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Resumen 

 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Medicina 

Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular 

Presenta: Identificación de firmas transcriptómicas de la secuencia consenso E-box en 

líneas celulares de cáncer de próstata mediante nanosistemas basados en péptidos 

Myc/Max acoplados a nanopartículas de oro 

 

Introducción: El cáncer de próstata (CaP) se coloca a nivel mundial dentro de los tipos de 

cáncer con mayor incidencia; en México se coloca en primer lugar en masculinos con una 

tasa de incidencia y mortalidad cercana al doble de la media mundial. Comprender las bases 

moleculares del CaP es de vital importancia para implementar acciones en el abordaje 

diagnóstico y terapéutico. Dentro de los posibles blancos de estudio, el factor transcripcional 

Myc ha sido abordado como un blanco terapéutico ya que controla diversos procesos 

esenciales de proliferación celular uniéndose a las secuencias E-box, aunado a que se 

encuentra sobre expresado en diversos tipos de cáncer. La nanotecnología permite diseñar 

estrategias para utilizar a Myc como blanco terapéutico, ya que facilita la entrega de agentes 

terapéuticos a un tipo celular específico, así como un organelo en particular. Para evaluar la 

respuesta celular a posibles agentes terapéuticos que tengan a Myc como blanco, es necesario 

estudiar la modulación de programas transcripcionales y obtener una firma transcriptómica. 

Metodología: Mediante herramientas de biología computacional se diseñaron los péptidos 

pMyc y pMax a partir de las secuencias de las proteínas nativas. Posteriormente se evaluó su 

especificidad hacia secuencias canónicas E-box mediante un ensayo en el cambio del 

corrimiento electroforético (EMSA). Después, se ensamblaron los nanosistemas (NS) con los 

péptidos y nanopartículas de oro (AuNPs) de 5 nm; éstos fueron caracterizados físicamente 

mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) y dispersión dinámica de la luz 

(DLS). Mediante la prueba de MTT se evaluó la citotoxicidad en 3 líneas celulares de 

adenocarcinoma prostático, para posteriormente realizar una extracción de ARN y así obtener 

la firma transcriptómica utilizando herramientas bioinformáticas. Resultados: El dímero 

pMyc/pMax retrasó el corrimiento electroforético en el EMSA lo que sugiere un 

reconocimiento específico a secuencias canónicas E-box. Los resultados de TEM y DLS 

indican que tanto los NS como las AuNPs forman nanocomplejos de 250 nm en solución. 

Éstos mostraron resultados de citotoxicidad variable en las células de cáncer de próstata y en 

la línea control Vero-CCL 81. Los resultados más significativos se obtuvieron con DU145 y 

pMax:AuNPs, ya que presentó los niveles de citotoxicidad más elevados (aproximadamente 

45%) y el análisis transcriptómico por RNA-seq mostró una modulación a la baja programas 

transcripcionales relacionados con la progresión del ciclo celular y reparación del ADN, 

mientras moduló al alza programas transcripcionales relacionados con la respuesta inmune. 
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La firma transcriptómica a la baja obtenida sugiere que el mecanismo principal de pMax en 

DU145 involucra la disrupción de la fosforilación oxidativa y traducción, mientras que 

reduce la proliferación al modular al alza la regulación de la muerte y adhesión celular. 

Conclusiones:  pMax:AuNPs ejerce su efecto citotóxico en DU145 a través de la modulación 

transcripcional de diferentes programas que permiten la progresión del ciclo celular y 

replicación del ADN. 
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Abstract 

 

Universidad Autónoma de Nuevo León 

Facultad de Medicina 

Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular 

Presenta: Transcriptomic signature identification of the E-box consensus sequence in 

prostate cancer cell lines with gold nanoparticle nanosystems coupled with Myc/Max 

peptides 

 

Introduction: Prostate cancer (CaP) is among the top worldwide type of cancer by its 

incidence; in Mexico it is in first place in males with incidence and morbility rates almost 

twice than the worldwide rates. It is of primary importance to comprehend the molecular base 

of CaP to implement diagnostic and therapeutic strategies. The Myc transcription factor, one 

of the primary cancer targets since it is overexpressed in several cancer types, has been 

identified to control several essential cell processes once it binds with the E-box sequence. 

Nanotechnology can be used to design strategies to use Myc as a therapeutic target; the main 

reason is that it enhances drug delivery to a specific cell type and cell organelle. To study 

and evaluate the effect that Myc-targeting therapeutic agents have on cells, it is necessary to 

study transcriptional programming modulation and to obtain the transcriptomic signature. 

