] (RRWQWRMKKLG),-K-Ahx 5,3 94 3312,3 30(96)  >60 (>200)
(K] (RRWQWRKKKLG),-K-Ahx 48 95 3302,7  >60 (>200) N.D.
D] (RRWQWRDKKLG),-K-Ahx 48 97 3276,7  >60 (>200) N.D.
’ 2[A] (RRWQWRAKKLG),-K-Ahx 48 95 3187,9 26 (96)  >60 (>200)
2[L] (RRWQWRLKKLG),-K-Ahx 55 92 3272,4 10 (32) 27 (86)
2[F) (RRWQWREKKLG),-K-Ahx 5,6 91 3342,5 13 (43) 23 (79)
2Dijp] (RRWQWR-Dip-KKLG),-K-Ahx 6,5 86 3495,1035 N.D. 34 (106)
%Bpa] (RRWQWR-Bpa-KKLG),-K-Ahx 5,9 76 3551,0120 N.D. 17 (60)
) %[4-Abz] (RRWQWR-4-Abz-KKLG),-K-Ahx 5,9 74 2974,7461 N.D. 49 (155)
? %[2.Abz] (RRWQWR-2-Abz-KKLG),-K-Ahx 5,9 76 2974,7146 N.D. 67 (210)
%[1-Nal] (RRWQWR-1-Nal-KKLG),-K-Ahx 6,4 91 3442,9964 N.D. 14 (48)
6[hF] (RRWQWR-hF-KKLG),-K-Ahx 6,2 94 3370,0620 N.D. 18 (60)

*Pureza cromatografica a 210 nm. @ Dimeros caracterizados por MALDI-TOF MS, b. Dimeros caracterizados
por ESI-QTOF

Con el fin de establecer si las modificaciones realizadas en la posicion 26 del dimero para
el grupo 1, incrementan el efecto citotoxico en las lineas celulares derivadas de cancer de
mama, los péptidos fueron evaluados, mediante ensayos de MTT. Para el cribado
(screening) inicial se escogio la linea celular de cancer de mama HTB-132, ya que es la

linea celular en la que el péptido dimérico original, ?°[M], presentd efecto citotdxico
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significativo y selectivo en estudios previos®®. HTB-132 es una linea celular triple negativa,
la cual corresponde a uno de los tipos de cancer de mama mas agresivos y de peor

prondstico®®.

Los resultados de viabilidad celular para HTB-132 se presentan en la Figura 9A-B. Las
curvas de viabilidad celular de la linea celular HTB-132 tratada con los péptidos muestran
gue a medida que aumenta la concentracion del péptido disminuye la viabilidad celular,
indicando que tanto el péptido 2°[M] como sus analogos exhibieron efecto citotoxico
significativo y dependiente de la concentracion contra esta linea celular. Sin embargo, los
péptidos en los cuales la posicién 26 fue reemplazada por aminoacidos cargados, Lysy
Asp, exhibieron menor citotoxicidad que la del péptido original (Figura 9A). Por otro lado,
los péptidos 29[L]y %°[F] generaron mayor efecto citotéxico, indicando que remplazar esta
posicién por aminoacidos que contienen una cadena lateral hidrofobica, incrementa el
efecto citotéxico contra HTB-132 (Figura 9B). En la Figura 9E, con fines comparativos, se
reporta la viabilidad de las células HTB-132 tratadas con los péptidos a una concentraciéon
de 100 pg/mL. La viabilidad celular con 25[M] fue cercana al 50%, mientras que con 2?6[D] y
26[K] fue superior al 60% lo cual ilustra de manera clara la disminucién en el efecto
citotoxico al realizar cambios por cadenas polares en la posicion 26 del dimero. Por otro
lado, la viabilidad celular de las células tratadas con 29[A], 2°[L] y %°[F] fue menor a 50%,
donde es de resaltar que el péptido 2[F]: (RRWQWREKKLG),-K-Ahx disminuy6 la

viabilidad celular cerca al 20%, siendo este el péptido con mayor efecto citotoxico.
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Figura 9. Efecto citotoxico de 26[M]: (RRWQWRMKKLG)2-K-Ahx y sus anélogos contra las lineas celulares
HTB-132 (A,B) y MCF-7 (C,D). Las células de cancer de mama se trataron con el péptido durante 24 h, 37 °C.
Efecto citotdxico de los péptidos a 100 pg/mL frente a células HTB-132 (E) y 50 pg/mL frente a células MCF-7
(F). Los datos en A-B representan la media + SE (tres experimentos independientes n=3). Los datos en C-D
representan la media + SE (tres experimentos independientes con n=4). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el efecto citotéxico exhibido por los péptidos diméricos modificados y el
péptido sin modificar. (Se utilizé la prueba de comparaciones multiples Anova de Sidak, P < 0,05).



41

Teniendo en cuenta que los péptidos que presentaron mayor citotoxicidad en la linea
celular HTB-132 fueron 2¢[A], 2°[L] y %%[F], estos fueron evaluados en la linea celular de
cancer de mama MCF-7. Esta linea celular es derivada de un adenocarcinoma ductal
receptivo a hormonas tipo luminal A, el cual es uno de los mas diagnosticados a nivel
mundial y de los mas empleados en estudios in vitro®. Los resultados de viabilidad celular
para MCF-7 se ilustran en la figura 9C-D. Como se puede apreciar, el péptido 26[M] no
genero efecto citotoxico contra MCF-7, ya que la viabilidad celular fue cercana al 100%, a
todas las concentraciones evaluadas. Este resultado es consistente con otros estudios,
donde se ha encontrado que MCF-7 es menos susceptible a péptidos derivados de LfcinB
y medicamentos como doxorrubicina®t. En cuanto a sus analogos, el péptido 25[A] presenté
efecto citotoxico contra MCF-7 con valores de viabilidad celular mayores a 50% en un
rango de 0 a 200 pg/mL. Al igual que en HTB-132, los péptidos 26[L] y 26[F] fueron los mas
promisorios en MCF-7, encontrando para ambos un potente efecto citotéxico dependiente
de la concentracion, obteniendo una viabilidad celular a 200 pg/mL (~60 uM) de 11y 17%
respectivamente. Al comparar la viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con los
péptidos a una concentracion de 50 ug/mL (Figura 9F), se evidencia que el péptido mas
citotéxico fue 2°[F], ya que a esta concentracion se observa una viabilidad celular cercana

al 20%, mientras que para todos los demas esta por encima del 60%.

Los resultados obtenidos para los ensayos MTT de los péptidos con las lineas celulares
de cancer de mama HTB-132 y MCF-7 muestran una tendencia clara: El aumento de la
hidrofobicidad en la posicién 26 del dimero esta directamente asociado con su efecto
citotoxico. Esto podria estar relacionado con la manera en que el péptido dimérico
interactia con la membrana celular cancerosa. Varias investigaciones sugieren que el tipo
de muerte celular generado por los péptidos esta relacionado con una primera interacciéon
electrostatica entre la cara polar del péptido y las moléculas de carga negativa; como
fosfatidilserina, sulfato de heparano y o-glicosilaciones, que estdn comidnmente sobre
expresadas en las células transformadas. Posteriormente, se genera una disrupcién en la
bicapa lipidica debido a interacciones de tipo lipofilico con la cara hidrofébica del péptido
gue posibilitan la disrupcion de la membrana y/o internalizacién celular®4. En este sentido,
propiedades fisicoquimicas como el area superficial polar, relacionada con atracciones
fisicas de superficie a través de potencial electrostatico®?; y la lipofilicidad, relacionada con
la disrupcion de la membrana, juegan un rol critico en el efecto citotoxico de los péptidos

contra las células neopléasicas®:.
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Teniendo esto en mente, mediante el uso del software de prediccion ADMETLab 2.0; para
los seis péptidos diméricos obtenidos, se determiné el valor tedrico de los parametros
fisicoquimicos LogP, que es el logaritmo del coeficiente de particién n-octanol/agua y esta
relacionado con la lipofilicidad de la secuencia y el area superficial polar topolégica (TPSA),
relacionada con las posibles interacciones electrostaticas del péptido con las moléculas

cargadas negativamente de la superficie celular cancerosa (Tabla 5).

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas calculadas con el software ADMETIab 2.0. LogP: Log (n-octanol/agua),
TPSA: Area superficial polar topolégica.

Grupo Secuencia LogP* TPSA (A?)
26[M] 0,330 1394
26[K] -1,255 1446
1 26D] -1,802 1469
26[A] 1,264 1394
26 1,484 1394
26[F] 1,671 1394
28[Dip] 3,273 1394
26[Bpa] 2,854 1428
2 26[1-Nal] 3,213 1378
26[hF] 2,357 1350
26[2-Abz] 1,040 1394
26[4-Abz] 0,672 1394

Como se puede apreciar en la tabla, la modificacion en la posicion 26 no afecta los valores
de TPSA para la mayoria de los péptidos, manteniéndose constante en 1394 A2 a
excepcion de los péptidos 26[K] y 26[D] que aumentan este valor a 1446 y 1469 A2
respectivamente, lo que era de esperarse al ser aminoacidos polares. Sin embargo, el valor
de logP, asociado con la lipofilicidad, cambia considerablemente para cada modificacion
puntual. Los péptidos con menores valores fueron 2¢[D], 26[K] y 2[A] con valores de -1,802,
-1,255 y -1,264, respectivamente; que fueron los péptidos con los menores efectos
citotéxicos. Por otro lado, los péptidos con mayor efecto citotéxico 2°[L] y 26[F] presentaron

un incremento significativo de LogP, con valores de 1,484 y 1,671, los cuales estdn muy
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por encima del péptido original (0,330). Estos resultados sugieren que posiblemente el
aumento en el efecto citotéxico para los péptidos 26[L] y 2¢[F] podria estar asociado a la
capacidad de estos de interactuar con bicapa lipidica de la membrana ya sea causando su

permeacion o disrupcion.

