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RESUMEN

L.B.G. Aldo Omar Gonzéalez Cruz Fecha de Graduacion: Marzo, 2022
Universidad Auténoma de Nuevo Leodn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: PRODUCCION DE LA PROTEINA QUIMERICA TAT-
PTEN-LTV Y SU EFECTO CITOTOXICO BIODIRIGIDO A
CELULAS DE CANCER DE MAMA HER2-POSITIVO

NuUmero de paginas: 66 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Biotecnologia Farmacéutica

Propdsito y Método de Estudio: Actualmente, el cancer de mama es aquel con mayor
incidencia en la poblacion femenina a nivel mundial y destaca como la primera causa de
muerte por tumores malignos en México, causando cerca de 8 mil fallecimientos en el afio
2020. Alrededor del 20% de los canceres de mama sobreexpresan el receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2), por lo tanto, tienden a ser mas agresivos
debido a la desregulacion del control del ciclo celular y supervivencia. Por ello, se han
desarrollado terapias contra cdncer de mama dirigidas al receptor HER2, sin embargo no
son completamente efectivas y algunas pueden provocar graves efectos adversos al
paciente. Para resolver estas problematicas, la implementacion de péptidos penetrantes de
células (CPP), puede potenciar la efectividad de las terapias actuales. De igual manera, el
acoplamiento de peptidos tumor-homing mejoraria la selectividad, reduciendo efectos

adversos.



Por lo antes mencionado, se propone como alternativa en el desarrollo de nuevos farmacos
dirigidos a cancer de mama HER2-positivo: a la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV.
Conformada por ¢l CPP TAT, el péptido tumor-homing LTV (especifico para HER2) y la
proteina supresora de tumor, PTEN, capaz de inhibir la via de sefalizacion PI3K-AKT-
mTOR. La secuencia codificante para la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV fue
diseniada y posteriormente analizada por medio de los servidores I-TASSER y Cluspro 2.0
para predecir sus caracteristicas estructurales. Al obtener el vector recombinante, se
realizo la transformacion de Escherichia coli DH5a y la transfeccion de células HEK293T
para amplificar la secuencia y expresar la proteina respectivamente, esto para proceder a

los ensayos de co-cultivo sin contacto y viabilidad celular por WST-1.

Contribuciones y Conclusiones: En este proyecto, ha sido posible el disefio racional, la
prediccion y analisis de la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV por métodos
bioinformaticos, datos que permiten inferir su potencial de accidon anticancerigena y
selectiva a células de cancer de mama HER2-positivo. A su vez, se ha obtenido el vector
de expresion pCEFL que integra la secuencia codificante de TAT-PTEN-LTV, usado para
transfectar células HEK293T, mismas que permitieron evaluar el efecto de esta proteina
sobre células MCF7 y HCC1954 por medio de un ensayo de co-cultivo sin contacto. Los
resultados obtenidos con el ensayo de WST-1, confirman el efecto anticancerigeno y

selectivo de TAT-PTEN-LTV sobre las células de cancer de mama HER2-positivo.

Firma del asesor: N

Dr. Eder Ubaldo Arredondo Espinoza
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. EL CANCER

El cancer es uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial, se estima que en
2020 provoco 9.9 millones de defunciones, y se enlistan 5 tipos de cancer responsables
del mayor nimero de fallecimientos: cancer pulmonar, cancer hepatico, cancer gastrico,
cancer de mama y cancer colorrectal.! En general, el cancer se define como un desorden
de células que proliferan de manera descontrolada, caracteristica que provoca la formacién
de agregados celulares Ilamados neoplasias o tumores, y crecen dafiando tejidos sanos.
Adicionalmente las células cancerosas tienen la capacidad de migrar y colonizar tejidos
lejanos donde contintan proliferando, a este proceso se le conoce como metastasis y es la

principal causa de muerte por esta enfermedad.?

Al proceso por el que se origina una célula cancerosa se le denomina carcinogénesis u
oncogeénesis, esto puede ser provocado por errores 0 mutaciones en el genoma durante la

replicacion del material genético, reparacion de ADN o la mitosis, estos dafios también



pueden ocurrir al exponer el material genético a agentes mutagénicos.® Para que un cancer

pueda desarrollarse, los dafios en el genoma deben ubicarse en genes involucrados en la

regulacién del crecimiento celular y provocar ya sea pérdida o ganancia de funcion, tal es

el caso de las mutaciones en protooncogenes, genes de reparacion de ADN y genes

supresores de tumores.*

En general, las células tumorales exhiben diez caracteristicas en comun, las cuales se

estudian a detalle con el fin de comprender la enfermedad y lograr la elaboracion de

nuevos blancos terapéuticos.>3 Dichas caracteristicas se enlistan a continuacion.

Alta proliferacion celular independiente de sefiales de crecimiento. De manera
normal, las células sufren estimulos por sefiales externas de proliferacion como
factores de crecimiento, estos activan receptores presentes en la célula y promueven
la activacion de vias de sefializacion que regulan el ciclo celular.® En una célula
tumoral, ocurren mutaciones en los proto-oncogenes, los cuales estan involucrados
en la regulacion de la division celular, dando lugar a los Ilamados ‘oncogenes’. Los
oncogenes confieren la capacidad de mantener activo el crecimiento y division celular
anormal mediante la sintesis de ligandos similares a factores de crecimiento,
expresion de nuevos receptores membranales para la respuesta a sefiales
proliferativas, entre otros mecanismos.®

Resistencia a estimulos que inhiben el crecimiento. Existen vias de regulacion
negativa de la division celular en la que actuan los genes supresores de tumor,
limitando la proliferacion y crecimiento tumoral. Al ocurrir mutaciones que provocan
la pérdida de funcion en estos genes reguladores, la division celular se lleva a cabo

de manera descontrolada.®



Metastasis. Esta caracteristica representa la mayor causa de muerte asociada a los
tumores solidos dada la diseminacion de los mismos y colonizacién de otros tejidos
distribuidos en el organismo.” La metéstasis es un proceso que comprende una serie
de eventos consecutivos, iniciando por la invasién local, continuando con la
intravasacion (en vasos sanguineos o linfaticos), ingreso a otros tejidos, y finalizando
con la formacion de nuevos agregados de células cancerosas.?

Inhibicion de apoptosis. Un mecanismo normal para mantener la homeostasis tisular
conocido como apoptosis o muerte celular programada, es activado mediante diversos
estimulos que culminan en la degradacion celular, sin embargo, debido a la cantidad
de mutaciones acumuladas en una célula tumoral, esta caracteristica se pierde.?
Potencial de replicacion ilimitado. En los extremos de los cromosomas se
encuentran secuencias repetidas en tandem, conocidas como telémeros, los cuales
sufren un acortamiento continuo con el paso de cada division celular; al momento en
que estas secuencias llegan a su limite, la célula deja de proliferar y pasa a un estado
de senescencia o apoptosis.? Debido a que la mayoria de células tumorales expresan
la enzima telomerasa, pueden alargar la secuencia de sus telémeros de manera
indefinida, permitiéndoles sobrepasar el limite de division celular.®

Induccion de angiogénesis. Para que un tumor pueda continuar su desarrollo
continuo, éste requiere de nutrientes y oxigeno como el resto de los tejidos, el cancer
presenta la caracteristica de inducir la formacion de vasos sanguineos a partir de los
presentes en otros tejidos favoreciendo su propio desarrollo y consiguiente

metastasis.?



Reprogramacion de metabolismo. En condiciones aerdbicas, las células normales
procesan la glucosa, primero a piruvato a través de la glucdlisis en el citosol y luego
a dioxido de carbono en la mitocondria; en condiciones anaerobicas, se favorece la
glucolisis y se envia relativamente poco piruvato a las mitocondrias que consumen
oxigeno. Incluso en presencia de oxigeno, las células cancerosas pueden reprogramar
su metabolismo de la glucosa y, por lo tanto, su produccién de energia, limitando su
metabolismo energético en gran medida a la glucdlisis, lo que lleva a un estado que
se ha denominado “glucélisis aerdbica” o “efecto Warburg”.?

Resistencia a respuesta inmune. Naturalmente el desarrollo de células tumorales es
eliminado por mecanismos del sistema inmune innato y adaptativo, pero, en la
mayoria de los casos se presenta cierto grado de inmuno-tolerancia. Ademas, debido
a su inestabilidad gendmica, las células cancerosas cambian constantemente su
conformacién antigénica y pueden producir inmunomoduladores, ocasionando una
resistencia a la respuesta inmunoldgica.?

Promocién de la inflamacion. Algunos tumores estdn densamente infiltrados por
células del sistema inmune innato y adaptativo y, por lo tanto, reflejan las condiciones
inflamatorias que surgen en tejidos no neoplasicos. Actualmente, esta claro que toda
lesion neoplésica contiene células inmunes presentes al menos en densidades sutiles.®
Inestabilidad gendmica y mutacion. Todo lo anterior depende en gran parte del
resultado de las alteraciones genémicas de las células de cancer. Ciertos genotipos
mutantes confieren una ventaja que permite su crecimiento y eventual dominio del
tejido. En consecuencia, la progresion del tumor puede describirse como una sucesion

de expansiones clonales, cada una de las cuales se desencadena por la adquisicion



fortuita de un genotipo mutante habilitante.? Otras alteraciones, como la inactivacion
de genes supresores de tumores, también pueden producirse mediante mecanismos

epigenéticos como la metilacion del ADN y la modificacion de histonas.®

1.1.1. Cancer de mama

En el afio 2020 el cancer de mama causé 684,996 defunciones en el mundo. En México,
el cancer de mama destaca como la primera causa de muerte por tumores malignos en la
poblacion femenina del pais, siendo el causante de 7,931 fallecimientos en el 2020.1° Al
igual que otros, el cancer de mama empieza con el crecimiento anormal o descontrolado
de células, en este caso, de aquellas localizadas en el tejido mamario. Las mamas se
conforman de tres partes principales como se muestra en la figura 1: lobulillos (glandulas
que producen leche), conductos galactoforos (transportan la leche al pezon) y tejido
conectivo (formado por tejido fibroso y adiposo que rodea y sostiene todas las partes de
la mama). De acuerdo a el centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) de
Estados Unidos de América, los tipos mas comunes de cancer de mama son el carcinoma
lobulillar infiltrante y el carcinoma ductal infiltrante, originados en los lobulillos y en los
conductos respectivamente, a partir de estos tejidos, las células cancerosas pueden

diseminarse e invadir tejidos mamarios cercanos y otras partes del cuerpo.?
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Figura 1. Composicion del tejido mamario.!