Methods: Throughout computational biology tools we designed pMyc and pMax peptides 

from the native proteins’ sequences. We then evaluated their specificity towards canonical 

sequences E-box through an Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). Afterwards, we 

constructed the nanosystems (NS) with the peptides and 5nm gold nanoparticles (AuNPs); 

these were characterized through transmission electronic microscopy (TEM) and dynamic 

light scattering (DLS). We evaluated the NS cytotoxicity in 3 prostate adenocarcinoma cell 

lines through the MTT assay; afterwards we extracted the RNA to conduct RNA-Seq and 

obtain the transcriptomic signature through bioinformatic tools.  Results: The pMyc/pMax 

dimer caused a shift in the EMSA, which suggests a specific binding to canonical E-box 

sequences. TEM and DLS results show that NS and AuNPs form nanocomplexes in solution 

with a size of 250 nm. The NS showed variable cytotoxicity in the prostate cancer cell lines 

and in Vero-CCL 81 control cells. The most relevant results were obtained with DU145 and 

pMax:AuNPs, having the highest cytotoxicity (45 % approximately) and RNA-Seq showed 

downregulated transcriptional programs related to cell cycle progression and DNA repair; 

whereas the RNA-Seq showed upregulated transcriptional programs related to immune 

response. The downregulated transcriptomic signature we obtained suggests that the primary 

pMax mechanism in DU145 involves disrupting phosphorilative oxidation and translation, 

whereas it also reduces cell proliferation through upregulating cell death and cell adhesion. 

Conclusiones: pMax:AuNPs NS exerts its cytotoxic effect in DU145 throughout modulating 

different transcriptional programs which prevents cell cycle progression and DNA  

replication.  
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1. Introducción 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Es una enfermedad que se 

considera multifactorial, caracterizada por la pérdida de control de crecimiento y proliferación 

celular. En su mayoría se origina en una célula somática, sin embargo, existen algunos tipos de 

cáncer que pueden ser considerados hereditarios (Karp, 2016).  

Se estima que en 2023 se tuvieron a nivel global 20 millones de casos nuevos y 10 millones de 

defunciones relacionadas con esta enfermedad.  El cáncer de pulmón es el que presenta una mayor 

incidencia en ambos sexos con alrededor de un 11.6 %. En el caso de las mujeres es seguido por 

cáncer de mama con 11.6 % y colorrectal con 10.2 %. Mientras que en los hombres es seguido por 

cáncer colorrectal con 10.2 % y de próstata con 7.1 % (Bray et al., 2018).  

La incidencia de casos desde 1990 hasta el 2023 ha ido en aumento; se estima que ha crecido desde 

5.4 millones de casos hasta un estimado de 8.9 millones de casos (Roser & Ritchie, 2015) mientras 

que otros investigadores han calculado un incremento del 79 % (Zhao et al., 2023) en el mismo 

período de tiempo. Las cifras mencionadas anteriormente se pueden apreciar de manera visual en 

la Figura 1 (International Agency for Research on Cancer, 2018).  
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de cáncer de próstata (CaP). A nivel mundial, el CaP es el segundo cáncer con 

mayor incidencia y el sexto con mayor mortalidad. 

 

1.1 El cáncer en México 

En México, el panorama es similar, siendo el cáncer la tercera causa de muerte a nivel nacional. 

Siguiendo la tendencia global, los casos y las muertas asociadas a esta enfermedad ha ido en 

aumento, reportando entre 2000 y 2015 más de un millón de muertes (Aldaco-Sarvide et al., 2018). 

Los tipos de cáncer más comunes en México son similares a los reportados a nivel global: Cáncer 

de pulmón en primer lugar, próstata en segundo y cáncer de mama e hígado en tercer y cuarto lugar 

respectivamente, teniendo más de 85,000 muertes en conjunto solamente en 2015. Los estados con 

mayor índice de mortalidad debido a esta enfermedad son Ciudad de México, Sonora, Veracruz, 

Sinaloa, Chihuahua y Nuevo León (Aldaco-Sarvide et al., 2018). Sin embargo, estas cifras cambian 
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al hacer la distinción en varones, teniendo en primer lugar al cáncer de próstata (CaP), por encima 

de cáncer de pulmón, colorrectal, entre otros. Esto se puede apreciar en la Figura 2 (International 

Agency for Research on Cancer, 2018).  

 

 

Figura 2. Incidencia y mortalidad de cáncer de próstata en México. A nivel nacional, el CaP en varones tiene una 

mayor incidencia que todos los otros tipos de cáncer y una mayor mortalidad ligeramente por encima del cáncer de 

pulmón.  

Existen limitaciones tanto en diagnóstico cómo en tratamiento del CaP: el diagnóstico se realiza 

generalmente en fases avanzadas, los fármacos para tratamiento son limitados, y el desarrollo de 

resistencia a tratamiento ofrecen un panorama poco favorecedor para combatir esta enfermedad. 