En conclusién, el dimero 26[F], en el cual la posicion 26 fue reemplazada por una
fenilalanina, presentd el mayor efecto citotoxico in vitro contra las dos lineas celulares
derivadas de cancer de mama evaluadas (HTB-132 y MCF-7). Nuestros resultados
sugieren que el incremento en la hidrofobicidad de la cadena lateral en el aminoacido de
la posicidon 26 del dimero estd relacionado con un aumento en la citotoxicidad de la
molécula contra las lineas derivadas de cancer de mama. Dentro de este contexto, se
decidié explorar el uso de aminoacidos no naturales para aumentar la hidrofobicidad en la
posicién 26 (Figura 10). De manera similar a la fenilalanina, todos los aminoacidos no
naturales seleccionados presentan un anillo bencénico. Los amino acidos Dip, Bpa y 1-Nal
poseen un grupo fenilo extra y hF presenta un carbono adicional, lo cual les confiere un
aumento en su hidrofobicidad con respecto a la fenilalanina, lo cual se evidencia en el
incremento de los valores de logP a 3,273, 2,854, 3,213 y 2,357 respectivamente (ver tabla
5), en comparacion con el péptido mas lipofilico del grupo 1 (?[F], logP: 1,671). Los
aminoacidos 2-Abz y 4-Abz también poseen un anillo bencénico en su estructura, pero
este se encuentra localizado dentro del esqueleto peptidico. ElI resumen de la
caracterizacion quimica de este nuevo grupo de péptidos se encuentra en la Tabla 4
(Grupo 2).
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Figura 10. Disefio sintético de seis nuevos péptidos analogos a la secuencia 2[F]: (RRWQWRFEKKLG)2-K-Ahx
Rojo: difenilalanina (Dip), azul: 4-benzoilfenilalanina (Bpa), verde: 3-(1-naftil)alanina (1-Nal), morado:
homofenilalanina (hF), ciano: acido (2-amino) benzoico (2-Abz) y naranja: acido (4-amino) benzoico (4-Abz).

Mediante ensayos de MTT se evalud el efecto citotdxico de los péptidos diméricos del
grupo 2, contra la linea celular de cancer de mama MCF-7; la cual se seleccioné porque
mostré una mayor resistencia al efecto de los péptidos diméricos del grupo 1. En la Figura
11 se presentan los resultados obtenidos para los péptidos del grupo 2, y para el péptido
28[F]. Como se puede observar, los seis péptidos ejercieron un efecto citotéxico rapido y
dependiente de la concentracion. Los péptidos 2¢[Dip], %6[4-Abz] y 25[2-Abz] exhibieron
menor efecto citotéxico que el péptido 26[F] (ICso: 23 uM) con valores de ICso de 34, 49 y
67 uM respectivamente (ver Tabla 4); mientras que los péptidos 26[Bpa], 26[1-Nal] y 2¢[hF]
mostraron un efecto citotéxico potenciado con respecto al péptido 25[F], con ICso de 17, 14
y 18 uM, respectivamente (ver Tabla 4). Cabe mencionar que los péptidos 2¢[1-Nal] y 26[hF]
presentaron purezas altas (>90%), mientras que el péptido 26[Bpa] presenté una pureza
del 76% posiblemente atribuido a dificultades en el acople del aminoacido Bpa. Es de

resaltar que los tres péptidos tuvieron un valor de ICso menor que el péptido 25[F], lo que
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fortalece la hipotesis de la importancia en la hidrofobicidad de la posicién 26 para la

actividad anticancerosa contra MCF-7.
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Figura 11. Efecto citotoxico de péptidos diméricos contra MCF-7. (Izquierda) Analogos con menor actividad
que el péptido 2°[F]: 2°[Dip] en rojo, 26[4-Abz] en naranja, ?[2-Abz] en ciano. (Derecha) Analogos con mayor
actividad que el péptido 2°[F]: 25[Bpa] en azul, ?°[1-Nal] en verde, y ?[hF] en morado. Los datos representan el
promedio + SE. Se realizaron tres experimentos independientes con n=4 cada uno. (Se empleé el test ANOVA,
Sidak’s de comparaciones multiples, p< 0.05).

Conclusiones del capitulo 6.1: Se obtuvieron satisfactoriamente los péptidos diméricos
26[M], y sus once analogos, en los que se modificé la posicién 26 con aminoacidos naturales
(grupo 1) y no naturales (grupo 2). A excepcion de los péptidos 26[2-Abz], 26[4-Abz], 25[Bpa]
y 2[Dip]; que presentaron purezas bajas, los demas péptidos fueron viables sintéticamente,
presentando purezas superiores al 90% y una relacibn m/z acorde a las especies

esperadas.

La posicién 26 del péptido dimérico 26[M] juega un rol critico en el efecto citotéxico que
ejerce sobre las lineas celulares de cancer de mama HTB-132 y MCF-7. Se encontré que
incorporar aminodcidos con cadena lateral hidrofébica en esta posicion, potencia
significativamente el efecto citotdxico, o que podria atribuirse a un aumento en la
anfipaticidad de la estructura que permitiria una mayor interaccion con la bicapa lipidica;
fendmeno que ha sido sugerido en estudios previos, que relacionan la anfipaticidad con la
actividad antibacteriana y anticancerigena de los péptidos!®64. El péptido dimérico mas
promisorio para el grupo 1, fue ?[F]: (RRWQWREKKLG),-K-Ahx con valores de ICso de 13
uM para HTB-132 y de 23 uM para MCF-7. Mientras que los dimeros mas promisorios para
el grupo 2, en los que se hicieron modificaciones con aminoacidos no naturales, fueron
26[1-Nall: (RRWQWR-1-Nal-KKLG).-K-Ahx y 25[hF]: (RRWQWR-hF-KKLG),-K-Ahx

presentando valores de 14 y 18 uM para la linea MCF-7, respectivamente. A partir de los
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resultados obtenidos de este capitulo, se seleccionaron los péptidos 2¢[F], 2[hF] y 26[1-Nal]

para la siguiente etapa.

Con los resultados obtenidos en este capitulo se cumplen los objetivos especificos 1y 2,
y parcialmente el objetivo especifico 3. La obtencién y evaluacién del efecto citotoxico in
vitro de los péptidos del grupo 2 no estan contemplados dentro de los objetivos especificos
planteados, por lo que son considerados logros adicionales. Parte de los resultados
reportados en este capitulo fueron publicados en la revista International Journal of
Molecular Science y sometidos en la revista RSC Advances (Para mayor informacion, ver
anexos A-1.5y A-1.8)

6.2 Estudios de estabilidad enzimatica

Una de las principales desventajas de los péptidos como agentes terapéuticos es su baja
biodisponibilidad debido a su reducida estabilidad en condiciones fisiologicas. Esto se
atribuye principalmente a que al ser moléculas proteicas estas pueden ser degradadas por
diferentes proteasas presentes en los sistemas bioldgicos. Enzimas del sistema digestivo
como la tripsina, quimiotripsina y pepsina generan cortes a la cadena en los aminoacidos
cargados; Arg y Lys, para el caso de la tripsina, o aminoacidos hidréfobos como Trp y Phe,
para el caso de la quimiotripsina y pepsina; lo cual imposibilita que la molécula llegue
intacta a su diana celular y por ende, pierda su efecto®. Muchas investigaciones han
centrado su atencién en la busqueda de alternativas para proteger las moléculas peptidicas
de la degradacion enzimatica. Dentro de las estrategias mas destacadas se encuentran:
() La presentacion del péptido en forma polivalente como dimeros o tetrameros y (ii) la
incorporacién de aminoacidos no naturales. Ambas aproximaciones van enfocadas a
dificultar la interaccion de tipo conformacional enzima-sustrato, lo cual evita la accién de la
enzima sobre el péptido®. En este capitulo, se estudié el efecto de las enzimas digestivas
tripsina y pepsina sobre los péptidos diméricos con mayor actividad anticancerosa: 25[F],
26[hF] y 26[1-Nal], con el fin de determinar si la modificacion puntual en la posicién 26 tiene
algun efecto sobre la estabilidad enzimatica de estas moléculas. Es importante destacar
gue estos tres péptidos fueron los mas promisorios en los ensayos del efecto citotdxico in
vitro contra lineas celulares de cancer de mamay que la incorporacién de aminoacidos no

naturales como hF y 1-Nal podrian favorecer su estabilidad enzimatica.
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Los tres péptidos fueron incubados con las enzimas tripsina o pepsina; luego se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos y se detuvo la actividad enzimatica. Los péptidos antes y
después del tratamiento enzimético fueron analizados por RP-HPLC y LC-HRMS (Figura
12). El péptido ?5[F] antes del tratamiento mostré un perfil cromatogréafico con una Unica
especie (tr: 6,0 min y pureza 95%) y el espectro de masas evidencié sefiales
correspondientes a las especies esperadas ([M+nH]™ n: 4-9, con masa experimental Mexp
de 3341,8406 uma). Luego de 3 horas de tratamiento del péptido con pepsina; el perfil
cromatogréafico mostré la aparicion de dos nuevas sefiales con tr 5,4 y 6,1 min (Figura
12a). Por LC-MS se pudo determinar que la especie con tr: 5,4 min con Mey, de 1132,5948
uma, la cual corresponde al péptido RRWQWRF, mientras que la otra especie formada (tr:
6,1 min) tenia una Mey, de 2265,3744 uma, correspondiente al fragmento complementario
RRWQWRFKKLG-K(GLKK)-Ahx.
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Figura 12. Digestion con pepsina y tripsina de los péptidos diméricos. Izquierda: Tratamiento de a. 25[F], b.
26[1-Nal], y c. 26[hF] con pepsina. Derecha: Tratamiento de d. 2[F], e. 26[1-Nal] y f. 26[hF] con tripsina.

Estos resultados sugieren que el péptido dimérico %6[F] se fragment6 en dos partes y el
clivaje ocurrié Gnicamente en una de las ramas del dimero; entre los residuos 2°F y ?7K.
Estos resultados fueron sorpresivos, ya que se esperaba la generacion de miltiples
fragmentos, teniendo en cuenta que la pepsina es una proteasa digestiva que corta
cadenas proteicas por el enlace peptidico de aminoacidos hidrofébicos como Trp, Phe o
Tyr, los cuales se encuentran dentro de la secuencia: en el diméro existen seis posibles

sitios de corte (4 Trp y 2 Phe) y la enzima Unicamente reconocié uno. Esto sugiere que la
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presentacion dimérica de esta secuencia podria estar generando proteccion parcial a la

degradacioén por pepsina.

Para el caso de la tripsina, en la secuencia dimérica existen once posibles sitios de corte
(6 Arg y 5 Lys) por lo cual se esperaba una degradacién enzimatica bastante significativa.
Cuando el péptido ?5[F] fue tratado con tripsina por 5 minutos se observo la aparicion de
dos fragmentos. El primero corresponde al fragmento RRWQWR (tr: 4,9 min, Mexp:
987,5013 uma) y el segundo corresponde al fragmento RRWQWRFKKLG-K(FGLKK)-Ahx
(tr: 5,5 Min, Mey:2226,3774 uma) (Figura 12D). Los resultados muestran que, a los 5
minutos de tratamiento, la tripsina reconoce el primer sitio de corte y genera la hidrélisis en
el enlace entre los residuos ?°R y 2°F de una de las cadenas del dimero. A los 10 minutos,
el pico inicial de tr 6,0 min, correspondiente al péptido intacto, ha desaparecido
completamente, y a las 3 horas de tratamiento con la enzima, todas las sefiales del perfil
cromatogréfico desaparecen (datos no mostrados). Esto indica que, tal y como se
esperaba, el péptido es mas susceptible a la degradacion por tripsina que a la degradacién
por pepsina, y que los aminoacidos centrales de la secuencia son los mas propensos a la

degradacioén.