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y de acuerdo a sus perfiles de
expresion genética se ha clasificado en 4 diferentes subtipos (descritos en la tabla 1):
Luminal A, luminal B, tipo basal y sobreexpresion de receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano (HER2).1213

TABLA 1

SUBTIPOS DE CANCER DE MAMA

Subtipo Descripcion

Receptores de estrogeno (ER) y/o receptores de progesterona
(PR) positivos y HER2 negativo.

Receptores de hormonas (ER y/o PR) positivos y HER2-

Luminal A

Luminal B positivo.
HER2 . -
Receptores de hormonas negativos y HER2-positivo.
sobreexpresado
Tipo basal Receptores de hormonas negativos y HER2 negativo (también

se conoce como fenotipo triple negativo).




1.1.2. Tratamientos actuales contra el cancer de mama

Los tratamientos dirigidos a cancer de mama pueden incluir la administracion de
quimioterapias, y de acuerdo al subtipo al que pertenece, estos pueden requerir terapias
dirigidas a los receptores hormonales y/o especificos para HER2 (tabla 2). Las
quimioterapias comunmente usadas son medicamentos antineoplasicos como el
paclitaxel, docetaxel y ciclofosfamida, entre las terapias hormonales se menciona el
tamoxifeno, letrozol y anastozol, y en caso de los tratamientos especificos para HER2 se
encuentran los anticuerpos monoclonales trastuzumab y pertuzumab. A fin de lograr una
mayor efectividad, los tratamientos son administrados en combinaciones especificas de

acuerdo a las condiciones del cancer.*
TABLA 2

TRATAMIENTOS ACTUALES DIRIGIDOS A CANCER DE MAMA

Luminal A Luminal By HER2+ Tipo basal

Terapia endocrina: Quimioterapia + terapia dirigidaa | Quimioterapia:

Terapias tipicas

e Tamoxifeno HER?2: e Adriamicina

e Letrozol e Paclitaxel e Ciclofosfamida
¢ Anastrazol e Adriamicina e Paclitaxel

e Exemestano ¢ Ciclofosfamida e Docetaxel

e Docetaxel

e Carboplatino
e Trastuzumab
e Pertuzumab
e Lapatinib

Quimioterapia:

Terapia endocrina:

e Adriamicina e Tamoxifeno
e Ciclofosfamida e Letrozol

e Paclitaxel ¢ Anastrazol
e Docetaxel e Exemestano




1.1.3. Cancer de mama HER2-positivo

Los receptores tirosina quinasas son proteinas transmembranales que participan en
diversas funciones celulares, como el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia
celular.” Entre estos receptores, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y el EGFR 2 humano (HER2) son receptores monomeéricos de la superficie celular que
forman parte de la familia ErbB de receptores tirosina quinasas.*>*® La familia del EGFR
juega un papel crucial en el crecimiento de tumores malignos. La sobreexpresion de la
proteina EGFR y HER2 se asocia con un pronoéstico desfavorable y son importantes dianas

terapéuticas en el cancer de mama.*®

Entre el 15% y 20% de los canceres de mama son HER2-positivo, por lo tanto exhiben
un exceso del receptor HER2 (ver figura 2), tendiendo a ser mas agresivos y presentando
elevadas tasas de recaidas, esto se debe a que HER2 esté involucrado en la regulacion de
la diferenciacién celular, migracion y control de ciclo celular, apoptosis y angiogénesis,
por medio de la activacion de mdltiples rutas de sefializacion incluyendo la fofatidil-
inositol 3-quinasa (PI3K)-AKT-mTOR vy cascadas de proteina quinasa activada por
mitégeno (MAPK).Y" Por esta razon, el receptor HER2 ha sido estudiado ampliamente con
el fin de generar de nuevas terapias para el tratamiento de cancer de mama. Un elemento
clave para el exitoso desarrollo de farmacos dirigidos a HER2 ha sido la seleccion de

candidatos para tratamiento basado en el nivel de positividad de HER2 de los tumores.*®



Célula mamaria Célula de cancer de
(normal) mama HER2+
(anormal)

Cantidad normal de receptores HER2 Exceso de receptores HER? envian demasiadas
envian sefiales que le indican a las sefiales, lo que causa que las células crezcany
células que crezcan y se dividan. se dividan de forma descontrolada.

Figura 2. Sobreexpresion de HER2 en células de cancer de mama.

Sin embargo, los tratamientos aplicados en la actualidad presentan algunas desventajas,
tal es el caso del trastuzumab, con el cual la mayoria de los pacientes que inicialmente
tienen buena respuesta al tratamiento, comienzan a mostrar una progresion en la
enfermedad al cabo de un afio, lo que es provocado por un decremento en la interaccién
de trastuzumab con el receptor HER2.'® Existen diversas propuestas que explican el
mecanismo de resistencia a trastuzumab, dentro de ellas destaca la disrupcion de
interaccién con HER2 debido a la sobreexpresion de la mucina 4 (MUC4) que impide la
interaccidn del anticuerpo con el receptor, se ha llegado a esta inferencia debido a que al
realizar un knockdown a MUC4 se reestablece la sensibilidad a trastuzumab in vitro, otro

mecanismo de resistencia se correlaciona a la alteracion de procesos de sefializacion como



la deficiencia de la proteina homologa de fosfatasa y tensina (PTEN) y la actividad
incrementada de AKT.Y® Ademas, diferentes estudios centrados en el tratamiento con
trastuzumab han determinado que este anticuerpo monoclonal exhibe un efecto
cardiotoxico y por lo tanto se requiere un monitoreo cardio-oncolégico continuo de los

pacientes.?°
1.2. Via PI3K como blanco terapéutico contra el cancer

La sefalizacion de PI3K-AKT-mTOR es una de las vias intracelulares més
importantes, que regula el crecimiento celular, la motilidad, la supervivencia, el
metabolismo y la angiogénesis.® La activacion de la via PI3K-AKT-mTOR contribuye al

desarrollo de tumores y resistencia a las terapias contra el cancer.?

PI3K es un grupo de lipido-quinasas asociadas a la membrana plasmatica, que constan
de tres subunidades: subunidad reguladora p85, subunidad reguladora p55 y subunidad
catalitica p110.2? Segun sus diferentes estructuras y sustratos especificos, PI3K se divide
en las clases I, 11y 111.22 PI3K de clase | esta compuesto por las clases IA y IB. La clase
PI3K IA, un heterodimero de la subunidad reguladora p58 y la subunidad catalitica p110,
es el tipo mas claramente implicado en el cancer humano.?* La clase PI3K 1A contiene
subunidades cataliticas p110a, p110p y p1103 producidas a partir de diferentes genes
(PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD, respectivamente), mientras que pl110y producido por
PIK3CG representa la Ginica subunidad catalitica en la clase 1B.?% La subunidad reguladora
p85 estd compuesta por p85a, p85b y p55g, que estan codificadas por los genes PIK3R1,
PIK3R2 y PIK3R3, respectivamente.?> Como punto de integracion para la activacion de
p110, la subunidad reguladora de p85 se une e integra sefiales de varias proteinas
transmembrana e intracelulares, incluidos receptores unidos a tirosina quinasa, proteina
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quinasa C (PKC), proteina tirosina fosfatasa 1 (SHP1), Rac, Rho, receptores hormonales,

Src, asi como Ras mutado.??

En las condiciones normales, la subunidad catalitica p110 se estabiliza mediante
dimerizacion con la subunidad reguladora p85. En condiciones fisioldgicas, PI3K
normalmente se activa a través de una variedad de estimulos extracelulares, como factores
de crecimiento, citocinas y hormonas.?® Tras su activacion, PI3K cataliza la fosforilacion
de Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) para producir fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3), un segundo mensajero que une y recluta un subconjunto de dominios de union a
lipidos (como C1 y C2) de dianas rio abajo a la membrana celular. Una variedad de
proteinas de sefializacion, como las quinasas AKT y PDK1, pueden unirse a los productos
lipidicos de PI3K vy, por lo tanto, localizarse en la membrana celular para activar el
crecimiento celular y las vias de supervivencia celular.?® El homoélogo de fosfatasa y
tensina eliminado en el cromosoma 10 (PTEN) regula la via al desfosforilar PIP3 a PIP2
y, por lo tanto, previene la activacion de quinasas rio abajo.?” En la figura 3 se muestra el

esquema general de la via de sefializacion PI3K-AKT-mTOR.
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Factor de crecimiento
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oy RTKs

Crecimiento y proliferacién celular

Figura 3. Esquema general de la via PI3K-AKT-mTOR (traducida de Yang et al.,

2019).%

La via de PI3K se desregula a través de una variedad de mecanismos, incluida la
pérdida o inactivacion del supresor de tumores PTEN, la mutacién o amplificacion de
PI3K, asi como la activacién de receptores de factor de crecimiento con actividad tirosina

quinasa (como el caso de la sobreexpresion de HER2) u oncogenes rio arriba de PI3K.?8

Se ha descubierto que la via PI3BK-AKT-mTOR esta desregulada en casi todos los
canceres humanos, como el cancer de mama, el cancer colorrectal y las neoplasias

malignas hematoldgicas, lo que enfatiza el valor de esta via como una posible direccion
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terapéutica en el tratamiento del cancer.?® La inhibicion de PI3K puede resultar tanto en

una disminucion de la proliferacion celular como en un aumento de la muerte celular.?®
1.3. Proteina homologo de fosfatasa y tensina PTEN

PTEN es una proteina de mdaltiples dominios que ejerce funciones supresoras de
tumores de una manera dependiente ya sea de la actividad lipido-fosfatasa, proteina-
fosfatasa o del scaffold.’® PTEN se compone de cinco dominios funcionales: un dominio
de union corto a N-terminal de PIP2 (PBD), un dominio de fosfatasa catalitica, un dominio
de union a membrana/lipido C2, un extremo C-terminal que contiene secuencias Pro, Glu,
Ser y Thr (PEST) y un sitio de unién a PDZ de clase | (PDZ-BD), estos elementos se
visualizan en la figura 4. Las secuencias PEST determinan semividas intracelulares breves
y se han relacionado con proteinas de orientacion para la degradacion proteasomal,

mientras que PDZ-BD actlia como un sitio de interaccion proteina-proteina.®

PTEN
A

l@x Fosfaasa ) c2 ) PEST )Q
— T~

Lipido-fosfatasa  Proteina-fosfatasa  Scaffold

PDZ-BD

Figura 4. Estructura general de PTEN (adaptada de Lee et al., 2018).%°

La fosforilacion del extremo C terminal de PTEN promueve una interaccion entre la
cola &cida y el dominio C2 (conformacion cerrada), que a su vez enmascara la union de

PTEN a la membrana. En la conformacion abierta, la desfosforilacion de PTEN invierte
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esta conformacion cerrada a una conformacion abierta, permitiendo que PTEN se unaa la
membrana y a las proteinas que contienen el dominio PDZ.%° Este modelo de regulacion

conformacional de PTEN se presenta en la figura 5.