Se tienen identificados los eventos moleculares que ocurren durante progresión específica para el 

desarrollo de CaP. Las células epiteliales prostáticas benignas tienen una transición a neoplasia 
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prostática intraepitelial, posteriormente a adenocarcinoma invasivo, enfermedad metastásica 

distante y finalmente a enfermedad metastásica refractaria de andrógeno (Koh et al., 2010). Una 

esquematización de este proceso puede ser observado en la Figura 3 (Tindall et al., 2010). 

 

Figura 3. Esquema de transformación de células epiteliales prostáticas hacia CaP. 

1.2 Origen del cáncer 

Existen diversas causas por las cuales un individuo puede desarrollar cáncer, algunas de ellas son 

agentes ambientales, virus tumorales, así como la exposición a la radiación (Karp, 2016). Es posible 

identificar diversos agentes carcinogénicos, éstos son clasificados dependiendo de la su naturaleza. 

1.2.1 Agentes físicos 

Uno de los agentes físicos carcinogénicos mejor estudiados es la radiación por la luz UV. Cuando 

organismos son expuestos a luz UV, se generan diversas lesiones a nivel ADN; las más comunes 
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son la dimerización de las pirimidinas y la oxidación de las purinas. Algunos productos generados 

por estas reacciones son los dímeros cis-syn ciclobutano de pirimidinas (CPDs) y los fotoproductos 

de pirimidona. Se ha demostrado que estos productos causan transversiones de nucleótidos G por 

A y G por T (Pfeifer & Besaratinia, 2012). Este tipo de lesiones al ADN está asociado a melanoma. 

1.2.2 Agentes químicos 

Los agentes químicos son el grupo más grande de tipos de agentes carcinogénicos. Existen dos 

tipos, genotóxicos y no genotóxicos donde la principal diferencia es si tienen o no actividad directa 

con el ADN. Un ejemplo de los primeros son los nitritos que, al ser convertido en ácido nítrico, 

existe una desaminación de las bases como guanina, adenina y citosina y son convertidas en 

xantina, hipoxantina y uracilo, respectivamente (Agudo et al., 2010).  

1.2.3 Agentes biológicos 

Los principales tipos de agente biológico carcinogénicos son los virus; algunos ya han sido 

identificados como el virus de papiloma humano (VPH), virus Epstein-Barr (VEB) y virus de la 

hepatitis B (VHB). Se estima que los oncovirus corresponden alrededor de 10 – 15 % de los casos 

de cáncer a nivel mundial. Si bien los mecanismos de oncogénesis son específicos para cada virus, 

la mayoría de los virus codifican para oncogenes cuyo objetivo es la reprogramación celular, 

teniendo como blanco genes como TP53 (Yan Chen et al., 2014).  

1.3 Alteraciones fisiológicas asociadas al cáncer 

La desregulación genética puede llevar a las células a la formación de tumores, con características 

in vitro muy distintivas. Para que se suscite esa desregulación génica, los genes reguladores del 

ciclo celular deben presentar actividad aberrante. Ejemplos de estos genes son los BRCA1 y 
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BRCA2, genes supresores de tumores cuya actividad principal es el mantenimiento de la estabilidad 

genómica a través del proceso de reparación del ADN por recombinación homóloga. La pérdida 

de la función de BRCA resulta en inestabilidad genómica que eventualmente lleva a la 

transformación oncogénica de células no tumorales hacia células iniciadoras de tumores 

(Gorodetska et al., 2019). Las principales características de las células tumorales son: la capacidad 

de formar cúmulos, a diferencia de las células normales que crecen en monocapa, la proliferación 

en ausencia de suero al no depender de señales transmitidas por los receptores para factores de 

crecimiento situados en superficie, y una aparente inmortalidad (Karp, 2016). 

Estas características son logradas debido a que, dentro de las funciones de los genes asociados a 

cáncer, se encuentran control del ciclo celular, apoptosis, reparación de ADN, envejecimiento e 

inmortalización y angiogénesis, entre otros (Child, 2012). 

De acuerdo con Hanahan y Weinberg, las células cancerosas manifiestan 10 alteraciones esenciales 

en su fisiología, estas se pueden ver en la figura 4: 

1. Obtención de autosuficiencia de señales de crecimiento. Se ha observado que las células 

cancerosas desarrollan la capacidad de sintetizar sus propios factores de crecimiento, en el 

caso de sarcomas y glioblastomas con factor derivado de plaquetas (PDGF) y factor alfa de 

crecimiento de tumor (TGFα).  

2. Insensibilización de señales anti crecimiento; el ejemplo mejor elucidado es el control anti 

proliferativo de la proteína de retinoblastoma (pRb) que al estar desregulado libera E2Fs en 

exceso y permite la proliferación celular (Hanahan & Weinberg, 2000) 

3. Evasión de apoptosis, asociado más comúnmente a inactivación o disminución considerable 

de la proteína supresora de tumores p53 en alrededor del 50 % de los tipos de cáncer.  
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4. Potencial replicativo sin límite de las células, la principal vía de esto es mediante el aumento 

de la telomerasa entre el 85 – 90 % de las células malignas.  