Con respecto a los péptidos 26[hF]y 26[1-Nal], en los cuales la posicién 26 fue modificada
con aminoacidos no naturales, se encontré un perfil cromatogréfico antes del tratamiento
enzimatico con una Unica especie mayoritaria de tr 6,2 y 6,4 min, respectivamente y una
pureza superior al 95%. Cuando ambos péptidos fueron sometidos a tratamiento con
pepsina por 3 horas, se puede observar que el perfil cromatografico permanece inalterado,
lo que indica que esta enzima no genera degradacion proteolitica para ninguno de estos
dos péptidos (Figura 12b-c). Estos resultados tienen bastante concordancia con los
resultados obtenidos para el péptido %°[F] ya que se observé que la pepsina Gnicamente
reconocia como sitio de corte el aminoacido central Phe; al cambiar este aminoacido por
uno no natural, posiblemente se pierde el reconocimiento conformacional enzima-sustrato
del dnico sitio por el que la enzima puede cortar y por esta razén no se observé la
degradacién. En conclusion, los péptidos 26[1-Nal] o 26[hF] fueron resistentes a la pepsina,
sugiriendo que la incorporacion de los aminoacidos 1-Nal, y hF en la posicion 26 de la

secuencia incrementa la resistencia a la protedlisis causada por esta enzima.
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En cuanto a la tripsina, tratar el péptido ?5[hF] con esta enzima durante 10 minutos genero
la aparicion de dos nuevas especies: RRWQWR (tr: 4,9 min) y RRWQW-hF-KKLG-
K(FGLKK)-Ahx (tr: 5,5 min) y la especie correspondiente al péptido 26[hF] intacto (tr 6,2
min) desaparecié por completo (Fig 12f). Estos resultados sugieren que la tripsina corta el
dimero por una de sus cadenas entre los residuos 2°R y 2°hF, de manera similar a como lo
hace con el dimero 2[F]. Se observé que el péptido ?5[hF] es susceptible a la degradacion
enzimatica causada por esta enzima. Por el contrario, el péptido 2¢[1-Nal] tratado con
tripsina por 10 minutos mostré un menor grado de degradacién, conservando como
especie mayoritaria el dimero intacto (tr: 6,4 min). Cuando este péptido fue tratado con
tripsina por 3 horas, el perfil cromatografico mostr6 dos nuevas especies con tg: 3,7y 5,4
min; sin embargo, la sefial del péptido 2¢[1-Nal] (tr: 6,4 min) aun se observo (Figura 12e).
Estos resultados muestran que la modificacion de la posicion 26 con 1-Nal aumenta la
resistencia del dimero a la degradacion por tripsina. Esto podria ser atribuido a la
voluminosidad de la cadena lateral de 1-Nal, que por impedimento estérico podria estar

dificultando que la enzima reconozca los residuos de Arg y Lys presentes en el dimero.

Conclusiones del capitulo 6.2: Los péptidos diméricos tuvieron mayor susceptibilidad a
la degradacion por tripsina que por pepsina. El péptido 2¢[F] present6 susceptibilidad a la
degradacién causada por ambas enzimas, evidenciando un corte por la posicion 26 para
el caso de la pepsina y una degradacion total para el caso de la tripsina. La incorporacién
del aminoacido no natural hF en la posiciébn 26 aument6 la resistencia a la degradacién
causada por pepsina, pero no para la degradacion causada por tripsina; mientras que la
incorporacion de 1-Nal en la posicion 26, aumenté la resistencia a la degradacion causada
por ambas enzimas, siendo esta modificacién la méas promisoria en los ensayos de

estabilidad enzimatica.

Los estudios de degradacion no estaban contemplados dentro de los objetivos especificos
de esta tesis doctoral por lo que estos resultados son un logro adicional. Parte de los
resultados obtenidos en este capitulo fueron sometidos en la revista RSC Advances (Para

mayor informacion, ver anexo A-1.8).
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6.3 Estudios de selectividad y toxicidad

Una de las grandes ventajas de los péptidos como agentes terapéuticos es que ejercen un
efecto selectivo contra las células cancerosas; es decir, las moléculas peptidicas suelen
afectar en mayor medida a las células cancerosas que a las células normales. Este
fendmeno ha sido atribuido principalmente a su mecanismo de accién, que involucra en
primera medida un acercamiento a la célula a través de interacciones electrostaticas entre
las cadenas laterales cargadas positivamente en el péptido y moléculas con carga negativa
presentes en la superficie celular, como fosfatidilserina, acido sialico y o-glicosilaciones,
entre otros®’. Varios estudios sugieren que una vez se da esta interaccion electrostatica
entre el péptido y la célula; el siguiente paso consiste en una interaccion entre la cara
hidrofobica del péptido y la bicapa lipidica de la célula; o que se refleja en la formacién de
poros y/o la activacion de diferentes rutas de muerte celular®®. Las células cancerosas se
caracterizan por tener una carga neta negativa mayor que las células normales lo que
favorece una mayor interaccion electrostatica con la cara polar del péptido.
Adicionalmente, se ha reportado que las células de cancer tienen por lo general una menor
proporcién de colesterol en su membrana, y un mayor niumero de microvellosidades, lo
que facilita las interacciones lipofilicas entre la cara hidrofébica del péptido y la bicapa
lipidica, que posteriormente conducen a la muerte celular®. Es por esta razén, que los
péptidos catidnicos tienen un mayor efecto citotoxico sobre las células de cancer en

comparacion con las células normales o no cancerosas.

Dentro de este contexto, una vez identificada una molécula promisoria que tiene efecto
citotoxico contra células de cancer; es importante evaluar su efecto contra lineas celulares
normales, con el fin de establecer su selectividad, la cual puede ser estimada calculando
el indice de selectividad IS= (ICso células no cancerosas)/(Icso células cancerosas). Un
valor de IS por encima de 1 indica que la molécula es selectiva, mientras que un IS igual o
menor a 1 indica que la molécula no logra discriminar entre las lineas celulares cancerosas
y no cancerosas. Las células empleadas por excelencia en los estudios de selectividad in
vitro son los eritrocitos (ensayo de hemodlisis); ya que independientemente de la ruta de
administracion, para que un farmaco llegue a su sitio de accion, debe ser absorbido y entrar
al torrente sanguineo. Un compromiso de los eritrocitos deriva en liberacion de
hemoglobina; lo que puede provocar irritacion vascular, anemia, falla renal e incluso la
muerte. Varios estudios establecen que una formulacion farmacéutica con menos de 10%

de hemodlisis es considerada segura; mientras que una con un porcentaje de hemdlisis
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mayor al 25% es considerada de alto riesgo’. Por otra parte, se han empleado otras lineas
celulares normales para evaluar selectividad, como células inmortalizadas derivadas de
diferentes érganos del cuerpo humano o fibroblastos primarios, entre otros%871-73, En este
capitulo se evalué la selectividad in vitro de los péptidos promisorios 2[F], 2[hF]y 26[1-Nal]

contra las lineas celulares HEK-293, fibroblastos primarios humanos y eritrocitos humanos.

Los resultados de selectividad in vitro se presentan en la Figura 13. Como se puede
observar, los tres péptidos evaluados no tienen efecto citotoxico significativo en los
eritrocitos; ya que ninguno de ellos presenté un porcentaje de hemalisis mayor al 10% en
todo el rango de concentracion evaluada, mientras que para la linea celular de cancer de
mama MCF-7 se observa un drastico efecto citotoxico en el mismo rango de concentracion,
llegando a valores de viabilidad celular cercanas al 20% en todos los casos. Este es un
resultado bastante interesante, ya que sugiere que los tres péptidos diméricos son
selectivos por las células cancerosas y pueden ser considerados promisorios en una ruta

de administracién sistémica.
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Figura 13. Ensayos de selectividad de péptidos diméricos. MCF-7 (Linea sdlida negra —O—); HEK-293 (Linea
solida punteada —o—); fibroblastos (Linea solida punteada —V—) y eritrocitos (Linea sélida roja —(O—). Los
datos representan el promedio + SE. Tres experimentos independientes con n=4 cada uno. (ANOVA, test
Sidak’s de comparaciones multiples, p < 0.05).

Con respecto a las otras dos lineas celulares evaluadas (HEK-293 y fibroblastos), se
observé en general una menor selectividad. Como se puede apreciar en la Tabla 6, el
péptido ?5[F] fue el mas selectivo de los tres, ya que presentd para las tres lineas celulares
IS superiores a 1,0. Seguido del péptido %5[hF] que presenté un IS de 2,2 para HEK-293
pero no fue selectivo frente a fibroblastos con un IS de 0,9. Y finalmente el péptido con
menor selectividad fue ?6[1-Nal] encontrando los menores valores de IS. Cabe destacar

que los péptidos con modificaciones no naturales obtuvieron valores de IS incluso menores
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a 1,0 para los fibroblastos, lo que indica que estos péptidos afectan en mayor medida a
esta linea celular no cancerosa con respecto a la linea de cancer. Sin embargo, los
resultados en eritrocitos hacen que, pese a la baja selectividad en fibroblastos, los tres
péptidos evaluados sean prometedores.