Membrana

PIP i
3 p85 plasmatica
VigIEiIIiIitii iiitiiiiiiiil PTEN:
Conformacioén
abierta
Fosforilacion Desfosforilacion
PTEN:
__________________ 0000 ﬁ> Conformacion
m cerrada

Figura 5. Regulacion conformacional de PTEN (adaptada de Lee et al., 2018).3°

PTEN actia como un antagonista directo de la accién de PI3K a través de la
desfosforilacion de PIP3,% asi como se observa en la figura 3. PTEN es un supresor de
tumores bien caracterizado con funciones reguladoras de crecimiento, supervivencia y
metabolicas, y su pérdida o inactivacién de funcion se observa con frecuencia en
neoplasias malignas hereditarias y esporadicas, como el cancer de cerebro, cancer de
mama Yy céancer de prostata, por mencionar algunos.®? Ademas, se ha demostrado que
pequefios cambios en la expresién de PTEN contribuyen a importantes consecuencias para
la funcion celular normal.?® En ratones con knock-in de PTEN que albergan dos

mutaciones de PTEN asociadas al cancer, PTENC124S y PTENG129E inhiben la
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actividad lipido-fosfatasa de PTEN de una manera negativa dominante, lo que conduce a
un aumento de la actividad de sefializacion de PI3K y tumorigénesis.®® Ademas, en el
cancer con deficiencia de PTEN, la principal causa que conlleva a la carcinogénesis es la
sobreactivacion de AKT causada por la pérdida de la funcion lipido-fosfatasa de
PTEN.?*28 por ello, PTEN podria servir como una gran alternativa en el desarrollo de
nuevos farmacos dirigidos al cancer de mama HER2-positivo: regulando la via PI3K-
AKT-mTOR, activada por este receptor. Lamentablemente, PTEN es incapaz de atravesar
la membrana plasmatica y ejercer su accion en el citoplasma de las células.* Por lo tanto,
es necesario el empleo conjunto de sistemas de liberacién intracelular con el fin de

alcanzar una aplicacion de PTEN como medicamento biotecnoldgico factible.
1.4. Péptidos para el mejoramiento de terapias

Debido a la incapacidad de atravesar la membrana celular, algunas moléculas con
actividad antitumoral, como el caso de PTEN, requieren de vehiculos o sistemas de
liberacion intracelular para llevar a cabo su funcidon terapéutica de manera efectiva, es a
partir de este punto en el que cobra importancia el uso de los péptidos penetrantes de
células (CPPs), que hoy en dia pueden ser usados en el transporte de proteinas terapéuticas
u otras moléculas al citoplasma celular.®® De este modo es posible mejorar la efectividad
antitumoral de las terapias actuales, sin embargo los efectos adversos de las terapias son
otro punto importante por corregir, principalmente asociados a la falta de selectividad de
las moléculas sobre la célula diana. El acoplamiento de péptidos tumor-homing a
medicamentos quimioterapéuticos, es una estrategia realizada con el fin de integrar el

reconocimiento de biomarcadores especificos de la célula cancerosa.®
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1.4.1. Péptidos penetrantes de células (CPPs)

El término péptido penetrante de células (CPP) se usa para describir una secuencia de
aminoacidos corta, generalmente en el rango de 5 a 30 residuos, con capacidad para
traslocarse a través de la membrana lipidica de las células.” Se ha propuesto el uso de
CPPs en un enfoque de terapia contra el cancer con el objetivo de mejorar la eficacia de
farmacos, ya que permiten transportar una amplia variedad de moléculas hasta sus dianas
intracelulares.®®% Los CPP podrian ser especialmente Gtiles para la administracion
intracelular de moléculas terapéuticamente activas en varios tipos de cancer que son un
desafio para el area farmacéutica, ya que se ha visto que el uso de estos péptidos es una
buena alternativa contra las células de cancer resistentes a multiples farmacos (MDR), lo
que permite superar las dificultades del transporte de farmacos para posibles aplicaciones

clinicas futuras.494!

El péptido TAT es un conocido ejemplo de CPP, el cual proviene de la proteina
transactivadora de la transcripcion del virus de inmunodeficiencia humano (VIH),*? y al
igual que este, existe una gran variedad de CPPs derivados de proteinas, secuencias
antimicrobianas y los obtenidos por métodos sintéticos.*® Estos péptidos se clasifican de
acuerdo a sus propiedades fisico-quimicas, agrupandolas en tres clases principales:
cationicas, anfipaticas e hidrofdbicas,**** ejemplos mostrados en la tabla 3. De esta forma,
es posible correlacionar sus propiedades y patrones de interaccion con las membranas

lipidicas de las células.

Los CPPs catidnicos han sido descritos como aquellos que contienen una seccién de
cargas positivas, abundantes en argininas y/o lisinas, esenciales para su internalizacion a
través de membrana, cuya disposicion no conduce a la formacién de una hélice
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anfipatica.* La interaccion carga-carga entre los grupos cationicos y los grupos aniénicos
en los componentes lipidicos de la membrana celular es un paso crucial para la captacion
celular por péptidos cationicos como TAT (YGRKKRRQRRR) y poliargininas.*® Ademas
de la carga positiva, la anfipacidad también permite la internalizacion celular, los CPPs
anfipaticos comprenden péptidos tanto catiénicos como anionicos y se caracterizan por
tener un segmento hidréfobo e hidrofilo, esta anfipacidad es una propiedad fundamental
para la captacion celular porque los CPPs anfipaticos son capaces de atravesar las
membranas lipidicas independientemente de la presencia de cargas positivas.*’ En
comparacion con los CPP catiénicos y anfipaticos, el numero de CPPs hidrofébicos
descubiertos es bajo. Para considerar un CPP como hidrofébico, al menos debe cumplir
con un motivo hidrofébico crucial para su internalizacién a diferencia del resto de su

secuencia o ser completamente hidrofébico.**
TABLA 3

EJEMPLOS DE CPPS Y SU CLASIFICACION FISICO-QUIMICA

CPP Secuencia Clasificacion ~ Referencias
TAT YGRKKRRQRRR Cationico 38,3948
Poliarginina (R4, R8, R9, R12, R16) Catidnico 46,49
LMWP VSRRRRRRGGRRRR Catiodnico 50
sC18 GLRKRLRKFRNKIKEK Catiodnico 5t

i KETWWETWWTEWSQPK L 5>
Pep-1 KKRKY Anfipatico

LGTYTQDFNKFHTFPQTA - .

hCT(9-32) IGVGAP Anfipatico
BR2 RAGLQFPVGRLLRRLLR  Anfipatico 53
K-FGF AAVALLPAVLLAHLLAP Hidrofoébico 4
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1.4.2. Péptidos tumor-homing

Los péptidos tumor-homing son normalmente péptidos cortos, cuya secuencia presenta
una longitud de 3 a 15 residuos de aminoacidos, que contienen motivos de secuencia que
reconocen y se unen especificamente a una molécula de superficie en células tumorales o

vasculatura tumoral.>*

Los primeros esfuerzos para encontrar péptidos que se dirigieran a proteinas
especificas presentes en la superficie celular fueron mediante la obtencidn de anticuerpos
monoclonales para un epitope en particular, que luego de analizar la interaccion
anticuerpo-epitope, es obtenida una secuencia lineal que podria usarse como péptido
biodirigido.®® Una razon importante de desarrollar péptidos homing, es que a diferencia
de los anticuerpos, los péptidos son menos inmunogénicos; por lo que generan una menor
respuesta inmunitaria que la observada con el uso de anticuerpos.® En los péptidos tumor-
homing descubiertos, se observa una afinidad hacia un determinado receptor, lo que hace
que el péptido sea capaz de reconocer las células tumorales que sobreexpresan el mismo,
mientras que tienen menos interacciones con las células normales; caracteristica

importante en la terapia dirigida para reducir los efectos adversos.*

Un ejemplo relevante de péptidos tumor-homing es LTV (LTVSPWY), el cual
reconoce de manera especifica a HER2 que, como se ha mencionado anteriormente, es un
biomarcador prominente que se encuentra sobreexpresado en dos subtipos de cancer de
mama.'”" El empleo del péptido LTV permite el transporte dirigido de moléculas con
actividad terapéutica, representando potenciales terapias anti-cancer HER2-positivo con
efectos adversos reducidos.>® Este y otros ejemplos de péptidos tumor-homing se muestran
en la tabla 4.
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TABLA 4

EJEMPLOS DE PEPTIDOS TUMOR-HOMING Y SUS RESPECTIVAS DIANAS

Péptido  Secuencia Diana Referencia

LTV LTVSPWY HER2 5759

S3 CSHGYTGIRCQHVVLVDYQR EGFR 60

CP-7 CIQPFYP VEGFR-3 61
Vasos linfaticos 62

LyP-1  CGNKRTRGC wmorales (p32)