5. Angiogénesis sostenida, proveyendo los suficientes nutrientes y oxígeno para continuar su 

proliferación. El gen VEGF es el encargado de la producción de factores de crecimiento 

asociados a angiogénesis y ya se ha visto que su inhibición afecta el crecimiento de tumores 

subcutáneos en ratones.  

6. Capacidad de metástasis e invasión de otros tejidos. Las principales moléculas involucradas 

en este proceso son moléculas de adhesión célula-célula (CAMs). Alrededor del 90 % de 

las muertes asociadas a cáncer se atribuye a esta característica. 

7. Evasión de la destrucción autoinmune. La evidencia más reciente muestra que deficiencias 

en linfocitos T citotóxicos CD8+, células T auxiliares (Th) CD4+ y células NK llevaron a un 

aumento en la incidencia de tumores.  

8. Desregulación de la energética celular. Las células cancerígenas realizan una 

reprogramación para la generación de ATP a través de la glicólisis, esto lo logra mediante 

la sobreexpresión de transportadores de glucosa GLUT1; se ha asociado esta sobre 

activación de la glicólisis con la activación de oncogenes como RAS y MYC.  

9. Promoción de la inflamación tumoral. La inflamación puede contribuir con la proliferación 

tumoral al proveer moléculas bioactivas al microambiente tumoral como factores de 

crecimiento que mantienen la señalización de proliferación, factores pro angiogénicos y 

enzimas que modifiquen la matriz extracelular.  

10. Inestabilidad genómica y mutaciones. Esta inestabilidad causa la pérdida de función de 

genes supresores de tumores y, debido a que estos fenotipos pueden ser heredables a otras 

clonas a través de marcas epigenéticas, se promueve la proliferación descontrolada.  
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Figura 4. Alteraciones esenciales que muestran las células cancerosas permitiendo su proliferación descontrolada de 

acuerdo con Hanahan y Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2011).  

1.4 Bases moleculares del cáncer 

Existen dos grupos principales de genes que están involucrados en el desarrollo del cáncer: los 

genes supresores de tumores y los oncogenes. Los genes supresores de tumores producen proteínas 

que funcionan como control del crecimiento celular, previniendo de esta manera la transformación 

maligna de células. Por otro lado, los oncogenes codifican para proteínas que promueven la pérdida 

de la regulación del crecimiento y la transformación de una célula a maligna. Los protooncogenes 

son genes que tienen actividades celulares en células normales, pero que al mutar, tienen la 
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habilidad de desregular las actividades celulares y migrar las células sanas hacia un fenotipo 

canceroso (E. Y. H. P. Lee & Muller, 2010). 

1.4.1 Genes supresores de tumores 

Un ejemplo de un gen supresor de tumor es TP53 que codifica para el factor transcripcional p53. 

p53 a su vez regula la expresión de un gen que codifica la proteína p21 encargada de inhibir la 

cinasa dependiente de ciclina que impulsa la célula a un punto de control de G1 del ciclo celular, 

permitiendo reparar el daño genético antes de iniciar la replicación del ADN. Otra forma que p53 

inhibe la proliferación de tumores es mediante la activación de apoptosis mediante la proteína Bax 

(Karp, 2016) 

Otro ejemplo de un gen supresor de tumores es el gen RB, que codifica para la proteína pRb que 

reprime la expresión de proteínas que avanzan el ciclo celular de G1 a la fase S. pRb se une a E2F, 

un factor transcripcional. Ambos se encargan de la represiones de diversos genes de progresión de 

ciclo celular, pRb posteriormente es fosforilado mediante una cinasa, liberado del complejo E2F-

pRb y la transcripción puede ser llevada a cabo (Karp, 2016).  

1.4.2 Oncogenes 

Se conocen 3 mecanismos mediante los cuales los protooncogenes pueden convertirse en 

oncogenes. El primero es mediante una mutación que evite el funcionamiento normal del producto; 

el segundo es mediante una duplicación génica llegando a una producción excesiva del producto; 

el tercer mecanismo es mediante un reordenamiento cromosómico cambiando la expresión el gen 

o el funcionamiento normal del mismo (Karp, 2016). 
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Un ejemplo de un oncogen es RAS; éste codifica para RAS una proteína de unión con GTP. RAS 

funciona como interruptor en el control de proliferación celular. Existen 3 variaciones de este gen 

denominadas H-RAS, K-RAS y N-RAS. Los productos de estos genes son utilizados como 

transductores de señales entre receptores membranales y efectores intracelulares. Los mutantes 

oncogénicos  codifican para proteínas que no pueden romper el complejo GTP-Ras, emitiendo así 

señales de proliferación celular continuas (Karp, 2016; Pylayeva-Gupta et al., 2011). 