Tabla 6. indice de selectividad de péptidos diméricos frente a fibroblastos, HEK-293 y eritrocitos en
comparacion con la linea celular de cancer de mama MCF-7.

indice de Selectividad
(ICso célula no cancerosa /ICsp MCF-7)

Péptido
Fibroblastos HEK-293 Eritrocitos
2[F]: (RRWQWRFKKLG),-K 15 2,6 >2,5
26[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG),-K 0,6 1,8 >4,1
26[hF]: (RRWQWR-hF-KKLG),-K 0,9 2,2 >3,3

Teniendo en cuenta los promisorios resultados de selectividad in vitro, particularmente para
los eritrocitos; se decidio pasar a hacer estudios preliminares de toxicidad en el modelo in
vivo. El estudio con animales vertebrados, particularmente el modelo murino, ha sido desde
principios del siglo XX el principal y mas empleado en estudios preclinicos, dada la alta
similitud entre la especie humana y los roedores en términos de metabolismo, temperatura
corporal y respuesta inmune innata; lo que lo convierte en una herramienta invaluable para
la prediccion de informacién relacionada con mecanismos de accion, eficacia y toxicologia.
Sin embargo; una mayor conciencia ética, los elevados costos y el riguroso control global
de ensayos en vertebrados, ha llevado a la comunidad cientifica a buscar nuevas
alternativas, mas econdémicas y con menor impacto ético, que permitan obtener la mayor
informacién posible antes de pasar a un modelo en mamiferos; con el objetivo de que en
este Ultimo se realicen la menor cantidad de experimentos posibles. Dentro de este
contexto, han venido surgiendo de manera exponencial investigaciones en modelos
invertebrados. Entre los mas recientes se encuentran el modelo Galleria mellonella, el cual
es un insecto de la familia Galleriinae. Recientemente, el estado larval de este insecto ha
sido ampliamente empleado en estudios de patogénesis, mecanismos de virulencia,
respuesta inmune y toxicologia; ya que tiene tiempos de vida cortos, comparte varias
estrategias con el sistema inmune innato de los mamiferos y crece a temperatura
fisiologica (37°C) lo cual le confiere una gran correlacién con el cuerpo humano. Ademas,

ofrece grandes ventajas como estudios mas rapidos, econémicos y éticos’.
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Por lo descrito anteriormente, el modelo Galleria mellonella fue escogido en primaria
instancia para evaluar de manera preliminar la toxicidad generada por 25[F], 26[hF] y 26[1-
Nal]. Los péptidos fueron administrados a una concentracion 2, 3 y 4 veces mayor a la
méaxima evaluada en el modelo in vitro (400, 600 y 800 ug/mL, respectivamente) y se
monitored la supervivencia de las larvas durante diez dias. Para todos los casos la
supervivencia fue mayor al 50% por lo cual no se pudo determinar la dosis letal 50 (LDso),
indicando que los péptidos no son significativamente toxicos en este modelo. Como
ejemplo, en la Figura 14, se ilustran los resultados de supervivencia a la maxima
concentracion evaluada. Como se puede observar, el péptido mas téxico fue 26[F] (55% de
supervivencia), el cual habia sido el méas selectivo en los estudios in vitro. Para el caso de
26[F] en el dia 2 hubo una disminucion de la supervivencia hasta un 70% y llegé al 60% al
dia 10; mientras que para los péptidos 2[hF] y 26[1-Nal] se observo un efecto mucho menor

y se llegd a una supervivencia del 80% de las larvas para ambas moléculas al finalizar el

ensayo.
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Figura 14. Gréfica de supervivencia de Galleria Mellonella tratada con los péptidos 26[F] en rojo, 26[1-Nal] en
azul y ?[hF] en verde, a una concentracion de 800 ug/mL.
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Luego se realizaron estudios preliminares de toxicidad en el modelo murino. Teniendo en
cuenta las consideraciones éticas y econémicas enmarcadas anteriormente para modelos
vertebrados; se decidid continuar en esta etapa Unicamente con dos péptidos: (i) el
candidato mas promisorio de las modificaciones con aminoacidos naturales 2¢[F] y (ii) el
candidato mas promisorio de las modificaciones con aminoacidos no naturales 25[1-Nal].
Es importante destacar que este Ultimo es el que ejerce el efecto citotdxico mas potente
contra la linea celular de cancer de mama MCF-7 y ademas es el mas resistente a la
degradacién por enzimas digestivas; sin embargo, también es el que mostr6 mayor
toxicidad en fibroblastos y HEK-293.

Al no tener un punto de partida referente a las dosis empleadas en este tipo de péptidos
diméricos en el modelo murino, se decidi6 realizar una primera exploracion usando el test
de Irwin. Este test es empleado para evaluar de manera cualitativa los efectos de la
administraciéon del péptido sobre funciones motoras, comportamiento, fisiologia vy
seguridad farmacolégica en roedores. Como una primera aproximacion, algunos autores
sugieren iniciar con una dosis entre 100-300 veces mayor que la dosis efectiva in vitro®?,
por lo que en este primer ensayo (experimento 1) se empled una dosis de 70,0 mg de
péptido/kg del roedor, lo que corresponde a una concentracion aproximadamente 140
veces mayor que los valores de ICsp encontrados para MCF-7. Los resultados de
supervivencia son resumidos en la Tabla 7.

Tabla 7. Experimentos preliminares de toxicidad en ratones machos y hembras para los péptidos 26[F] y 25[1-
Nal].*ip: intraperitoneal, **sc: subcutanea.

Experimento 1 (Machos)

Supervivencia (%) Numero

L Dosis
Péptido de

Ip* sc** Ratones  (M9/k9)
26[F]: (RRWQWRFKKLG)2-K 100 100 6 70
Control 100 100 6 0
26[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG)2-K 33 100 6 70
Control 100 100 6 0

Experimento 2 (Hembras)

. Supervivencia (%) Numero Dosis

Peptido : de (ma/kg)

Ip Ratones g/kg
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26[F]: (RRWQWRFKKLG)2-K 0 4 140

Control 100 4 0

100 3 70

100 3 35

26[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG)2-K

100 3 17,5

100 3 8,8

Control 100 3 0

Al inocular los ratones con ambos péptidos via subcutanea (sc) (Tabla 6. Experimento 1)
se evidenciaron comportamientos similares. Transcurridos 30 minutos, los ratones
mostraron una disminucion en sus funciones motoras y manifestacion de piloereccion.
Después de 24 horas, todos los ratones retornaron a su estado normal y la tasa de
sobrevida fue del 100%, lo que sugiere que esta via de administracién es segura a las

dosis evaluadas.

En el caso de los ratones administrados via intraperitoneal (ip) (Tabla 6. Experimento 1)
con ambos péptidos, los ratones mostraron disminucion de sus funciones motoras después
de los 30 minutos; y también presentaron contorciones abdominales, posiblemente
atribuido a irritacién localizada y enrojecimiento de cola y ojeras, lo que puede estar
asociado a vasodilatacion periférica. Después de 24 horas, los ratones tratados con 25[F]
recobraron por completo su estado basal y tuvieron una tasa de sobrevida de 100%
después de 1 semana de observacion. Por otra parte, los ratones inyectados con 26[1-Nal]
mostraron sefiales de enfermedad y 2 de 3 individuos fallecieron después de 8 horas de
administracion del péptido. El individuo remanente se recuperd y sobrevivié después de
una semana de observacion. Estos resultados sugieren que la administracion ip muestra
mayor grado de toxicidad con respecto a sc y adicionalmente el péptido 26[1-Nal] es mas
toxico que 2°[F] via ip, ya que presentaron una tasa de supervivencia de 33% y 100%,

respectivamente.

A partir de los resultados obtenidos en el experimento 1, se plante6 un segundo
experimento en el cual el péptido 2¢[F] fue administrado al doble de la concentracion (140
mg/kg) con el fin de evaluar si se puede aumentar la dosis manteniendo una baja toxicidad.
Con respecto al péptido 26[1-Nal] como ya se habia visto mortalidad a la dosis evaluada en

el experimento 1, se decidi6 no aumentarla mas y realizar una curva dosis respuesta
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haciendo diluciones en base 2 desde la concentracion de 70 mg/kg (Tabla 6. Experimento
2). Adicionalmente, este segundo experimento fue realizado en hembras y Unicamente por
la via ip ya que solo por esta via se evidenciaron efectos adversos significativos. Después
de 30 minutos de inoculacién del péptido 26[F] (140 mg/kg) se observé una disminucién de
las funciones motoras, contracciones abdominales, irrigacion excesiva, ataxia y pérdida de
coordinacién. Después de 4 horas de tratamiento todos los individuos fallecieron, lo que
indica que la LDsp de este péptido se encuentra entre 70-140 mg/kg. No se realizaron
analisis adicionales para determinar el valor exacto de LDso por consideraciones éticas. En
el caso del péptido 26[1-Nal] se encontr6 un resultado bastante interesante, la
concentracion mas alta evaluada (70 mg/kg) que habia mostrado un porcentaje de
supervivencia del 33% en individuos machos, mostré una tasa de sobrevida del 100% en
hembras después de una semana, ademas de efectos adversos similares, pero mucho
menos intensos. Todas las demas diluciones evaluadas también presentaron una tasa de
sobrevida del 100% como era de esperarse. Este es un resultado muy particular, ya que
sugiere que el péptido tiene un efecto menor en hembras, lo cual es muy interesante en el
ambito de un tratamiento para el cdncer de mama, que afecta en su gran mayoria a
mujeres. En estudios recientes se ha demostrado que el péptido LfcinB presenta un efecto
antitumoral en ratones xenoinsertados NOS-SCI-Gamma; en los cuales se indujo la
generacion de tumores con las lineas celulares de cancer de mama HTB-132 y HTB-26, a
una dosis de 5 mg/kg’®. Teniendo en cuenta que los dimeros presentaron mayor efecto
citotoxico in vitro contra las lineas de cancer de mama evaluadas que el péptido LfcinB; es
posible que para los ensayos de eficacia se necesiten dosis iguales 0 menores a 5 mg/kg
para obtener un efecto antitumoral; valor que estd muy por debajo de las dosis téxicas

encontradas de manera preliminar en el modelo murino.