1.5. ANTECEDENTES

1.5.1. Estudios del potencial anticancerigeno de PTEN

El uso de PTEN ha sido reportado en la literatura como una potencial terapia aplicable
adistintos tipos de cancer. En el afio 2003, Tanaka y Grossman evaluaron la terapia génica
de PTEN en lineas celulares de cancer de vejiga, mismas que presentaban mutaciones o
pérdida de funciébn de PTEN endbgeno. Por medio de andlisis Western e
inmunohistoquimicos, determinaron un incremento en la expresion de PTEN y un
decremento en AKT fosforilado (relacionado a la farmaco-resistencia) en la linea UM-
UC-3 modificada con el transgén PTEN en comparacion con los controles (PBS y células
tratadas con vector sin transgén). Ademas, por el método TUNEL se observo la induccion
de apoptosis en la misma linea celular con la modificacion. Por medio de estos resultados
ellos demostraron que la expresion forzada de PTEN puede proveer una terapia efectiva
contra cancer de vejiga con fenotipo especifico (principalmente aquellos con delecién de
PTEN y expresion elevada de AKT fosforilado), ya que produce una supresion completa

en tumores con este gen deletado, y puede ser mayor su efectividad aplicAndose en
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conjunto con quimioterapia en el tratamiento de tumores con desregulacion de la via

PI3K-AKT-mTOR.%

En el afio 2014, Nguyen et al. identificaron mutaciones en la interfaz reguladora de
unién a membrana de la proteina PTEN, lo que incrementa su reclutamiento a la
membrana plasmatica, debido al mejoramiento de asociacion con PIP2. Ellos disefiaron
una variante potenciada de PTEN (ePTEN por “enhanced PTEN”) con mutaciones
localizadas en las regiones Q17 (cerca del dominio de unién a PIP2), R41 y E73
(localizados en el dominio fosfatasa), presentando una habilidad 8 veces incrementada
para suprimir la sefializacion de PIP3. A través de la expresion en lineas celulares
humanas, demostraron que ePTEN reduce los niveles de PIP3, fosforilacion de AKT,
proliferacion y migracion celular: sirviendo como un blanco factible para las terapias
anticancerigenas. Finalmente, puntualizan que un factor clave en la obtencién de ePTEN
fue la sustitucion Q17R y concluyen que de ser posible el alcance de similares activaciones
farmacoldgicas, podria representar una excelente estrategia en el mejoramiento de la

actividad supresora de tumores de PTEN para su uso terapéutico.®

En 2016, Altinoglu et al. desarrollaron un vehiculo basado en estructuras lipoides para
la liberacion intracelular de PTEN e investigaron su utilidad terapéutica en células
cancerosas con deficiencia de PTEN. Con la liberacion intracelular de PTEN
recombinante en células PC-3 (linea de cancer de prostata sin expresion de PTEN),
reportaron una induccion de apoptosis, reduccion de los niveles de AKT activado, y
muerte celular dependiente de dosis. Los autores describen que la accion de PTEN para
inducir apoptosis se efectla antagonizando directamente la ruta AKT, para lograr esta

regulacion negativa, PTEN necesita estar presente en el citoplasma celular para ejercer su
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funcién, es por ello que se enfatiza la importancia de la generacion de un vehiculo de
liberacion para atravesar la membrana celular. Por medio del marcaje con fluorescencia
de PTEN solo y en complejo, determinaron que PTEN solo puede penetrar la membrana
celular con la asistencia del vehiculo lipoide, la evaluacion de viabilidad fue realizada con
el ensayo MTT: revelando que PTEN en complejo es mas efectivo en la induccién de
muerte celular en las células de cancer, mostrando una concentracion inhibitoria media
maxima (ICsp) de 1.6 pg/ml. Realizaron una comparacion de tratamiento en lineas
celulares de cancer de prostata con expresion deficiente de PTEN (PC-3 y LNCaP) contra
una linea celular de cancer de mama con expresion normal de PTEN (MCF-7), donde las
lineas PC-3 y LNCaP muestran valores de 1Cso menores a 0.5 pg/ml, mientras que la
viabilidad de MCF-7 es afectada en menor medida con un valor de ICso de 1.5 pg/ml,
revelando que PTEN posee un mayor efecto en la viabilidad de células deficientes de
PTEN. Ellos concluyen que su trabajo ofrece una alternativa mas segura para la liberacion
intracelular de PTEN en el tratamiento del cancer de prostata en comparacion con otros

métodos de liberacion virales.>*
1.5.2. Estudios de CPPsy su aplicacion contra el cancer

Partiendo del requerimiento de sistemas de transporte o liberacion intracelular para
mejorar el efecto de moléculas con accién farmacol6gica, ha sido implementado el uso de
CPPs, debido a su capacidad para atravesar la membrana celular. Generalmente, el uso de
CPPs permite mejorar la eficacia de farmacos antineoplasicos mejorando su captacion

celular, citotoxicidad y apoptosis.®

En 2014, Alves et al. acoplaron el péptido penetrante penetratina (PEN) con el péptido
proapoptdtico KLA, el cual se ha demostrado que al estar en el interior de la célula,
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presenta influencia en la activacion del proceso de apoptosis. Ellos mencionan que el
complejo KLA-PEN efectla su accion mayormente como un fuerte impacto en la
organizacion tubular de la mitocondria y evaluaron la capacidad citotdxica del complejo
KLA-PEN por el ensayo de MTT en siete lineas celulares de cancer humano, en las que
observaron un decremento en la viabilidad celular de un 40 — 70%, a diferencia de la
evaluacion en 3 lineas celulares no tumorales, las cuales no fueron afectadas por el
tratamiento por KLA-PEN. Con esto demuestran la capacidad de internalizacion celular y

la citotoxicidad selectiva del conjugado KLA-PEN en células cancerosas.?

Uno de los ejemplos mas representativos del uso de los CPP en un enfoque anti cancer
es el conocido péptido TAT, que a pesar de estar entre los primeros en ser descubiertos,
prevalece entre los mas estudiados en los Gltimos afios. Por ejemplo, Orzechowska et al.
en 2014 fusionaron el péptido TAT con la proteina BID, la cual es miembro de la
superfamilia de proteinas Bcl-2 que son reguladores clave de la apoptosis, con el objetivo
de examinar si TAT-BID puede usarse para la sensibilizacion controlada de células de
cancer a agentes anticancerosos que acttan a través de receptores de muerte (TRAIL) o
dafio del ADN (camptotecina). En el estudio se utilizaron células PC3, LNCaP, A549 y
HelLa. Los resultados de estos experimentos demostraron que el péptido TAT hace posible
que la proteina BID pueda administrarse a las células cancerosas de manera controlada y

sensibiliza eficazmente las células PC3 y A549 a través de los receptores TRAIL.®

En 2016, Morshed et al. disefiaron nanoparticulas de oro modificadas con el péptido
TAT, esto con el objetivo de acarrear doxorrubicina para aumentar la administracion
intracelular del farmaco a las células de cancer de mama metastasico cerebral: estrategia

que condujo a una citotoxicidad potenciada hacia dos lineas celulares de cancer de mama
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metastasico cerebral, con una disminucion en la 1Csg de al menos un 80% en comparacion

con el farmaco libre.®

Moku et al., en el afio 2019, mejoraron la capacidad de carga de medicamentos en
células madre mesenquimales (MSC), con el objetivo de usarlas como un sistema de
liberacion celular dirigida a la terapia contra el cancer. Para lograr esta mejora,
funcionalizaron nanoparticulas de polimero acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA)
(cargadas con paclitaxel) con el péptido penetrante TAT. Sus estudios demostraron que el
péptido TAT mejora la acumulacion y retencién de las nanoparticulas en las MSC sin
alterar su potencial de migracion y diferenciacion osteogénica y adipogeénica, ademas, al
ser realizado el tratamiento en un modelo murino de cancer de pulmon, este resulté en una
inhibicidn significativa del crecimiento tumoral y mayor supervivencia comparado con el
uso del farmaco libre y en nanoparticulas. Estos resultados muestran que la inclusién del
péptido TAT en la superficie de las nanoparticulas es un punto clave en la mejora de carga

de farmaco en un sistema de liberacién celular.t®

1.5.3. Estudios de selectividad contra el cancer de los péptidos tumor-homing

Otro aspecto importante en el disefio de terapias basadas en proteinas, es la capacidad
de actuar de manera selectiva sobre las células diana. En la mayoria de los casos, este
aspecto se considera un reto, y por ello, se han desarrollado estrategias basadas en la
incorporacion de moléculas de reconocimiento especifico de tejidos: como los péptidos
tumor-homing, capaces de unirse a sitios especificos de la membrana de células tumorales

y actuar selectivamente sin dafiar células sanas.
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En el afio 2016, Neo et al. generaron un complejo con el péptido tumor-homing LTV
(que se une especificamente al receptor HER-2) y el péptido citotoxico BR (region de la
proteina HEXIM1, conocida por ser un regulador positivo de p53) y evaluaron su efecto
en la viabilidad de distintas lineas celulares (incluyendo de cancer de mama). Como
resultado de sus experimentos, el complejo LTV-BR mostré una fuerte inhibicién de
viabilidad en células MDA-MB-321 (HER2-positivo). Sin embargo, encontraron que el
péptido BR sin LTV no muestra una actividad citotdxica, caso contrario al complejo, el
cual a su vez presenta una inhibicion especifica en lineas celulares de cancer de mama
HER2-positivo, con lo que demuestran la selectividad del péptido LTV actuando en

complejo con el péptido citotdxico y su potencial uso terapéutico.®’

En 2017, Palao-Suay et al. aportaron una nueva aplicacion de los péptidos tumor-
homing dirigidos a cancer de mama, partiendo del hecho que las terapias dirigidas tanto a
una célula especifica como también a un organelo especifico, maximizan la actividad
terapéutica minimizando los efectos adversos en tejidos sanos. En su trabajo, describen la
sintesis, caracterizacién y actividad biolégica in vitro de nanoparticulas de
direccionamiento activo para la terapia contra el cancer basadas en a-tocoferil succinato
(a-TOS), que induce apoptosis en ceélulas cancerosas y células endoteliales proliferantes.
Ellos conjugaron el péptido tumor-homing LTV vy el cation lipofilico de trifenilfosfonio
(TPP) con un co-polimero basado en polietilenglicol (PEG) y un derivado metacrilico de
a-TOS (MTOS) que formd nanoparticulas de tamafio apropiado para esta aplicacion. Se
incluyeron LTV y TPP para dirigirse no solo a las células cancerosas HER2-positivo, sino
también a las mitocondrias de éstas, respectivamente. Al realizar la evaluacion biologica

in vitro demostraron una incorporaciébn mas rapida de estas nanoparticulas de
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direccionamiento activo y una mayor acumulacion de ellas en las mitocondrias de las
células de cancer de mama MDA-MB-453 (HER2-positivo) en comparacion con las
nanoparticulas solas. Ademas, lograron una eficiente encapsulacion de a-TOS adicional
en el nacleo hidrofébico de las nanoparticulas, permitiéndoles determinar que las
nanoparticulas cargadas presentan una citotoxicidad méas alta que las no cargadas,

conservando su selectividad contra las células cancerosas.®®

Por lo anterior mencionado, en el presente proyecto se plantea el uso de PTEN
modificado como terapia contra cancer de mama HER2-positivo, sin embargo, ya que su
sitio de accion se encuentra en el citoplasma de la célula, y a su vez, no presenta capacidad
de ingreso a través de membrana, se propone la produccién de esta proteina fusionada con
el CPP TAT y el péptido tumor-homing LTV a fin de mejorar la efectividad y selectividad

de la proteina para inhibir la via PI3BK-AKT-mTOR e inducir un efecto anti-tumoral.