1.5 El papel de Myc en el cáncer 

El protooncogén MYC codifica para un factor transcripcional que regula diferentes procesos 

celulares de alto valor biológico como proliferación celular, apoptosis, ciclo celular, diferenciación, 

entre otros (Allevato et al., 2017), además está involucrado en la regulación de diferentes genes 

relacionados al metabolismo de la glucosa y glutamina, así como en la biogénesis de algunos 

organelos como ribosomas y mitocondrias (Stine et al., 2015). Esto se puede visualizar en la Figura 

5.  
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Figura 5. Algunos de los procesos esenciales en la célula que regula el factor transcripcional Myc (Iurlaro et al., 2014). 

El gen MYC se encuentra desregulado en alrededor del 70 % de los diferentes tipos de cáncer, 

incluyendo el de próstata. Sin embargo, en pocas ocasiones se encuentra mutado; su expresión 

aberrante proviene principalmente de amplificaciones y translocaciones (Conacci-Sorrell et al., 

2014). Existe una sobreexpresión por lo que existe una mayor cantidad de factores transcripcionales 

y la evidencia sugiere que actúan alterando la programación celular y llevando al desarrollo de 

células tumorales (Allevato et al., 2017; Massó-Vallés & Soucek, 2020). 

La organización del gen MYC, así como la estructura de la proteína Myc se pueden observar en la 

Figura 6. En humanos, el gen contiene alrededor de 6 kb, localizado en el locus 8q24.21 en el 

cromosoma 8. El elemento FUSE corresponde al elemento de unión de FUBP1, proteína encargada 

de la expresión de MYC en células indeferenciadas. Contiene 4 promotores a lo largo de la 
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secuencia (P0-P3), siendo P1 y P2 promotores que contienen cajas TATA. El NHEIII es un 

elemento hipersensible a la nucleasa, cuya función primordial es la reprensión de MYC al formar 

estructuras cuádruples de guanina (Gonzalez & Hurley, 2010). Contiene 3 exones, de los cuáles el 

primero no es codificante, mientras que los exones 2 y 3 corresponden a la secuencia Myc de 439 

aminoácidos (Carabet et al., 2019).  

 

Figura 6. Organización del gen MYC (a) y de la proteína Myc (b). La proteína Myc proviene de los exones 2 y 3 del 

gen (Nair & Burley, 2003). 

En cuanto a la organización de la proteína Myc cerca del extremo N-terminal, se encuentran las 

regiones conservadas MBI y MBII involucradas en la activación transcripcional, éstas se conocen 

como cajas Myc. En la región central se encuentran MBIII y MBIV que regulan negativamente la 

expresión del gen MYC, además de PEST, una secuencia rica en prolina, treonina y ácido 
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glutámico. Además de MBIII, MBIV y PEST, se encuentra en la región central de Myc una 

secuencia de localización nuclear (NLS). Finalmente, cerca de la región C-terminal la secuencia 

de la región hélice-giro-hélice con zipper de leucina (bHLHZ) que permite la dimerización con 

otros factores transcripcionales y proteínas (Conacci-Sorrell et al., 2014).  

Existen tres variantes de la proteína: C-Myc, L-Myc y N-Myc, sin embargo, se han asociado a 

actividades redundantes. Myc pertenece a una red de interacción de proteínas que dimerizan y 

modulan la transcripción junto con otras proteínas como Max y las proteínas MXD (también 

conocidas como MAD). Un resumen de la interacción de esta red de proteínas y la función general 

se pueden observar en la Tabla 1 (Conacci-Sorrell et al., 2014).  Estas proteínas pertenecen a la 

familia de factores transcripcionales hélice-giro-hélice con un zipper de leucina. Para la actividad 

de modulación transcripcional de Myc, éste debe formar un heterodímero con Max mediante el 

cual reconoce secuencias específicas de ADN y regulan la transcripción génica. Ambos tienen una 

estructura similar que consiste en tres regiones: un dominio transactivador (TAD) que es el que 

controla la transcripción de los genes blancos, una región central y la región (bHLHLZ) (Massó-

Vallés & Soucek, 2020). Las regiones pueden ser apreciadas en la Figura 7.  
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Tabla 1. Resumen del interactoma de Myc. El resultado transcripcional es dependiente de las 

proteínas dimerizadas y su unión al ADN. Max puede dimerizar con proteínas de la familia Myc, 

MXD, MGA y MNT. Por otro lado, MLX puede dimerizar con un par de proteínas de la familia 

MXD, MondoA, ChREBP y MNT. En todos los casos existen tres posibles escenarios: el arresto o 

diferenciación celular, reacción a un estímulo metabólico o supresión tumoral.  