Finalmente, teniendo en cuenta los costos de produccion y la disponibilidad, se escogi6 el
péptido 26[F] para evaluar la toxicidad en el modelo zebrafish. El uso de este modelo in vivo
ha venido creciendo en las ultimas décadas, ya que ofrece ventajas interesantes como
bajos costos, manipulacidén sencilla, menos impacto ético dado que en la fase embrionaria,
no hay desarrollo del sistema nervioso central, una alta correlacion con modelos mamiferos
como el murino y una piel translicida que permite ver con claridad procesos de
disminucién, crecimiento y/o diseminacion o metastasis de células cancerigenas’®’’. El

ensayo se realizd en colaboracion con la Universidad de los Andes siguiendo
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rigurosamente los lineamientos éticos y experimentales establecidos por la OCDE. Los
resultados del estudio de toxicidad se ilustran en la figura X. Se evaluaron concentraciones
de péptido de entre 0,01 a 20 ug/mL y se monitoreé la supervivencia de los embriones
hasta 4 dias post fecundacion (dpf). Como control negativo se emple6 solucién salina
normal 0,9% y como control positivo 4-nitroanilina. Como se puede apreciar, en el control
negativo ningun individuo se ve afectado; mientras que en el control positivo hay una
supervivencia cercana al 10% en 4 dpf, lo cual le da validez al ensayo. Con respecto a los
resultados obtenidos con el péptido %6[F], en concentraciones de 0,01 hasta 1 ug/mL se
presenta un efecto leve y supervivencias mayores al 50% en todos los casos;
posteriormente, a una concentracion de 10 pg/mL se aprecia supervivencias cercanas al
50% en todos los dias evaluados y finalmente, a 20 pg/mL se aprecia una mortalidad del
100%; lo cual indica que el valor LDso en el modelo zebrafish para el péptido 2¢[F] es
aproximadamente 10 ug/mL. Realizando una comparacion con tablas de clasificacion
establecidas por la OCDE, se encuentra que el péptido estaria categorizado como
“ligeramente téxico”, lo cual es un resultado bastante destacable ya que tiene una toxicidad
mucho menor a medicamentos oncol6gicos aprobados para uso humano actualmente

como la doxorrubicina’®.
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Figura 15. Estudio de toxicidad del péptido 2[F] en el modelo zebrafish.
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Conclusiones del capitulo 6.3: Estudios de selectividad in vitro demostraron que los
dimeros 29[F]-, 26[hF] y 26[1-Nal] son selectivos frente a eritrocitos humanos. El péptido con
mayor selectividad in vitro fue 26[F] con valores de IS superiores a 1,5 en todos los casos,
mientras que el menos selectivo fue ?6[1-Nal]. El modelo in vivo con G. Mellonella evidencié
gue ninguno de los tres péptidos tiene una toxicidad mayor al 50% en un rango de
concentraciones de 400-800 pg/MI (aproximadamente 40-80 veces el valor Icso obtenido
en los ensayos de citotoxicidad en las células MCF-7). EI modelo murino mostré que los
péptidos 26[F] y 26[1-Nal] son menos téxicos por la via subcutdnea que por la via
intraperitoneal. ?5[F] tiene una LDso entre 70-140 mg/kg via ip y 25[1-Nal] result6 ser mas
toxico que 29[F] con tasas de supervivencia de 33% y 100%, respectivamente, a una dosis
de 70 mg/kg. EI modelo zebrafish mostro un valor LDso de 10 ug/mL clasificado segun la

OCDE como ligeramente toxico.

Los resultados de selectividad in vitro responden al objetivo especifico 3 de esta tesis
doctoral, y los ensayos en los modelos in vivo murino y G. Mellonella y zebrafish no estan
involucrados dentro de los objetivos por lo que son un logro adicional. Parte de los
resultados de este capitulo fueron publicados en la revista Royal Society Open Science

(Para mayor informacion, ver anexo A 1-8).

6.4 Estudio del tipo de muerte celular ejercido por
péptidos diméricos sobre la linea celular de cancer
de Mama MCF-7

Estudios sobre el tipo de muerte celular (células eucariotas), han sugerido que la manera
en gue se genera la muerte celular puede estar relacionada con efectos colaterales. Por
ejemplo, la necrosis esta asociada a muerte celular desorganizada y accidental induciendo
inflamacién exacerbada, dafio de tejidos aledafios, infecciones, entre otros. Por otro lado,
la muerte celular mediada por apoptosis es un tipo de muerte celular programada
altamente selectiva y organizada, por lo que genera menos efectos adversos’.
Adicionalmente, este tipo de muerte esté relacionada con el equilibrio de la homeostasis
celular. En la carcinogénesis suele afectar la muerte celular programada por lo que las
células crecen y se multiplican descontroladamente. Varias investigaciones han mostrado

gue algunos péptidos tienen la capacidad de inducir apoptosis por diferentes mecanismos
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y de manera selectiva en células de cancer; por lo que son promisorios para el desarrollo

de agentes terapéuticos’380-82,

Teniendo en cuenta los resultados previos, se escogieron los péptidos 29[F]:
(RRWQWRFKKLG)2-K y ?9[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG).-K para el estudio preliminar del
tipo de muerte celular que ejercen sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7.
Inicialmente, se monitoreé la morfologia celular después del tratamiento con 2¢[F] y 25[1-Nal]
encontrando caracteristicas similares en los cambios a nivel morfolégico generado por
ambos dimeros. En la Figura 15, a manera de ejemplo, se muestra el efecto sobre la
morfologia celular de MCF-7 causada por el péptido 25[F], a diferentes horas de
tratamiento. Las células sin tratar presentaron caracteristicas morfologicas normales, con
formas poligonales, aplanadas y elongadas, y la presencia de axones largos y definidos
(Figura 15A). Después de 5 minutos de tratamiento con el péptido, la mayoria de las células
mantienen su morfologia; sin embargo, algunas de ellas empiezan a redondearse y
encogerse, como se sefala con las flechas en la Figura 15B. Después de 90 minutos,
todas las células adquieren una forma redondeada y se evidencia un encogimiento,
pasando de un tamafio promedio de 100,27 um a 39,38 um. Sin embargo, la morfologia
celular es definida y la integridad de la membrana aparentemente no se ve comprometida,
lo que sugiere que el efecto citotoxico de este péptido puede involucrar procesos
apoptéticos®, y esta morfologia se mantiene a las 4 horas de tratamiento (Figura 15C-D).
Transcurridas 24 horas de tratamiento, se evidencia la apariciéon de pequefias vacuolas
(ver flechas rojas), presumiblemente asociado a eventos de apoptosis tardia (Figura 15E).
Finalmente, se observa que el efecto del péptido sobre las células se mantiene hasta por
48 horas de tratamiento, ya que transcurrido este tiempo no se aprecia una recuperacion

de la morfologia celular (Figura 15F).
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Figura 16. Micrografia de células MCF-7 tratadas con el péptido 26[F] a 100 ug/mL. Las células fueron
cultivadas en ausencia (A) y presencia de péptido a (B) 5 min (Las flechas sefialan células redondeadas), (C)
90 min, (D) 4 horas, (E) 24 horas (Las flechas sefialan posible formacién de vacuolas) y (F) 48 horas a 37°C.
El tamafio celular fue determinado como el promedio de 100 medidas, usando una camara AxioCam ICcl
(40x).

Para determinar el tipo de muerte celular asociada al efecto citotéxico generado por 25[F] y
26[1-Nal] en las células MCF-7, estas se incubaron con los péptidos a su concentracion ICso
por 24 h, luego se tifieron con los fluor6foros de anexina V y Pl, y se analizaron por
citometria de flujo (Figura 16A). Los resultados mostraron que el tratamiento con ambos
péptidos desplazé la poblacion celular principalmente a eventos de apoptosis. El péptido
26[F] indujo un desplazamiento principalmente hacia apoptosis temprana (Q3: 75,3 %),
mientras que 26[1-Nal] indujo en mayor medida apoptosis tardia (Q2: 74,6%). Estos
resultados son interesantes, ya que sugieren que el cambio puntual en la posicién 26, de
la Phe por 1-Nal en la secuencia dimérica podria modular el tipo de muerte celular
generada en MCF-7, posiblemente acelerando el efecto citotoxico sobre las células de
cancer. El efecto de ambos péptidos contra MCF-7 generdé mayor desplazamiento de la
poblacion celular hacia eventos apoptoéticos, lo cual esta de acuerdo con lo observado por
microscopia (Figura 15): cambios en la morfologia celular como encogimiento, la aparicién

de debris y una baja afectacion de la integridad de la membrana citoplasmatica.
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Figura 17. Ensayos de citometria de flujo en la linea celular MCF-7 tratadas con 25[F] y 26[1-Nal] en su
concentracion ICso A. Ensayo de Anexina V/ 7AAD. Control negativo: células sin tratar, control positivo: ActD
0,5 uM. B. Ensayo de flujo de calcio citosélico extracelular. Control negativo: células sin tratar, control positivo:
PMA 9 uM. C. Ensayo de activacion de caspasas 8 y 9. Control negativo: células sin tratar, control positivo:
H20.. D. Ensayo de potencial de membrana mitocondrial empleando fluoréforo JC-1 para el péptido 25[F].
Control negativo: Células sin trata, control positivo: ActD 0,5 uM. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las células sin tratamiento y las células tratadas con los péptidos. (Test Anova Sidak’s de
comparaciones multiples). Los datos representan la medida + SE. Un ensayo independiente con n=3. Para
todos los ensayos se empled la concentracion ICso de los péptidos determinada por ensayos de MTT.
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Los péptidos también fueron analizados mediante ensayos de liberacion de calcio
intracelular (Figura 16B). Este es un ensayo cualitativo que se enfoca en la identificacion
de procesos de necrosis, ya que una liberacién rapida de calcio del reticulo endoplasmico
hacia el citoplasma de la célula puede estar directamente relacionada con un compromiso
significativo de las membranas internas y una desregulacion de la homeostasis ibnica. Para
este analisis se realizo el registro de la fluorescencia de la célula sin tratamiento durante
100 segundos con el fin de definir una linea base y posteriormente se adicioné el
tratamiento y se monitore6 su comportamiento. Una perturbacion en la linea base indica
liberacion de calcio extracelular y por ende necrosis, como en el caso del control positivo
(PMA 9 uM). Como se puede observar, no se evidencié un cambio en la fluorescencia al
adicionar los dimeros a las células MCF-7 lo que sugiere que estos no causan procesos
de necrosis de manera significativa. Este resultado esta en concordancia con los estudios

de apoptosis/necrosis y con las imagenes de morfologia celular descritas anteriormente.

El bajo desplazamiento hacia eventos de necrosis, la morfologia celular observada por
microscopia y los resultados en los ensayos de liberacibn de calcio, sugieren que
posiblemente el tipo de muerte celular que ejercen estos péptidos contra la linea celular
MCF-7 no sea de tipo membranolitico; es decir, no hay una disrupcién total o parcial de la
bicapa lipidica mediante la formacién de poros como se ha descrito para péptidos similares,
ya que el desplazamiento celular hacia eventos de necrosis es bajo, no hay liberacién de
calcio intracelular y no se evidencia pérdida de la integridad de la membrana. Es por esto,
gue sugerimos gque el tipo de muerte celular generada por estos péptidos esta asociada a
otro tipo de mecanismos como la formacién de microporos transitorios y en consecuencia
permitirian la internalizacién del dimero sin comprometer la integridad de la membrana.
Una vez atravesada la membrana, el péptido puede inducir una muerte celular
programada, ya sea mediante la disrupcion de la membrana mitocondrial o mediante la
fragmentacion del ADN del nucleo; lo cual puede estimular diferentes cascadas de

caspasas apoptéticas®*.