1.6. JUSTIFICACION

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte con elevada incidencia
tanto a nivel mundial como nacional, siendo de gran interés los de tipo HER2-positivo
debido a su naturaleza agresiva. Aunque durante las ultimas décadas se han desarrollado
terapias contra cancer de mama dirigidas al receptor HER2, éstas no son completamente
efectivas e incluso pueden provocar graves efectos adversos al paciente. Por tal motivo,
se considera importante el desarrollo de una proteina quimérica con potencial uso

terapéutico y con selectividad sobre el receptor HER2.
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1.7. HIPOTESIS

La proteina quimérica TAT-PTEN-LTV presenta actividad biodirigida, con la

capacidad de atravesar la membrana de células de cancer de mama HER2-positivo y

producir un efecto citotoxico.

1.8.1.

1.8. OBJETIVOS

Objetivo General

Producir la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV y evaluar su actividad citotoxica

biodirigida sobre lineas celulares de cancer de mama HER2-positivo.

1.8.2.

Objetivos Especificos

Obtener las secuencias correspondientes a los oligonucledtidos e inserto
codificante para la proteina TAT-PTEN-LTV mediante métodos bioinformaticos.
Clonar la secuencia codificante para la proteina TAT-PTEN-LTV en el vector
pCEFL por medio de la transformacion de células de Escherichia coli
competentes.

Transfectar células HEK293T con el vector de expresion eucariota pCEFL-
TatPtenLtv empleando el polimero Xfect.

Establecer un ensayo de co-cultivo sin contacto empleando las células HEK293T
transfectadas y las células de cancer de mama HER2-positivo.

Evaluar la viabilidad de las células de cancer de mama HER2-positivo expuestas

a la proteina TAT-PTEN-LTV usando el ensayo WST-1.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo, la secuencia de ADN codificante para la proteina quimérica TAT-
PTEN-LTV fue obtenida de la compafiia GenScript (Nueva Jersey, E.U.A.) y los

oligonuclettidos Forward (TACACCATGGGTATGACAGCCATCATCAAAG) vy

Reverse (GCGCGGATCCTCAGACTTTTGTAATTTGTG) de T4 OLIGO (Irapuato,
Gto., México). El vector de expresién pCEFL-EGFP fue donado por el Dr. José Vazquez

Prado del Laboratorio de Vias de Sefializacion del Cinvestav.

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de las compafiias: Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, E.U.A), Corning (Glendale, AZ, E.U.A.), CTR Scientific (Monterrey,
N.L., México) y Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Los equipos requeridos se
encuentran en el Laboratorio de Farmacologia Molecular y Modelos Bioldgicos de la

Facultad de Ciencias Quimicas, UANL.

Se emplearon las siguientes lineas celulares obtenidas de The American Type Culture

Collection (ATCC): linea celular HEK293T (ATCC®: CRL-3216™), linea celular de
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cancer de mama MCF-7 (ATCC®: HTB-22™), linea celular de cancer de mama HER2-

positivo: HCC1954 (ATCC®: CRL-2338™),

2.1. PRODUCCION DE TAT-PTEN-LTV

2.1.1. Obtencidn, construccion y analisis de secuencias

La secuencia del gen codificante para la proteina PTEN, fue obtenida de la base de
datos GenBank® del NCBI y se realizaron las modificaciones reportadas por Nguyen et
al., 2014 para obtener la variante potenciada,® agregando una mutacion adicional en la
posicion 124, cambiando el residuo de cisteina por metionina con el fin de evitar la
formacion del puente disulfuro causante de la inhibicion de la actividad catalitica.®® Las
secuencias codificantes del péptido penetrante TAT y el péptido tumor-homing LTV
fueron obtenidas con la herramienta “Back translation” del programa Unipro UGENE.
Estas secuencias fueron unidas por medio de una secuencia linker de ocho glicinas, y
adicionalmente una secuencia de 4 histidinas entre TAT y el linker (YGRKKRRQRRR-
HHHH-GGGGGGGG-PTEN-GGGGGGGG-LTVSPWY). La secuencia proteica fue
analizada con ayuda del servidor I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement)
de la Universidad de Michigan, adicionalmente, se realiz6 una prediccion de docking
proteina-receptor por medio del servidor Cluspro 2.0 de la Universidad de Boston.
Posteriormente, a la secuencia de ADN se le afiadio la secuencia codificante del péptido
sefial del interferon alfa-2 (INFa2) y se agregaron sitios de reconocimiento para enzimas
de restriccion Bglll en extremo 5’ y BamHI en 3’, y una vez realizado el disefio del gen,
fue sintetizado por GenScript® que posteriormente fue entregado en el vector de

clonacién pUC57.
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El disefio de los oligonucleotidos se realizé en base a la secuencia codificante de la
proteina PTEN, incluyendo los sitios de corte para las enzimas de restriccion. Las
secuencias fueron analizadas en el programa bioinforméatico OligoAnalyzer 3.1 de la
empresa “Integrated DNA Technologies” para evaluar que cumplan con las caracteristicas

deseadas. Una vez realizado el disefio, se solicitaron a través de la empresa T4 OLIGO.

2.1.2. Transformacion de Escherichia coli con vector de clonacion

La transformacién se realizé empleando células de E. coli DH5a debido a su amplio
uso en clonacion y mejoramiento de calidad de ADN plasmidico; llevandose a cabo por
medio la técnica de competencia celular. Se afiadieron 50 uL de células a un tubo de
microcentrifuga, seqguido de 10 ng del vector de clonacién, se homogenizé e incubd en
hielo por 30 min, después se realizo el choque térmico colocando la muestra a 42 °C por
45 s, se mantuvo en hielo por 3 min, al terminar el choque térmico se afiadieron 800 pL
de caldo LB y se incubd por 1 h a 37 °C y 200 rpm usando una incubadora (modelo
311DS) marca LABNET, pasado el tiempo, se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min
utilizando una microcentrifuga (MicroC) marca ThermoScientific, se desechd el
sobrenadante y con el remanente se resuspendié la pastilla celular que fue transferida a
una placa de agar LB adicionada con ampicilina (30 pug/mL), finalmente se sembré por

extension y se incubd a 37 °C por 16 h.

Se realiz6 la seleccion de colonias transformadas, éstas se inocularon en 6 mL de caldo
LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16 h con agitacion a 200
rpm. Se colectd 1.5 ml en un tubo de microcentrifuga y se centrifugo por 2 min a 10000

rpm. Una vez obtenido el pellet celular, se obtuvo el ADN plasmidico utilizando el kit
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‘QIAPrep Spin Miniprep’, siguiendo las instrucciones del fabricante. Enseguida se
cuantifico la cantidad de ADN presente utilizando un Nanodrop 2000 marca

ThermoScientific.
2.1.3. Preparacion de vector de expresion

Se realiz6 una digestion con las enzimas de restriccion Bglll y BamHI como se muestra
en las tablas 5 y 6. Posteriormente se incub6 a 37 °C por 2 h, después de incubar se afiadid
1 uL de fosfatasa alcalina (1 U/uL) y se incub6 a 37 °C por 1 h. Se preparé un gel de
agarosa al 1% disuelto en buffer TAE 1X. Se cargaron las muestras en el gel y se corrid
la electroforesis a 80 voltios (V) durante 5 minutos y luego a 120 V durante 25 minutos.
Al finalizar, se realiz6 una purificacion de los fragmentos empleando el kit ‘QIAquick Gel
Extraction’, siguiendo las instrucciones del fabricante y se cuantificaron por medio de
Nanodrop 2000. Se efectu6é una reaccion de ligacion de los fragmentos purificados del
plasmido pCEFL y la secuencia del inserto de interés (en una relacion 1:7) como se
observa en la tabla 7, utilizando la enzima ADN ligasa T4 y se incubd toda la noche a 25

°C, después se inactivo la enzima a una temperatura de 65 °C por 10 min.
TABLAS

REACCION DE DIGESTION DE 1.5 ug DE pUC57-TatPtenLtv

Reactivo Cantidad
Agua MQ 26.2 pL
NEBuffer 3.1 10X 5 uL
Bglll (10 U/uL) 1puL
BamHI (10 U/uL) 1uL
ADN plasmidico (89.2 ng/uL) 16.8 uL
Volumen final de reaccion 50 puL
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TABLA 6

REACCION DE DIGESTION DE 1.5 ug DE pCEFL

Reactivo Cantidad

Agua MQ 36.3 uL
NEBuffer 3.1 10X 5 uL
Bglll (10 U/uL) 1uL
BamHI (10 U/uL) 1uL
ADN plasmidico (223.2 ng/uL) 6.7 uL
Volumen final de reaccion 50 pL

TABLA7

REACCION DE LIGACION pCEFL + TatPtenLtv (1:7)

Reactivo Cantidad
Agua MQ 19.7 uL
Buffer T4 ADN Ligasa 10X 3uL
ADN plasmidico (4.6 ng/uL) 3.3uL
ADN de inserto (7.8 ng/uL) 3uL
T4 ADN Ligasa (5 U/uL) 1 pL
Volumen final de reaccion 30 uL

2.1.4. Transformacion de E. coli DH5a con vector pCEFL-TatPtenLtv

Una vez realizada la construccién del vector de expresion, se procedié con la
transformacion de E. coli DH5aq, para ello, se descongelaron las células competentes en
hielo, se tomaron 50 L., se colocaron en un tubo de microcentrifuga y se afiadié 1 pL de

la construccion. Se homogenizo6 y se incubd a 4 °C por 30 min, después se realizé el
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choque térmico en bafio de agua a una temperatura de 42 °C por 45 s. De inmediato se
colocé en hielo y se mantuvo por 3 min. Pasado el tiempo, se afiadieron 800 pL de medio
LB y se incub6 durante 1 h a 37 °C a 200 rpm. Después se centrifugd a una velocidad de
10,000 rpm durante 2 min, el sobrenadante fue desechado dejando un volumen
aproximado de 40 pL, con el que se resuspendid el pellet celular, con este homogenizado,
se sembro en una placa de agar LB adicionado con ampicilina (30 pg/mL). Por ltimo, se
incubo por 16 h a 37 °C, pasado este tiempo, se inocularon las clonas positivas en 6 mL

de caldo LB con ampicilina (30 ug/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16 h a 200 rpm.