Dimerización Función principal 

 
Proliferación 

celular 

Arresto/ 

Diferenciación 

celular 

Relacionadas 

a 

metabolismo 

Supresión 

tumoral 

MAX 

MYC MXD1  MGA 

MYCN MXD2  MNT 

MYCL MXD3   

 MXD4   

MLX 
 MXD1 MondoA MNT 

 MXD4 ChREBP  
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Figura 7. Dominios funcionales de la proteína Myc. bHLHZ; dominio de hélice-giro-hélice, permitiendo la 

dimerización y unión específica al ADN. TAD; dominio de transactivación para inicio de la transcripción.  (Nair & 

Burley, 2003). 

A la par de la dimerización Myc:Max, la familia de proteínas MXD compiten por la dimerización 

Max:MXD. La principal función de las proteínas MXD es antagonista a la Myc en tres niveles: 

competencia por Max libre, competencia por los sitios de unión a ADN y la represión de genes 

involucrados en la proliferación celular. (Conacci-Sorrell et al., 2014) 

Así mismo, la región bHLHLZ se encuentra dividida en una región básica, necesaria para la unión 

específica entre el ADN y el bHLHLZ. En años previos, existía la disyuntiva sobre si la unión del 

heterodímero Myc:Max tenía afinidad específica por ciertas regiones de ADN. Ha sido 

determinado que el heterodímero presenta afinidad por secuencias específicas de regiones 

potenciadoras en los promotores de los genes que regulan, conocidas como E-box. Myc:Max tiene 
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una mayor afinidad por secuencias con el modelo “CANNTG” y más en específico por la secuencia 

CACGTG, conocida también como la secuencia canónica E-box (CME). Sin embargo, se han 

identificado secuencias por las cuales Myc:Max presenta afinidad sin seguir el modelo CANNTG, 

tal es el caso de la secuencia AACGTT. Cabe destacar, que esta afinidad es considerablemente 

menor que las secuencias que siguen la secuencia CANNTG y que esta afinidad se observa cuando 

existe una sobreexpresión génica aberrante, característica del cáncer. Las secuencias que presentan 

afinidad por Myc:Max, se puede observar de manera más clara en la Tabla 2. (Allevato et al., 2017). 

Tabla 2. Listado de secuencias ordenadas por su afinidad con respecto a Myc:Max 

Afinidad Secuencia Afinidad Secuencia 

1. CACGTG 13. CATCAG 

2. CACGCG 14. ACGGG 

3. CATGTG 15. CACCTG 

4. CACGAG 16. CACGTA 

5. AGGGG 17. CACGTC 

6. CACGAT 18. CACATT 

7. CATGCG 19. AACGTT 

8. CACGTT 20. CATGAG 

9. AGCGGG 21. CACTTG 

10. AGGGC 22. CATGTA 

11. CGGGGG 23. CGCGTT 

12. CACGCT 24. CATGAT 

13. CATCAG 25. CACACG 

14. CACGGG   
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1.5.1. Consideraciones de Myc para el diseño de diagnósticos, análisis moleculares y terapias 

dirigidas 

Para utilizar a Myc como blanco para agentes terapéuticos debe ser considerado lo siguiente 

(Massó-Vallés & Soucek, 2020): 

1. Myc tiene funciones en tejido normal, por lo cual se esperaría daño en tejido sano. 

2. Si bien tienen función redundante, el agente terapéutico debe interactuar con los tres 

isotipos de Myc. 

3. Myc es una proteína no enzimática, por lo tanto, es difícil utilizar pequeñas moléculas que 

interactúen con estructuras específicas. 

4. Myc se encuentra confinado al núcleo, por lo que el agente terapéutico debe poder ingresar 

al mismo. 

5. Existe evidencia contradictoria en cuanto el papel de Myc en apoptosis, estudios han 

revelado actividad tanto pro como anti apoptótica.  

La relevancia de Myc en el desarrollo de cáncer ha hecho que se sea de interés como blanco 

terapéutico. Existen diferentes estrategias que han sido utilizadas para esto en distintos niveles:  

1. Inhibición de la expresión del gen MYC a nivel de ADN o ARNm 

2. Bloqueo de la proteína Myc 

3. Inhibición la dimerización Myc:Max 

4. Inhibición las interacciones proteína-proteína (IPP) con otras moléculas  

5. Interferencia en la unión de Myc:Max con el ADN 

6. Inhibición de la expresión de los genes blancos de Myc 

7. Modulación de la función de los genes blancos de Myc 
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8. Promoción la degradación de Myc (Vita & Henriksson, 2006) 

Recientemente se han utilizado tecnologías nuevas para evaluar la unión de Myc con ADN, un 

ejemplo de esto es la inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP).  Estos ensayos permiten evaluar 

la interacción proteína-ADN tanto in vitro como un vivo, con una especificidad muy alta. Los 

resultados de estos ensayos han permitido identificar la unión de Myc al 10 – 15 % del genoma, 

mostrando así la regulación de distintos tipos de ARNs y proteínas. Algunos ejemplos del papel de 

Myc son la promoción el ciclo celular mediante la activación de ciclinas D1, D2, E1 y A1, así como 

la represión de p21, p27, p15 y GADD45. Myc no actúa por sí mismo como un factor de 

transcripción clásico, sino que influye en la estructura general de la cromatina afectando la 

programación génica de la célula (Wasylishen & Penn, 2010).   