Para verificar esta hipétesis, se evaluaron por citometria las rutas especificas de apoptosis
generada por los dimeros mediante la medicién de caspasas 8 y 9 (Figura 16C) las cuales
estan relacionadas con las dos vias principales de activacion de apoptosis mediada por
caspasas. La caspasa 9 esté relacionada con una apoptosis intrinseca, que puede ser

generada por un estimulo interno como alto estrés oxidativo e hipoxia, liberacion del
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citocromo-C debido a la formacién de poros en la mitocondria o dafio en el ADN®3. Mientras
gue la caspasa 8 esta relacionada con una apoptosis extrinseca, que involucra la
estimulacion de diferentes cascadas de sefializacion y receptores de muerte a nivel de
membrana. Como se puede apreciar en la figura 16C, la muerte causada por 26[F] induce
principalmente la expresién de caspasa 9 (70%) lo cual podria estar asociado a una
internalizacion del péptido y el posterior dafio al ADN o a la membrana mitocondrial. Para
el dimero 2¢[F] fue posible realizar un ensayo adicional, que consiste en evaluar el potencial
de membrana mitocondrial mediante el fluoréforo JC-1 (Figura 16D). Este es un fluoréforo
catibnico que se acumula en la membrana mitocondrial cuando esta se encuentra sin
afectaciones y conserva su potencial de membrana, y al estar acumulado dentro de la
mitocondria forma conglomerados con fluorescencia de color rojo. Si la membrana
mitocondrial fue afectada, pierde su potencial de membrana y el fluoréforo JC-1 no se
acumula dentro de esta, por lo que adquiere una fluorescencia de color verde que obedece
a la forma monomeérica de JC-1. Como se puede observar en la figura 16D, como control
negativo se emplearon células sin tratar con un desplazamiento a la fluorescencia verde
de 2,26% y como control positivo se emple6 ActD que generd un desplazamiento hacia la
fluorescencia verde de 14,5%. Al hacer el ensayo con el dimero 2¢[F] se evidencia un
desplazamiento hacia la fluorescencia verde de 19,3% el cual es incluso mayor que el
control positivo. Esto sugiere que posiblemente el dimero penetra la célula y que ademas
genera poros en la membrana mitocondrial desencadenando la liberacion del citocromo-C

y la subsecuente activacion de la ruta de apoptosis intrinseca.

Por otro lado, se encontr6é que 2[1-Nal] induce la activacién de ambas caspasas (caspasa
8: 90% y caspasa 9: 60%). Estos resultados sugieren que 2¢[1-Nal] involucra dos rutas de
activacion de apoptosis en su efecto citotoxico contra MCF-7. Por un lado, tiene una
elevada activacion de caspasa 9 lo cual esta indicando una posible internalizacion del
péptido y generacion de algun estimulo interno que induce la muerte celular programada,
como ya se ha descrito anteriormente. Por otro lado, ?[1-Nal] induce en un alto porcentaje
la activacion de caspasa 8, que esta relacionada con la sefializacion de receptores de
membrana que desencadenan la apoptosis extrinseca. Esto estd en concordancia con
investigaciones previas que muestran que la proteina completa LFB y el péptido LfcinB
pueden activar varias vias de sefializacion al mismo tiempo, incluidas apoptosis por
receptores de membrana FAS, sefalizacion de p53 y arresto del ciclo celular en diferentes

lineas de cancer humano como HT-29, Colo-35, Jurkat y MCF-7 entre otros®. Los
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resultados de activacion de caspasas obtenidos al tratar las células MCF-7 con 2¢[1-Nal]
evidenciaron que esta molécula posiblemente activa ambas vias de apoptosis, intrinseca
y extrinseca, lo cual podria conducir a una muerte mas acelerada con respecto al efecto
de 25[F]. Estéa hip6tesis explicaria los resultados de Anexina V/7AAD (Figura 16A), donde
se observa que bajo las mismas condiciones experimentales (entre estas el tiempo de
tratamiento), 26[F] genera un desplazamiento de la poblacién celular hacia apoptosis

temprana mientras que 2¢[1-Nal] lo hace hacia apoptosis tardia.

Conclusiones del capitulo 6.4: La observacion de la morfologia celular y los estudios de
citometria permiten concluir que los dimeros 2¢[F] y 26[1-Nal] generan un tipo de muerte
celular principalmente mediada por apoptosis que no involucra procesos membranoliticos;
este es un resultado promisorio, ya que es el tipo de muerte deseado para un posible
farmaco, debido a que se caracteriza por ser un proceso altamente selectivo, mas
organizado y con menos efectos colaterales como inflamacién o dafio a tejidos. Mediante
el kit de Anexina y medicién de caspasas se pudo establecer que el péptido dimérico 25[F]:
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx desplaza la poblacién celular hacia apoptosis temprana y activa
en mayor medida caspasa 9; mientras que 2[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG).K-Ahx
desplaza la poblacion celular en mayor proporcién hacia apoptosis tardia y activa tanto
caspasa 8 como caspasa 9. Los resultados de este capitulo estan enmarcados dentro del
objetivo especifico nimero 4. Parte de los resultados de este capitulo fueron publicados
en la revista International Journal of Molecular Sciences y sometidos en la revista RSC

Advances (Para mayor informacion ver anexo A-1.5y A-1.8).

6.5 Escalamiento sintético: Obtencidn y caracterizacion
de 1 g de ?9[F]-LfcinB (20-30);

Esta tesis doctoral estd enmarcada dentro de un macroproyecto que busca aproximarse a
la fase preclinica de un medicamento contra el cAncer de mama. Para ello, una vez
encontrada una molécula promisoria en ensayos in vitro, el siguiente paso consiste en
realizar ensayos biologicos in vivo 0 ex vivo que normalmente demandan grandes
cantidades de péptido (mas de 100 mg). Por esta razén, dentro del macroproyecto se
plante6 un escalamiento sintético que consiste en pasar de la obtenciéon de 10 mg de
producto, que es la cantidad de péptido aproximada que se obtiene en el protocolo de

sintesis estandarizado dentro del grupo SAMP, a la obtencién de una cantidad mayor. En
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este trabajo se abordd el primer paso de escalamiento que consiste en la obtencion de 1
g de producto (dimero); los objetivos de este escalamiento son: (i) evaluar si es posible
obtener una mayor cantidad del dimero promisorio en una sola sintesis, (ii) verificar
mediante caracterizacion analitica que se obtenga un producto con las mismas
propiedades fisicoquimicas y (iii) evidenciar si es posible optimizar el consumo de reactivos
y solventes al producir cantidades mayores de la molécula. En los resultados previamente
descritos se identificaron dos moléculas promisorias, ?5[F]: (RRWQWRFKKLG).K-Ahx y
26[Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG),K-Ahx. La molécula escogida como modelo para el
escalamiento fue el péptido dimérico 2°[F] debido a que, al no tener una modificaciéon con

un aminoacido no natural, su costo de produccion es menor.

El primer lote del péptido %5[F] obtenido para los estudios in vitro mostrados previamente,
se sintetizd a partir de 0,1 g de resina, para mayor facilidad en la lectura, este se
denominara de ahora en adelante “Lote 1”. Para el primer paso de escalamiento se planteé
aumentar 10 veces la cantidad de resina inicial con respecto al Lote 1, para ello se partié
de 1,0519 g de resina Rink Amide AM Resin de Novabiochem® Lot: S7537830 901, lo que
corresponde a aproximadamente 10 veces mas que lo empleado en el Lote 1, por facilidad
el producto obtenido en la sintesis en la cual se partié de 1,0519 g de resina se denominara
Lote 2. Con el fin de mejorar la trazabilidad del proceso y disminuir la probabilidad de
errores sistematicos, se estandariz6 un documento para el protocolo de sintesis,
optimizado a partir del que se ha venido empleando dentro del grupo de investigaciéon
SAMP. En este documento se adicion6 el registro del volumen de solvente medido en cada
paso de la sintesis, tiempo y tipo de agitacion tanto en los pasos de reaccion de acople
como en los pasos de desproteccion, peso tedrico y experimental de los activadores y
aminoacidos empleados; y se realizé la prueba de Kaiser por triplicado. Ademas, se llevo
un registro fotografico de los test de Kaiser realizados y del reactivo (Fmoc-aminoacido)

pesado (Ver anexo C).

Para la sintesis de péptidos, se emplea una resina polimérica que tiene una sustitucion en
mEg/g de grupos amino disponibles para la incorporacion del primer aminoacido; esta
sustitucion fue suministrada por el proveedor con un valor de 0,46 meq/g, sin embargo,
este valor puede cambiar de lote a lote y también después de incorporar el primer
aminoacido. Teniendo en cuenta la gran cantidad de resina que se emple6 para la
obtencion del Lote 2, es importante determinar con exactitud esta sustitucion con el fin de

optimizar la cantidad de aminoacido y activadores adicionados en cada acople. Para ello,
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se determind por espectrofotometria UV la sustitucion de la resina antes y después del
primer acople de acuerdo a reportes previos®°. Mediante la ecuacion de Lambert-Beer se
determind la sustitucién en cada peso de resina (5, 8, 12 y 15 mg de resina), encontrando
un valor promedio de 0,47 mEqg de grupo amino/g resina para antes del primer acople y
0,43 mEq de grupo amino /g resina después del primer acople (Figura 17), este ultimo valor

fue empleado para el célculo de los excesos de aminoéacido y activadores.
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Figura 18. Célculo de sustitucién de la resina Rink Amide AM mediante espectroscopia UV. Azul: Antes del
primer acople. Rojo: Después del primer acople.

Como estrategia de activacion, para la obtencion del Lote 2 (1,0 g de resina), se empleé
DCC/6-CI-HOBt; como se hizo en el Lote 1 (0,1 g de resina). Sin embargo, al trabajar con
5 excesos se formo gran cantidad del derivado de N-Acilurea del Fmoc-aminoécido, que
es un subproducto de reaccién poco soluble, que dificulté considerablemente la filtracién y
exigié lavados con consumo elevado de disolventes. Por esta razon, se optimizaron las
condiciones de activacion, disminuyendo la cantidad de Fmoc-Aminoé&cido, hasta bajar a
1,5 excesos, respecto a la sustitucion de la resina. Esto disminuyo la formacion de N-
Acilirea y adicionalmente, permiti6 emplear una cantidad de reactivos mucho menor, lo

cual redujo considerablemente los costos de obtencion del péptido.