Para confirmar la construccion efectuada, se realiz6 una extraccion de ADN plasmidico
utilizando el kit ‘QlAprep Spin Miniprep’, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se realiz6 una PCR, como se observa en la tabla 8 y empleando las
condiciones listadas en la tabla 9, y una electroforesis en gel de agarosa al 1% para
confirmar la construccion realizada y observar la banda correspondiente al peso molecular

de la construccion recombinante.

TABLA S8

REACCION DE PCR CONFIRMATORIA

Reactivo Cantidad

Agua MQ 41 uL
Buffer PCR 10X 5uL
dNTPs (10 mM) 1uL
Primer F (10 uM) 1L
Primer R (10 uM) 1puL
Taq polimerasa (5 U/uL) 0.5 uL
ADN (~10 ng) 0.5 puL

Volumen final de reaccion 50 uL
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TABLA9

CONDICIONES DE PCR CONFIRMATORIA

Ciclo/Paso Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min
Desnaturalizacion 95°C 1 min
Alineamiento 56 °C 1 min
Amplificacion 72°C 1.5 min
Extension final 72 °C 2 min
Mantenimiento 4°C -

No. De ciclos 30

2.1.5. Transfeccion de células HEK293T

Para poder llevar a cabo la expresion de TAT-PTEN-LTV, es necesaria la transfeccion
de células de la linea HEK293T con la construccion obtenida. Esta parte experimental se
llevo a cabo usando el polimero Xfect™, no obstante, antes de emplear el vector pCEFL-
TatPtenLtv, se probd el vector pCEFL-EGFP con el objetivo de comprobar la eficiencia

de transfeccion por este método.”®

A partir de cultivos con 80% de confluencia, las células fueron despegadas de la caja
adicionando 0.5 mL de Tripsina-EDTA al 0.25%, incubandose durante 5 min a 37 °C en
una atmosfera al 5% de CO- (incubadora con CO2 modelo 3403, marca ThermoScientific),
las células se recuperaron y se centrifugaron durante 8 min a 1000 rpm, posteriormente se
resuspendieron en 1 mL de medio DMEM con suero fetal bovino (SFB) al 10% y se
realizé un conteo celular en una cdmara de Neubauer; posteriormente, se realizo el ensayo
en una placa de 6 pozos (como se indica en la tabla 10), agregando 100,000 células por

pozo. La placa fue incubada durante a 37°C en una atmosfera de 5% de CO: hasta obtener
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una confluencia de entre 50 — 70%. Después, en un tubo de microcentrifuga, se diluyeron
10 ug del vector pCEFL-EGFP con el buffer de reaccidon Xfect a un volumen final de 100
uL, en un tubo nuevo, se diluy6 3 uL del polimero Xfect con el buffer de reaccion en un
volumen de 100 uL y ambos tubos se mezclaron por vortex durante 5 s a alta velocidad.
Posteriormente, se mezclo el contenido de ambos tubos, se agité con vortex por 10 sy se
incubd durante 10 min a temperatura ambiente para permitir que se formen los complejos
de Xfect-ADN. Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron los 200 uL. completos de
solucién de complejo de Xfect-ADN al medio de cultivo celular y se mezclé suavemente.
La placa se incub6 a 37 ° C durante 4 h, después se retiraron los complejos de Xfect-ADN

por aspiracion y se reemplazaron con 1 mL de medio Opti-MEM™ vy se incub6 a 37 °C

por 48 h.
TABLA 10
PARAMETROS DE TRANSFECCION XFECT
Recipiente de  Volumen de ADN Volumen de Volumen de
cultivo medio dilucion final polimero
(en buffer de Xfect
reaccion Xfect)
Placa de 6 1mL 10 ug 100 pL 3uL
pozos
Placa de 24 250 pL 1ug 25 uL 0.3 uL
pozos

Para terminar, se efectuaron las lecturas de fluorescencia (excitacién/emision 496/520
nm) en un fluordbmetro de microplacas (Fluoroskan) marca ThermoScientific. Los
resultados obtenidos se expresaron en una grafica de intensidad de fluorescencia,

comparando los datos de los controles negativos y las muestras transfectadas con pCEFL-

34



EGFP. La fluorescencia también se visualizo al exponer los pellets celulares a una lampara

de luz UV.

2.2. EVALUACION BIOLOGICA
2.2.1. Ensayo de co-cultivo sin contacto y determinacion de viabilidad celular por el

método de WST-1

Se evalud el efecto de la proteina quimérica sobre la viabilidad de las lineas celulares
de cancer de mama HCC1954 (ATCC® CRL-2338™) y MCF7 (ATCC® HTB-22™) por
el método de WST-1. Este procedimiento se realiz6 exponiendo ambas lineas celulares a
la proteina TAT-PTEN-LTV por medio de un co-cultivo sin contacto,”* sistema que
consiste en el empleo de insertos Falcon® de policarbonato con tamafio de poro de 0.4
um, utilizados para colocar las células HEK293T (ATCC®: CRL-3216™) que expresan

TAT-PTEN-LTV.

Se tomaron los cultivos de células con 80% de confluencia, estas células fueron
despegadas de la caja por medio de la adicion de 0.5 mL de Tripsina-EDTA al 0.25%,
incubandose durante 5 min a 37 °C en una atmosfera al 5% de CO», las celulas se
recuperaron, se centrifugaron durante 8 min a 1000 rpm, posteriormente se resuspendieron
en 1 mL de medio de cultivo (usando RPMI-1640 para HCC1954 y DMEM para MCF7
y HEK293T) y se realiz6 un conteo celular en una cdmara de Neubauer; después, se
colocaron 20,000 células de HCC1954 y MCF7, cada una en diferentes pozos en una placa
de 24 pocillos. Al mismo tiempo, se colocaron 20,000 células HEK293T en el interior de
los insertos en pozos separados y se incubo la placa durante 24 h a 37°C en una atmdsfera
de 5% de CO-. Luego de ello, se realizo la transfeccion, empleando los vectores pCEFL-

TatPtenLtv y pCEFL-EGFP, en las células HEK293T contenidas en los insertos mediante
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el polimero Xfect™, empleando la metodologia descrita anteriormente y utilizando los
parametros correspondientes al empleo de placa de 24 pozos (como se muestra en la tabla
10). Al transcurrir 4 h después de la transfeccion, se realizo el cambio de medio a las
células agregando medio Opti-MEM™ nuevo y colocando los insertos en los pozos con
células HCC1954 y MCF7. Posteriormente, se incubaron durante 48 h a 37 °C y una
atmosfera al 5% de CO». Al concluir el tiempo de incubacion, se retiraron los insertos y
se reemplazé el medio con 100 pL de medio Opti-MEM™ nuevo al 10% de WST-1y se
incubo durante 2 h a 37 °C en atmosfera al 5% de CO». Finalmente, se transfirieron los
100 pL de cada pozo en una microplaca de 96 pocillos y se determiné la absorbancia a
450 nm con el lector de microplacas ELISA. Como control negativo se emplearon las
celulas sin tratamiento y como blanco el medio de cultivo y WST-1. Este ensayo fue
realizado por triplicado. Los datos de absorbancia obtenidos se usaron para realizar la
cuantificacion de células viables, expresando el resultado en una grafica como el
porcentaje de inhibicién del tratamiento para cada linea celular. Finalmente, se realizé una
comparacion de medias por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) con un valor de

p<0.05 considerado como estadisticamente significativo.