1.5.2 Terapia contra el cáncer 

El objetivo principal de la terapia contra la enfermedad consiste en la eliminación de las células 

cancerosas o el arresto de la división celular sin tener un efecto negativo en las células o tejido 

circundante (Child, 2012). La terapia tradicional consiste en la administración de fármacos 

quimioterapéuticos, como docetaxel y paclitaxel. Este tipo de terapia tiene la gran desventaja de 

no discriminar entre tejido canceroso y tejido sano, teniendo una amplia gama de reacciones 

secundarias indeseables.  

Por lo anterior, se han realizado grandes esfuerzos en materia de investigación hacia terapia dirigida 

a las células cancerosas desarrollando diferentes tecnologías. Éstas incluyen moléculas pequeñas 

dirigidas a evitar la dimerización de Myc:Max (Esser et al., 2020), y terapia génica utilizando 

nanopartículas dirigiendo ARN de interferencia hacia el gen MYC (Yunching Chen et al., 2010; 

Yuan Zhang et al., 2013).  



19 

 

Sin embargo, en los últimos años y debido a la naturaleza en la dificultad de utilizar a Myc como 

un blanco terapéutico, se ha recurrido al uso de péptidos de interferencia para el tratamiento de la 

enfermedad.  

 1.5.2.1 Péptidos de interferencia 

Las interacciones proteína-proteína (IPP) juegan un papel fundamental en la señalización de una 

amplia gama de procesos celulares. Durante la oncogénesis y el progreso del cáncer, estas redes de 

interacción juegan un papel primordial y están altamente alteradas. Las superficies de contacto 

involucradas en las IPP son relativamente grandes y carecen de ranuras que en otros casos son 

utilizadas como blanco para interacción con fármacos (Sorolla et al., 2020). 

Los péptidos de interferencia (iPeps) han surgido recientemente como una alternativa para la 

inhibición o modificación de las IPP. Éstos tienen la ventaja de poder cubrir una superficie de 

contacto amplia, tienen la posibilidad de alcanzar blancos intracelulares además de que han 

mostrado alta especificidad y baja toxicidad en algunos casos. Generalmente tienen un peso 

molecular entre 500-5000 Da, derivan de la secuencia de proteínas nativas y actúan como versiones 

dominantes negativas, uniéndose sin actividad y previniendo así el acceso y acción de la proteína 

endógena (Sorolla et al., 2020).  

Existen diversos estudios donde evalúan la actividad de los iPeps en contra de diferentes blancos 

celulares, como proteínas involucradas en vías de señalización y factores transcripcionales.  

Las proteínas de la familia RAS han sido utilizado como blanco con iPeps debido a que se encuentra 

mutado en alrededor del 30 % de cáncer y en más del 50 % de los cáncer de páncreas (Pylayeva-

Gupta et al., 2011), sus mutaciones llevan a una expresión constitutiva desencadenando la vía de 
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señalización P13K y MAPK teniendo como resultado el crecimiento y proliferación celular, 

síntesis de proteína e inhibición de la apoptosis (Sorolla et al., 2020).  Se ha buscado la inhibición 

de la IPP entre RAS y Raf o SOS1, proteínas con las que se une.  En dos estudios diferentes con 

los iPeps evaluados lograron la inhibición de la IPP RAS/Raf, sin embargo sin actividad 

antiproliferativa y con una actividad antiproliferativa en muy altas concentraciones, 

respectivamente (Trinh et al., 2016; Wu et al., 2013). Ambos resultados sugieren que es debido a 

una falta de penetración celular. 

Otro caso de iPeps estudiados en proteínas involucradas en vías de señalización celular es en el 

caso de p53. Su función es regulada por las proteínas HDM2 y HDMX, inhibiendo p53 en células 

sanas mientras que estas dos se encuentran con expresión aberrante en algunos tipos de cáncer 

como en glioblastomas. La formación del complejo HDM2-p53 promueve la degradación de p53 

lo que lleva a la proliferación tumoral (Sorolla et al., 2020). Algunos investigadores lograron la 

identificación mediante cristalografía del péptido DPM1α, iPep que demostró actividad 

antiproliferativa en xenotransplantes de células U87, pero no en los xenotransplantes en células 

U251, ambas líneas celulares de glioblastomas (M. Liu et al., 2010). Se cree que los resultados 

obtenidos se deben a que en células tumorales que sobre expresen HDMX, no hay gran efectividad 

en su actividad antiproliferativa. Por lo tanto, el desarrollo de un iPep con actividad dual para 

HDM2 y HDMX es de vital importancia. Por lo anterior, investigadores desarrollaron ALRN-6924, 

un iPep con inhibición dual para HDM2 y HDMX logrando el arresto del ciclo celular e inducción 

de apoptosis en células de leucemia mieloide aguda (Carvajal et al., 2018).  