El comportamiento sintético de los Lotes 1y 2 de 2¢[F] se ilustra en la Figura 18, en donde
se presenta el nimero de ciclos de acople para cada residuo. Cabe mencionar que la
sintesis se realiza del extremo C al N-terminal, y en este contexto el primer residuo
introducido a la resina fue el &cido 6-(Fmoc-amino)hexanoico (Ahx), y el aminoacido Fmoc-

Lys(Fmoc)-OH fue el segundo residuo acoplado, en la Figura 18 estos dos residuos fueron
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representados por X y Kz, respectivamente. Para la sintesis del Lote 1 se emplearon 5
excesos de aminoacido, respecto a la sustitucion de la resina; esta sintesis mostré un
comportamiento muy favorable, ya que la mayoria de los residuos necesitaron un Unico
ciclo para la reaccion de acople. Se presentd dificultad moderada en la introduccion de los
aminoécidos Phe y Arg (residuos 7 y 8), que requirieron tres y dos ciclos de acople,
respectivamente. En la sintesis del Lote 2, se presento el siguiente comportamiento: (i) en
los primeros cinco residuos se emple6 un solo ciclo para el acople; a pesar de usar sélo
1,5 excesos de Fmoc-aminoacido activado. (ii) Para unir los residuos de las posiciones 6
y del 9 al 13 se necesitaron dos ciclos de reaccion (3 excesos en total), para cada uno. (iii)
Los residuos 7 y 8 (Phe y Arg) fueron el paso critico de la sintesis, ya que requirieron 3 y

4 ciclos de acople, respectivamente.
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Figura 19. Comportamiento de la sintesis del péptido (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx. . Lote 1: 100 mg de resina,
Lote 2: 1000 mg de resina. (X: Acido 6-(Fmoc-amino)hexanoico, K2: Fmoc-Lys(Fmoc)-OH). La sintesis se
realiza del extremo C al N-terminal, correspondientes a X y R, respectivamente.

Las cantidades empleadas de solventes y reactivos para la obtencion de los Lotes 1y 2 se
reportan en la tabla 6. Como se puede apreciar, para el Lote 1 se obtuvieron 0,1224 g de
péptido crudo, con un rendimiento del 77%; mientras que para el Lote 2 se obtuvieron

1,8755 g de producto crudo con un rendimiento de 112%. El rendimiento es
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significativamente superior en el Lote 2; posiblemente atribuido a que la resina que se
emplea en el test de Kaiser es menos representativa cuando se trabajé con cantidades
mayores. Para poder comparar las cantidades de aminoacidos y solventes consumidos en
la produccion de cada lote, se realizo una normalizacion empleando la relacion: Cantidad
de insumo (aminoacido o solvente) / gramos de producto obtenido. Con respecto a la
cantidad de aminoacidos gastado (suma de todos los aminoacidos), para el Lote 1 se
requirieron 3,4 g de aminoacido para obtener 0,1224 g de producto crudo lo que da una
relacion de 28 g de aminoacido/ g de producto crudo; mientras que para el Lote 2 se
requirieron 17,5 g de aminoacido para obtener 1,8755 g de producto crudo, lo que se
traduce en una relacién de 9,3 g de aminoacido/g de producto crudo. Si se comparan estas
relaciones, se puede concluir que para el Lote 2 se requirié aproximadamente la mitad de
aminoacido por gramo de producto crudo con respecto al Lote 1. Por otro lado, la cantidad
de solventes empleado en el Lote 1 fue de 0,8 L (6,5 L de solvente/ g de producto crudo);
mientras que para el Lote 2 se requirieron 1,6 L (0,85 L de solvente/ g de producto crudo).
En el caso de los solventes, el ahorro también es bastante significativo, ya que en el Lote
2 se emple6 una cantidad hasta 7 veces menor por gramo de producto obtenido con
respecto al Lote 1.

Tabla 8. Cantidad de reactivos empleados para la obtencion de dos lotes del péptido 25[F]-
LfcinB (20-30).. Lote 1: 100 mg de resina, Lote 2: 1000 mg de resina. "Rendimiento
calculado a partir de la cantidad de péptido crudo esperado teéricamente.

- LOTE 1 LOTE 2
eactivo Cantidad (g)

DCC 1.5 o8
6-CI-HOBt 12 >0
Ahx 0.1 05
K> 0.1 08
Arg 1,2 I
Trp 0.5 29
Gin 0.3 L
Phe 0,5 Lo
Lys 0.4 L9
Leu 0,2 05
Gly 0.1 0

DMF 450,4 1035,0

DCM 412,9 640,0
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Piperidina 1,1 9,2
Total AA (9) 3,4 17,5
Total Solvente (L) 0,8 1.6
Crudo obtenido (g) 0,1224 1,8755
Rendimiento” (%) 77 112

Se realizé un analisis comparativo de los productos obtenidos en los Lotes 1y 2 por RP-
HPLC y espectrometria de masas de alta resolucion HRMS ESI-Q/TOF (Figura 19). Como
se puede apreciar, el Lote 1 y Lote 2 poseen un perfil cromatogréafico similar, con un pico
mayoritario en un tiempo de retencion de 6,0 min. Por HRMS se obtuvo un valor de masa
experimental de 3341,9736 + 0,0017 uma para el Lote 1y 3341,9721 + 0,0020 uma con lo

cual se verifica que la identidad quimica de ambos lotes es la misma.

La Figura 19A corresponde al producto puro del Lote 1 después de 6 meses de
almacenamiento a -20°C. Como se puede apreciar, transcurrido este tiempo se conserva
un pico mayoritario en tg 6,0 min; sin embargo, se observan subproductos y la pureza
cromatogréfica es del 70%. Es importante mencionar que inicialmente este péptido se
habia obtenido con una pureza cromatografica del 91% por lo es evidente la degradacion
del mismo en las condiciones de almacenamiento descritas. La figura 19B corresponde al
perfil cromatografico del péptido crudo obtenido para el Lote 2. Se evidencia un pico
mayoritario también en tg 6,0 min y una pureza cromatografica del 72%, cabe destacar
que, para el producto crudo, este perfil cromatografico se mantiene exactamente igual
después de 6 meses de almacenamiento, por lo que se concluyd que la mejor opcién era
almacenar el Lote 2 en su forma cruda e ir purificando de acuerdo a las necesidades
experimentales. Finalmente, la figura 19C corresponde al producto del Lote 2 purificado.
Como se observa aparece principalmente un Unico pico mayoritario en 6,0 min con una
pureza de 95%; para esta purificacion se partié de 100,22 mg de péptido crudo y se obtuvo
el un rendimiento de purificacion del 57,1%, correspondiente a 57,42 mg de dimero puro.
Ademas, los productos puros obtenidos de los lotes 1 y 2 presentaron el mismo efecto
citotoxico contra las lineas celulares evaluadas sugiriendo que el escalamiento no afecto

las propiedades anticancerosas del péptido.
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Figura 20. Caracterizacion analitca de los Lote 1 y 2 por RP-HPLC y HRMS
ESI-Q /TOF. A. Lote 1 puro, B. Lote 2 crudo, C. Lote 3 puro.

Conclusiones del capitulo 6.5: Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que
fue posible obtener una cantidad de hasta 1,8755 g de %[F] empleando la estrategia de
activacion DCC/6-CI-HOBt. Sin embargo, al utilizar una cantidad de resina 10 veces mayor
es necesario emplear una menor cantidad de excesos para los activadores y los
aminoacidos empleados; esto permite mejorar considerablemente las condiciones
experimentales, ya que es mas sencillo filtrar los subproductos y se requiere menor
cantidad de solvente para los lavados. Mediante HPLC y HRMS se logro evidenciar que la
identidad quimica del Lote 1 y el Lote 2 fue la misma y finalmente fue posible optimizar
considerablemente la cantidad de reactivos y solventes empleados en la obtencién del Lote
2, disminuyendo la cantidad de aminoacidos empleado a la mitad y la cantidad de solvente

a la séptima parte.



/.CONCLUSIONES

Once péptidos analogos a la secuencia ((’RRWQWRMKKLG?%),-K-Ahx fueron sintetizados
en fase sélida (SPPS) usando la estrategia Fmoc/tBu, en estas moléculas la posicion 26
fue reemplazada puntualmente por: (i) Aminoacidos naturales (K, D, A, L y F) y (ii)
aminoacidos no naturales (Dip, Bpa, 1-Nal, hF, 2-Abz y 4-Abz). Se encontr6 que la posicion
26 juega un rol critico en el efecto citotoxico que ejercen los dimeros contras las lineas
celulares humanas derivadas de cancer de Mama MCF-7 y HTB-132; nuestros resultados
sugieren que el aumento en la hidrofobicidad de esta posicién, causa un incremento en el
efecto citotdxico del péptido contra las células de cancer.

Los péptidos mas potentes contra MCF-7 fueron 2¢[F]: (RRWQWREKKLG),-K-Ahx y 26[1-
Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG),-K-Ahx, ambos mostraron un efecto citotoxico rapido y
dependiente de la concentracion. 26[F] fue mas selectivo en ensayos in vitro, ya que afectd
en mayor medida a las células de cancer con respecto a las lineas normales HEK-293 y
fibroblastos primarios. Es de resaltar que ninguno de los dos péptidos fue hemolitico ni
presentd toxicidad significativa en el modelo G. Mellonella, también fueron seguros en el
modelo murino en dosis de hasta 70 mg/kg (140 veces mayor a la concentracién efectiva
in vitro). Por otra parte, ?5[1-Nal] fue mas resistente a la degradaciéon enzimatica,
conservando una especie mayaoritaria correspondiente al péptido intacto hasta por 3 horas
de tratamiento con pepsina o tripsina.

Los resultados de citometria de flujo mostraron que ambos péptidos actlian por rutas de
apoptosis y no comprometen la membrana citoplasmatica en el tipo de muerte celular que
ejercen contra MCF-7. El péptido dimérico 2¢[F] desplaza la poblacion celular hacia eventos
de apoptosis temprana y activa principalmente caspasa 9, relacionada con la ruta de
activacion de la apoptosis intrinseca; mientras que 26[1-Nal] desplaza la poblacion celular
hacia la apoptosis tardia y activa tanto caspasa 8 como caspasa 9, lo que sugiere que en
el tipo de muerte celular que ejerce, activa ambas rutas de muerte celular (apoptosis

intrinseca y apoptosis extrinseca).
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Finalmente, se logré obtener el primer paso del escalamiento de una molécula promisoria
contra el cancer de mama. Se obtuvieron cerca de 1,9 g del dimero 25[F], el cual fue
caracterizado por RP-HPLC y HRMS. Se optimizaron las condiciones sintéticas ahorrando
en consumo de reactivos y solventes; y con un rendimiento alto hasta el producto crudo.
La purificacion del producto se realiz6 usando columnas (cartuchos) de SPE en fase
reversa y con elucion con gradiente; esta metodologia permiti6 obtener 2[F] con una
pureza cromatografica del 95% y con un rendimiento del 57%.