2.2.2. Disposicién de residuos generados

La disposicion de residuos que se generaron durante el presente trabajo fueron
realizados de acuerdo a lo establecido en el Programa de Gestion para el Manejo Integral
de los Residuos Generados en la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. Los cultivos
empleados fueron esterilizados a 121 °C durante 15 min y manejados como residuos

peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. PRODUCCION DE TAT-PTEN-LTV

3.1.1. Obtencidn, construccion y andlisis de secuencias

A través de una busqueda en la base de datos de GenBank®, se obtuvo la secuencia
codificante para la proteina PTEN de Homo sapiens (NM_000314.8), se corrobor6 con la
variante de Nguyen et al., 2014 para afiadir las mutaciones que mejoran la actividad y se
cambio el residuo de cisteina 124 por metionina para evitar la formacion de puente
disulfuro que causa el bloqueo del sitio catalitico, las secuencias correspondientes a los
péptidos TAT (YGRKKRRQRRR) y LTV (LTVSPWY) se obtuvieron mediante la
herramienta “Back translation” del programa Unipro UGENE, por ultimo, se afiadio la
secuencia que codifica para el péptido sefial del interferon alfa-2 (IFNa.2), esto para lograr
que la proteina expresada sea liberada al medio de cultivo. A continuacion se presentan

las secuencias obtenidas.
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>NM 000314.8:846-2054 Homo sapiens PTEN con mutaciones

ATGACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATAGAGAGGATGGATTCGACTTAGA
CTTGACCTATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAGGTCTTGAAGGCGTATACAGGA
ACAATATTGATGATGTAGTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTTTGT
GCTGATAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCC
ACCACAGCTAGAACTTATCAAACCCTTTTGTGAGGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATG
TTGCAGCAATTCACATGAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGG
GGCAAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGGAGT
AACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGATTATAGAC
CAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAATCCT
CAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCCAATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAA
GTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAAC
AGTATAAGATGCTAAAAAAGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAG
GAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATAGAGCG
TGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTAACAAAAAATGATCTTGACAAAGCACACAAAGACA
AAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAATTTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCA
AATCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATA
TTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTACAAAAG

TC

>Tat

TACGGTCGGAAGAAGCGGCGGCAGCGGCGGCGG

>Ltv

TTAACTGTTTCGCCTTGGTAC

>Péptido sefial IFNa2

ATGGCCTTGACCTTTGCTTTACTGGTGGCCCTCCTGGTGCTCAGCTGCAAGTCAAGCTGCTCTGTGGGC
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Una vez obtenidas las secuencias de interés, se disefio la secuencia codificante para la
proteina quimeérica TAT-PTEN-LTV verificando que no se alterara el marco de lectura,
esto con ayuda del programa Unipro UGENE. En la figura 6 se muestra el resultado de

esta construccion.

a)

L TAT HHHH | PTEN b v
GGGGGGGG GGGGGGGG

b)

ATGTACGGTCGGAAGAAGCGGCGGCAGCGGCGEGCGGCACCACCACCACGGTGGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTATGACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATAGAGAGGATGGATT
CGACTTAGACTTGACCTATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAGGTCTTGAA
GGCGTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACA
AGATATACAATCTTTGTGCTGATAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGTTGCACAATA
TCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATCAAACCCTTITTGTGAGGATCTTGACCAA
TGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCACATGAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTG
TAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTA
TGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTAT
TATAGCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGT
TTGAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGT
GAAGATATATTCCTCCAATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCT
CAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAACAGTATAAGATGCTAAAAA
AGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAA
AGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAAT
GACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTAACAAAAAATGATCTTGACAAAGCACACAAAGACAAAGCCA
ACCGATACTTTTCTCCAAATTTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAA
TCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGA
TATTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTA
CAAAMGTCGGTGGTGGTGGEGTGGTGEGTGEGTGGTTTAACTGTTTCGCCTTGGTACTGA

Figura 6. Construccién de Tat-Pten-Ltv. Esquema general (a) y secuencia completa (b).

La secuencia aminoacidica de la proteina fue analizada con el servidor I-TASSER para
predecir su estructura tridimensional (figura 7), al obtener el modelo, este fue comparado
por medio de un alineamiento con la estructura reportada de PTEN, de esta manera se
confirma que el modelo predictivo y el reportado comparten las mismas estructuras
secundarias de a-helices y B-plegadas en las regiones correspondientes (figura 8).
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Modelo TAT-PTEN-LTV

* C-score= -1.51
* TM-score =0.53 £ 0.15
« RMSD = 10.6 + 4.6A
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Figura 8. Comparacién de TAT-PTEN-LTV vs PTEN reportada.

Dentro de este analisis, también se obtuvo una prediccion de las regiones accesibles
para su interaccién, colocando especial énfasis en las secuencias correspondientes a los
péptidos TAT y LTV como se muestra en la figura 9. El analisis muestra un indice de 0 a
9, donde 0 es totalmente bloqueado y 9 totalmente accesible, como se observa, todos los
residuos que componen estos péptidos se encuentran por lo menos parcialmente

disponibles.
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28 48 60

Sequence |YGRKKRRQRRRHHHHGGGGGGGGMTAIIKEIVSRNKRRYREDGFDLDLTYIYPNITIAMGFPAEGLE!
Prediction|22364244434436434443233614163416333233134323401001606160600000023 24
Values range from © (buried residue) to 9 (highly exposed residue)

380 468 426 449

l l | |
o 0 0 KTVEEPSNPEASSSTSVYTPDVSDNEPDHYRYSDTTDSDPENEPFDEDQHTQITKVWGGGGGGGGILT VSPWY

4146436535345444344534564444354444444346645364643341444444333232332226

Figura 9. Prediccion de accesibilidad de los péptidos TAT y LTV.

Para complementar los resultados del andlisis bioinformatico, se obtuvo un modelo de
docking molecular de TAT-PTEN-LTV contra el dominio extracelular de HER2 por
medio del servidor Cluspro 2.0. El resultado generado muestra un modelo tridimensional
de la union entre la proteina quimérica y el receptor HER2 por medio de la interaccion del
péptido LTV (ver figura 10). Este modelo propone una interaccién principalmente por
medio de puentes de hidrogeno entre los residuos de Val436 y Trp439 (del péptido LTV)

con Arg316 y Glu325 (de HER?2) respectivamente.

Figura 10. Docking proteina — receptor. PTEN (azul), HER2 (verde), LTV (rojo).
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Después del disefio, se generaron los siguientes oligonucledtidos correspondientes a

las secuencias Forward: TACACCATGGGTATGACAGCCATCATCAAAG y Reverse:

GCGCGGATCCTCAGACTTTTGTAATTTGTG para la identificacion y clonacién de la
secuencia codificante de PTEN y una vez analizados por medio de la herramienta
OligoAnalizer, se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 11. Cabe destacar que

no generan estructuras estables de hairpin, homodimerizacion o heterodimerizacion.
TABLA 11

RESULTADO DEL DISENO Y ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Forward Reverse
TACACCATGGGTATGACAGCCATCATCAAAG GCGCGGATCCTCAGACTTTTGTAATTTGTG
Tamafo 31 Tamario 30
Contenido GC 45.2 % Contenido GC 46.7 %

Tm 61.4 °C Tm 61.3 °C

Tamafio de amplicon = 1221 pb

3.1.2. Transformacién de E. coli DH5a con vector de clonacion

Producto de la transformacion de E. coli DH5a, se levantaron 4 colonias y se realizo

la purificacién y cuantificacion del ADN plasmidico, datos presentados en la tabla 12.
TABLA 12

CUANTIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Muestra  Concentracion (ng/uL) 260/280 260/230

1 89 1.98 2.26
2 104.5 1.99 2.16
3 114.5 1.92 2.01
4 104.8 1.94 2.03
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3.1.3. Preparacion de vector de expresion

Una vez completa la digestion enzimatica de los fragmentos del vector (6759 pb) e
inserto de interés (1488 pb), se visualizaron las bandas de éstos en el gel de electroforesis,
presentado en la figura 11, con el fin de purificar ambas bandas. Los fragmentos
purificados se obtuvieron en concentraciones de 4.6 y 7.8 ng/uL de vector e inserto

respectivamente, datos empleados para su ligacion.

3000 pb
2000 pb

1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

Figura 11. Productos de la digestion por Bglll y BamHI en gel de agarosa 1 %. Carril 1:
Marcador de peso molecular (Ready-to-Use™ Plus 100 bp DNA Ladder), 2: pCEFL sin
digerir, 3: pCEFL digerido, 4: pUC57-TatPtenLtv sin digerir y 5: pUC57-TatPtenLtv

digerido, indicando con la flecha blanca la banda correspondiente al inserto de interés.
3.1.4. Transformacién de E. coli DH5a con vector pCEFL-TatPtenLtv

Empleando el producto de la ligacion del paso anterior, se procedié a transformar
células de E. coli DH5a, cuyo resultado permitio levantar 3 colonias y purificar su ADN

plasmidico, mismo que se usé para confirmar la presencia del gen de interés en la

43



construccion por medio de PCR, obteniendo bandas positivas con tamafio de 1221 pb en

dos muestras. El resultado de la PCR confirmatoria se observa en la figura 12.

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb

500 pb

250 pb
100 pb

Figura 12. Productos de amplificacion del inserto TatPtenLtv en gel de agarosa al 1 %.
Carril 1: Marcador de peso molecular (Ready-to-Use™ Plus 100 bp DNA Ladder), 2:
Control negativo (Vector pCEFL-EGFP), 3 y 4: Control positivo (pUC57-TatPtenLtv), 5

y 6: productos de amplificacion de pCEFL-TatPtenLtv.
3.1.5. Transfeccion de células HEK293T

Una vez completa la confirmacion del nuevo vector de expresion: pCEFL-TatPtenLtv,
se realizd la transfeccion de células HEK293T con el vector pCEFL-EGFP para evaluar
la eficiencia de transfeccion a través de la medicion de fluorescencia. Los resultados
observados en las figuras 13 y 14 confirman que el método de transfeccion se lleva a cabo
de manera correcta ya que las células transfectadas con el vector pCEFL-EGFP, expresan
esta proteina verde fluorescente de forma intracelular. Esta informacion es de utilidad para
emplear el mismo método para expresar la proteina TAT-PTEN-LTV en el ensayo de co-

cultivo sin contacto.
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Figura 13. Grafica de intensidad de fluorescencia. Células HEK293T que expresan

proteina verde fluorescente (EGFP) y células que no fueron transfectadas (control).

Figura 14. Fluorescencia emitida por células HEK293T. Células expresan EGFP

(derecha) comparada con las células control (izquierda).