Los resultados de este trabajo son promisorios para el futuro desarrollo de un medicamento
contra el cancer de mama; siendo las moléculas mas interesantes los dimeros 25[F]:
(RRWQWRFKKLG).-K-Ahx y 26[1-Nal]: (RRWQWR-1-Nal-KKLG).-K-Ahx ya que ambas
ejercen un efecto citotéxico in vitro potente contra células de cancer de mama y ninguna
de ellas es hemolitica. %6[F] tiene menor resistencia a la degradacion proteolitica pero
mayor selectividad y es mas econdmica al no poseer un aminoacido no natural en la
posicién 26; mientras que 26[1-Nal] posee menor selectividad in vitro pero mayor potencia
contra las lineas de cancer y mayor resistencia a la degradacion.



8.APORTES ACADEMICOS

Parte de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral fueron publicados en las siguientes

modalidades: (i) Ocho (8) publicaciones en revista cientifica indexada (7 publicados, 1

sometido), (ii) cuatro (4) presentaciones de poéster en congreso cientifico internacional y

(iii) tres (3) presentaciones orales en congreso cientifico internacional.

Los articulos cientificos y certificados de participacion, fueron consignados en el anexo A

de la siguiente manera:

1.1

1.2.

1. Articulos cientificos:

Titulo del articulo: Designing Short Peptides: A Sisyphean Task?

Revista: Current Organic Chemistry

Estado: Publicado (2020)

Descripcion: Articulo de revision como parte del estado del arte de esta
investigacion. En este, se plantean las posibles estrategias quimicas que
pueden ser empleadas para potenciar la actividad bioldgica de los péptidos

sintéticos.

Titulo del articulo: Efficient Fmoc Group Removal Using Diluted
4-Methylpiperidine: An Alternative for a Less-Polluting SPPS-Fmoc/tBu Protocol
Revista: International Journal of Peptide Research and Therapeutics

Estado: Publicado (2019)

Descripcion: En este articulo se reporta la sintesis eficiente de péptidos en
fase sdlida, disminuyendo la concentracion de piperidina en la desproteccion
de 25% a 2,5% lo cual contribuye a una sintesis de péptidos mas econémica y

amigable con el medio ambiente.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

Titulo del articulo: The k* Concept Applied to Method Development of Peptide
Analysis by RP-HPLC

Revista: ACS Omega

Estado: Publicado (2022)

Descripcion: En este articulo se reporta el proceso de desarrollo y optimizacion
del método de analisis de péptido por RP-HPLC empleando el concepto de
factor de retencién en el gradiente (k*)

Titulo del articulo: Synthetic Peptide Purification via Solid-Phase Extraction
with Gradient Elution: A Simple,Economical, Fast, and Efficient Methodology
Revista: Molecules

Estado: Publicado (2019)

Descripcidon: En este articulo se reporta el nuevo método para purificacion de
péptidos por RP-SPE que se desarrollé como parte de esta investigacion y que
fue empleado para la purificacion de todos los dimeros sintetizados.

Titulo del articulo: Peptides Derived from (RRWQWRMKKLG),-K-Ahx Induce
Selective Cellular Death in Breast Cancer Cell Lines through Apoptotic Pathway
Revista: International Journal of Molecular Sciences

Estado: Publicado (2020)

Descripcion: En este articulo se reportan los estudios de efecto citotéxico y
tipo de muerte celular de los dimeros analogos a 2¢[M]LfcinB(20-30), en los
cuales la posicién 26 se reemplazé por los aminoacidos naturales: K, D, A, Ly
F.

Titulo del articulo: The Nonapeptide RWQWRWQWR: A Promising Molecule
for Breast Cancer Therapy

Revista: ChemistrySelect

Estado: Publicado (2020)

Descripcidn: Este es un trabajo paralelo en donde se realizaron experimentos
similares a los presentados por los dimeros estudiados en esta investigacion,
pero en la secuencia palindromica RWQWRWQWR.

Titulo del articulo: LfcinB-Derived Peptides: Specific and punctual change of
an amino acid in monomeric and dimeric sequences increase selective

cytotoxicity in colon cancer cell lines
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Revista: Arabian Journal of Chemistry

Estado: Publicado (2022)

Descripcion: Investigacion complementaria donde se evidencia que el péptido
dimérico 2[F]LfcinB(20-30), también tiene efecto citotéxico contra las lineas
celulares humanas derivadas de cancer de colon Caco-2 y HCT-116.

1.8. Titulo del articulo: The incorporation of Non-Natural Amino Acids to LfcinB
Derived Peptides Prevents Proteolitic Degradation and Increases the Cytotoxic
Effect Against Breast Cancer Cells
Revista: ROYAL SOCIETY OPEN SCIENCE
Estado: Publicado (2023)

Descripcion: En este articulo se reportan los resultados de citotoxicidad contra
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y cancer cervicouterino Hela,
selectividad, estabilidad y toxicidad preliminar en modelo murino, obtenidos
para las modificaciones puntuales con aminoacidos no naturales hidrofébicos

en la posicion 26 del dimero 2¢[F].
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2.1

2.2.

2.3.

2. Presentaciones orales:

Titulo de la presentacion Oral: PEPTIDOS DERIVADOS DE
LACTOFERRICINA BOVINA (LFCINB) CON ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA RAPIDA Y SELECTIVA CONTRA CANCER DE MAMA
Congreso: 34° Congreso Latinoamericano de Quimica

Lugar y afio: Cartagena, 2020.

Descripcion: En esta presentacion oral se presentaron los estudios de efecto
citotéxico y tipo de muerte celular de los dimeros analogos a 2%[M]LfcinB(20-
30); en los cuales la posicién 26 se reemplazé por los aminoacidos naturales:
K,D,A LyF.

Titulo de la presentacion Oral: AGENTES CITOTOXICOS SELECTIVOS
CONTRA CELULAS CaCo-2 DERIVADOS DE PEPTIDOS CORTOS
ANALAGOS DE LACTOFERRICINA

Congreso: 34° Congreso Latinoamericano de Quimica

Lugar y afio: Cartagena, Colombia (2020)

Descripcion: En esta presentacion oral se presentaron los estudios donde se
evidencia que el péptido dimérico 2°[F]LfcinB(20-30), también tiene efecto
citotoxico contra las lineas celulares humanas derivadas de cancer de colon
Caco-2 y HCT-116.

Titulo de la presentacion Oral: Desarrollo de métodos cromatograficos para
el andlisis y purificacién por RP SPE de péptidos sintéticos.

Congreso: Il Workshop de Péptidos terapéuticos para bioaplicaciones

Lugar y afio: Valparaiso, Chile (2021)

Descripcidn: En esta presentacion oral se expusieron los detalles para el
desarrollo de métodos para el analisis de péptidos por RP-HPLC, asi como el
nuevo método de purificacion por RP-SPE desarrollado como parte de esta
investigacion. Este trabajo obtuvo el premio al mejor trabajo de la seccion

Nuevos Doctores.
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3. Posters

3.1. Titulo del pdster: Una metodologia simple, rapida y eficiente para la
separacion de péptidos sintéticos
Congreso: Il Congreso de Quimica del Caribe
Lugar y afio: Barranquilla, Colombia (2019)
Descripcion: En este poster se presentaron parte de los resultados del
desarrollo del método de purificacion de péptidos por RP-SPE.

3.2. Titulo del poéster: Degradacion en sangre de péptidos derivados de la
Lactoferricina Bovina
Congreso: Il Congreso de Quimica del Caribe
Lugar y afio: Barranquilla, Colombia (2019)
Descripcion: Este péster es un estudio complementario, en el cual se
presentaron los estudios de degradacion de diferentes péptidos derivados de

LfcinB en suero de sangre.

3.3. Titulo del poster: OPTIMIZACION DE UN METODO PARA EL ANALISIS DE

PEPTIDOS SINTETICOS POR RP-HPLC EMPLEANDO COLUMNAS Core-
Shell
Congreso: Il Congreso de Quimica del Caribe
Lugar y afio: Barranquilla, Colombia (2019)
Descripcion: En este poster se presentd un trabajo paralelo a esta
investigacién en donde se desarrollé un método para el analisis de péptidos por
RP-HPLC, pero empleando columnas Core-Shell en vez de columnas
monoliticas.

3.4. Titulo del poster: SEPARACION Y CUANTIFICACION DE PEPTIDOS DE
UNA MEZCLA COMPLEJA: DISENO, DESARROLLO Y VALIDACION DE UN
METODO ANALITICO POR RP-HPLC UTILIZANDO UNA COLUMNA
MONOLITICA
Congreso: 34° Congreso Latinoamericano de Quimica
Lugar y afio: Cartagena, Colombia (2020)

Descripcion: En este poéster se presentaron parte de los resultados del

desarrollo de métodos para el andlisis de péptidos por RP-HPLC.
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B. Anexo: Caracterizacion de Péptidos
Diméricos Derivados de
LfcinB (20-30):

A continuacién, se presenta la caracterizaciéon analitica por RP-HPLC y MS (MS MALDI-
TOF o HRMS ESI-Q/TOF) de los 11 péptidos analogos sintetizados en esta investigacion.
Los resultados se disponen en paneles de la siguiente manera: Panel A. Estructura y
masas exacta tedrica del péptido, Panel B. Caracterizacion por RP-HPLC y pureza

cromatografica a 210 nm. C. Espectro de masas y valor experimental [M+H]* determinado.
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C. Anexo: Registro Fotografico de

Documentacion Empleada en la

Obtencion de un lote de 1 g de

26[F]LfcinB (20-30)2

En esta anexo se encuentra el registro fotografico de los test de Kaiser realizados por

triplicado en cada ciclo de acople, asi como el frasco pesado para la obtencion del Lote 2

de 2¢[F]LfcinB(20-30).

Tabla B1. Registro fotografico de resultados Test de Kaiser de desproteccion y acople y
frascos de los aminoacidos pesados para la produccion del lote de 1 g del péptido

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx.

TEST DE KAISER ;
ACOPLE , AMINOACIDO
DESPROTECCION ACOPLE
DESPROTECCION 1 ACOPLE 1.1‘
11 i s 3 2
' " v 45
DESPROTECCION 2 ACOPLE 2.1
Q ajpprpr.
21 rrostiecd’
- [} ¥




14 Péptidos Diméricos Derivados de la Secuencia LfcinB (20-30) con Potencial
Actividad Anticancerigena contra el Cancer de Mama
ESPROTECCION 3
3.1
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6.1
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Obtencion de un lote de 1 g de ?°[F]LfcinB(20-30)
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16 Péptidos Diméricos Derivados de la Secuencia LfcinB (20-30) con Potencial
Actividad Anticancerigena contra el Cancer de Mama
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Anexo C: Registro Fotografico de Documentaciéon Empleada en la 17
Obtencion de un lote de 1 g de ?°[F]LfcinB(20-30)
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18 Péptidos Diméricos Derivados de la Secuencia LfcinB (20-30) con Potencial
Actividad Anticancerigena contra el Cancer de Mama
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