45



3.2. EVALUACION BIOLOGICA
3.2.1. Ensayo de co-cultivo sin contacto y determinacion de viabilidad celular por

el método de WST-1

Con ayuda del ensayo de co-cultivo sin contacto basado en células HEK293T que
expresan TAT-PTEN-LTV, se ha logrado medir la viabilidad de las células de cancer de
mama MCF7 y HCC1954 expuestas a este sistema, comparando con las células sin
tratamiento y aquellas que se sometieron a co-cultivo con las células HEK293T que
expresan EGFP de forma intracelular, este Gltimo realizado con el objetivo de descartar
un posible efecto citotdxico derivado del co-cultivo o el método de transfeccion empleado.
Estos datos se reportan como el porcentaje de inhibicion celular provocado por cada
tratamiento, siendo la exposicion a TAT-PTEN-LTV la que produjo una inhibicion de la
viabilidad de las células de cancer de mama HER2-positivo: HCC1954, con un 12.25% y
una desviacién estandar de 1.29%. Este resultado se presenta Unicamente en las células
HCC1954 al estar en contacto con TAT-PTEN-LTYV, como se muestra en la figura 15. Al
analizar los datos con un ANOVA, se obtuvo un valor p =0.000001 por lo que se concluye
que hay una diferencia significativa entre las medias de inhibicion celular de los diferentes

tratamientos.
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10

Inhibicién celular (%o)

Control EGFP TAT-PTEN-LTV
W MCF7 0 0.11 0
HCC1954 0 1.63 12.25

u MCF7 HCC1954

Figura 15. Gréfica de inhibicion celular. Se muestra el efecto de los tratamientos sobre
la viabilidad de las células MCF7 y HCC1954 en el co-cultivo sin contacto. Células sin
tratamiento (control), células HEK293T que expresan intracelularmente la proteina
verde fluorescente (EGFP), células HEK293T que expresan TAT-PTEN-LTV y lo
exportan al medio de cultivo (TAT-PTEN-LTV). Se presenta una diferencia significativa

(*) con un valor de p = 0.000001.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La proteina PTEN, conocida por su actividad supresora de tumores, debe su actividad
a su estructura y elementos que la conforman como ya se ha mencionado con
anterioridad.®® EI conocimiento generado en el estudio de PTEN fue fundamental en el
disefio de la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV, que como se presentd en los resultados,
ha sido disefiada de manera racional y complementada con analisis bioinformatico para su
prediccion estructural. El servidor I-TASSER provee el andlisis cuya confiabilidad radica
en la puntuacion de confianza denominada C-score, empleada para estimar la precision
de las predicciones de estructura.’”? El C-score obtenido para el modelo TAT-PTEN-LTV
es de -1.51 y segin Roy et al., esto significa que hay méas de un 90 % de probabilidad de

que la prediccion de calidad sea correcta.”

La prediccion obtenida con ayuda del servidor I-TASSER, es de gran utilidad ya que
permite corroborar de forma preliminar la conservacion de la actividad supresora de

tumores de PTEN. Esto se asegura con los resultados de la comparacion de las estructuras
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del modelo predictivo contra la estructura reportada de PTEN, que al conservar su
estructura tridimensional de manera casi idéntica, se infiere que la adicion de los péptidos
TAT y LTV no afectaria su actividad lipido-fosfatasa (y por ende su actividad
antitumoral): comparando con la literatura que menciona la dependencia de la relacién

estructura-actividad de PTEN.”47°

Un factor de gran importancia en el disefio de TAT-PTEN-LTYV, es la accesibilidad de
los péptidos TAT y LTV en la secuencia, ya que su interaccion representa un punto crucial
en la internalizacion y selectividad celular.®”"® La prediccion obtenida por I-TASSER se
traduce en que todos los residuos de aminoacidos correspondientes a ambos péptidos, se
encontrarian al menos parcialmente disponibles para su interaccion. Estos datos se
complementan con el modelo de docking obtenido por Cluspro 2.0, pues se confirma de
manera predictiva el reconocimiento de HER2 a través de la porcion LTV de la proteina
quimérica, asi como se ha reportado por Shadidi y Sioud con anterioridad.”” Por lo tanto,
se infiere que el disefio de la proteina quimérica ha sido realizado de manera satisfactoria
sin alterar la actividad biologica de cada elemento que la conforma. Adicionalmente, el
acoplamiento de cuatro residuos de histidina junto al péptido TAT podria potencializar su
actividad para atravesar la membrana de células de cancer, debido a que el anillo imidazol
de la histidina que posee un pKa de alrededor de 6.5, por lo que es neutro en condiciones
fisiolégicas. Sin embargo, este anillo de imidazol de histidina comienza a protonarse en
microambientes tumorales acidos.*® Y por lo tanto, esta protonacion puede mejorar su

internalizacion celular.”®

Los resultados experimentales obtenidos en este proyecto son comparables a la

informacidn obtenida por los andlisis bioinformaticos y la literatura, pues se logrd
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observar una actividad anticancerigena selectiva, reduciendo la viabilidad de las células
HCC1954 en un 12.25%, efecto estadisticamente significativo mostrado Gnicamente en
esta linea HER2-positivo,’ a diferencia de la linea MCF7, la cual es del subtipo luminal
A 8% Asi mismo, se sugiere que existe capacidad de internalizacion por parte de la proteina
TAT-PTEN-LTV, pues como se ha reportado por Altinoglu et al., la proteina PTEN no es
capaz de atravesar la membrana celular por si sola en condiciones naturales, por lo que
se infiere que el péptido TAT es el que permite que se lleve a cabo el transporte a través
de membrana y una vez en el citoplasma, la proteina lleva a cabo su mecanismo de accion
anticancerigeno. El evento de internalizacion celular mediado por el péptido TAT ha sido
ampliamente descrito en la literatura,®%® por lo que los resultados presentados en esta

tesis sugieren que se lleva a cabo el mismo fendomeno en TAT-PTEN-LTV.

El efecto anticancerigeno selectivo que mostroé la proteina quimérica puede atribuirse
a la deficiencia de PTEN endogeno de la linea HCC1954, esto se infiere con base en los
reportes realizados por Altinoglu et al., y Tanaka y Grossman, pues PTEN funge una
actividad de regulacion precisa de la proliferacion, supervivencia y ciclo celular a través
de la via PI3BK-AKT-mTOR, por lo que al adicionar la proteina TAT-PTEN-LTV a esta
linea celular, esta via es inhibida dando lugar a la reduccion de su viabilidad.3*%® Sin
embargo, la informacién derivada de los ensayos experimentales realizados, no son
suficientes para confirmar el efecto selectivo del péptido LTV en la proteina quimérica,
por lo que seria necesario implementar un ensayo que permita discernir sobre el efecto
citotoxico entre distintos tipos de células en un solo sistema, por ende, los ensayos in vivo
serian los mas apropiados para cumplir este objetivo y de esta manera, se podria comparar

los resultados con los reportes de Neo et al. y Palao-Suay et al.5"8
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En este trabajo, ha sido posible el disefio racional, la prediccion y analisis de la proteina
quimeérica TAT-PTEN-LTV por métodos bioinforméticos, datos que permiten inferir su
potencial de accién anticancerigena y selectiva a células de cancer de mama HER2-
positivo. Aunado a esto, se logré la transfeccion de células HEK293T estableciendo un
ensayo de co-cultivo sin contacto y la evaluacion del efecto de TAT-PTEN-LTV sobre
celulas de cancer de mama HER2-positivo. Los resultados confirman que la proteina
quimérica TAT-PTEN-LTV es capaz de producir un efecto citotoxico biodirigido a
células de cancer de mama HER2-positivo, lo cual es posible Unicamente si la proteina es

capaz de atravesar la membrana celular, por lo tanto se infiere que presenta esta capacidad.

Con esta prueba de concepto, TAT-PTEN-LTV se vuelve un candidato prometedor
para el tratamiento efectivo y selectivo del cancer de mama HER2-positivo, debido a esto,
seria apropiado continuar con el estudio de esta proteina con la finalidad de mejorar su

produccion y ampliar los datos relacionados a su efecto anticancerigeno.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Con la finalidad de enriquecer los resultados obtenidos en el presente proyecto, se
considera importante la realizacion de SDS-PAGE y Western blot para confirmar
apropiadamente la expresion de la proteina TAT-PTEN-LTV. Asi mismo, la produccién
a gran escala de esta proteina representa un gran obstaculo, por esta razon, la mejora en
su expresion y purificacion son pasos importantes a llevar a cabo para alcanzar mejores
resultados en su evaluacidn pre-clinica. Entre los estudios para la evaluacion biolégica, se
considera importante la realizacién del marcaje de TAT-PTEN-LTV y microscopia de
fluorescencia para corroborar su internalizacion en las células, de igual forma, seria
apropiada la evaluacién de su efecto apoptético en células HER2-positivo. Mas adelante,
el empleo de sistemas in vivo podria brindar mas informacién que apoye o rechace el uso

de TAT-PTEN-LTV como una futura terapia.
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APENDICE A

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
Agar LB con antibi6tico

Agregar 25 g del medio y 15 g de agar bacteriologico en 1 L de agua destilada. Calentar
agitando frecuentemente hasta completa disolucion y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 min. En condiciones de esterilidad, agregar 1 mL de antibidtico (ampicilina 30

ug/mL) y servir en placas Petri.
Buffer TAE 50X

Disolver 60.5 g de Tris base molecular, 14.27 ml de &cido acético glacial y 25 ml de EDTA

(pH 8.0) en 250 mL de agua destilada con agitacién constante.

Gel de agarosa al 1%

Disolver 0.3 g de agarosa en 30 mL de TAE 1X.

Medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%

Disolver 17.79 g de medio DMEM, 3.7 g de NaHCOsz, 1 mL de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) y 100 mL de suero fetal bovino en 700 mL de agua destilada,
ajustar pH a 7.4, aforar a 1 L y esterilizar por filtracion. Dejar a prueba de esterilidad y

almacenar a 4°C.
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Medio LB

Disolver 25 g del medio en 1 L de agua destilada y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 min.
Medio Opti-MEM

Disolver 13.6 g de medio Opti-MEM, 2.4 g de NaHCOz y 1 mL de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) en 800 mL de agua destilada, ajustar pH a 7.4, aforara 1 L y

esterilizar por filtracion. Dejar a prueba de esterilidad y almacenar a 4°C.
Medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10%

Disolver 16.26 g de medio RPMI-1640, 2 g de NaHCOs, 1 mL de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) y 100 mL de suero fetal bovino en 700 mL de agua destilada,
ajustar pH a 7.4, aforar a 1 L y esterilizar por filtracién. Dejar a prueba de esterilidad y

almacenar a 4°C.
PBS 1X

Disolver 8 g de NaCl, 1.44 g de Na;HPO4, 0.2 g de KCIl y 0.24 g de KH2PO4 en 900 mL

de agua destilada, ajustar el pH a 7.4, aforar a 1 L y esterilizar por autoclave.
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