Para ejemplificar el uso de iPeps en cuanto a factores de transcripción destacan dos casos: HOX y 

Myc. Los genes HOX codifican para 4 cofactores (HOXA – HOXD), éstos se encuentran sobre 

expresados en diversos tipos de cáncer, especialmente leucemias, y están estrechamente 
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relacionados con angiogénesis y metástasis (Alharbi et al., 2013). Así mismo se identificó que la 

función pro-tumoral de HOX proviene al dimerizar con PBX. Por lo que ya se han diseñado iPeps 

buscando evitar la formación del heterodímero, el HXR9 fue el péptido diseñado y logró la 

inducción de apoptosis en melanoma (Morgan et al., 2007). 

Como se mencionó anteriormente, Myc es un regulador maestro en diferentes tipos de cáncer y 

actúa al formar heterodímeros Myc:Max. Dichas características le han brindado ser el objeto de 

estudio para evitar la dimerización y lograr controlar la enfermedad. H1 fue el primero péptido de 

interferencia para ésto, derivado de la región 1 C-terminal de MYC (Sorolla et al., 2020). Aunado 

a H1, se le agregó una penetrina para penetrar las células tumorales, así como docetaxel para el 

efecto terapeútico. Esta estrategia logró la reducción del crecimiento tumoral así como aumentó la 

supervivencia en ratones con xenotransplante de células HeLa (L. Li et al., 2016).  

El iPep terapéutico más estudiado para inhibir la dimerización Myc:Max es el Omomyc. El 

Omomyc es un péptido derivado de la secuencia de la proteína nativa Myc, con un cambio de 4 

aminoácidos en la región bHLHLZ y reducido a una secuencia aminoacídica de 90 aminoácidos 

(Massó-Vallés & Soucek, 2020). Soucek y cols. determinaron la existencia de una alta 

especificidad de Omomyc por Myc y Max, sugiriendo que tendría bajas probabilidades de afectar 

otras vías de inicio de la transcripción (Savino et al., 2011). Además, Omomyc también mostró la 

habilidad de unión a ADN en CME y otras E-boxes de tal manera que no se ven afectados los 

niveles fisiológicos de Myc:Max. En niveles oncogénicos de expresión de Myc, Omomyc atenúa 

la activación y represión de Myc (Jung et al., 2017; Massó-Vallés & Soucek, 2020). 

Se ha observado que la sobre expresión de Myc afecta la programación celular (Allevato et al., 

2017), por lo que se evaluó el efecto de Omomyc sobre ésto y determinaron que tuvo un efecto en 
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la lisina 9 de la histona 3 (H3K9Ac) en células Rat-1, siendo antagonista de la actividad que la 

sobre expresión de Myc tiene en la cromatina (Savino et al., 2011).  

Una vez que se estudió y determinó un mecanismo de acción, su actividad terapéutica fue evaluada 

tanto in vitro como in vivo. Se ha encontrado actividad pro apoptótica en células de adenocarcinoma 

pancreático ductal, neuroblastoma, glioblastoma, cáncer de pulmón de células no pequeñas 

(NSCLC), entre otras (Alimova et al., 2019; Annibali et al., 2014; Fiorentino et al., 2016; Jung et 

al., 2017; Savino et al., 2011). En el caso de cáncer de pulmón se determinó el mecanismo de 

acción pro apoptótico del Omomyc; se indujo el arresto del ciclo celular en G1 o en G2/M 

acompañados de la activación de cinasas dependientes de ciclina (p21 y p27) (Sorolla et al., 2020).  

Los estudios citados anteriormente utilizaron células o modelos animales transgénicos para la 

expresión del Omomyc. El siguiente paso fue estudiar la efectividad como un tratamiento 

terapéutico externo. El Omomyc contiene una secuencia de penetración celular, lo cual sirvió de 

base para determinar que actúa de una manera dependiente de dosis. Se determinó que en células 

H1299, A549 y H1975 de NSCLC existió una reducción de la viabilidad a partir de una 

concentración mínima inhibitoria en el orden de micromolar (Beaulieu et al., 2019).    

En cuanto a una evaluación in vivo como un posible agente terapéutico, su administración ha sido 

evaluada a través de dos vías: intranasal e intravenosa. En otro estudio los investigadores evaluaron 

la vía de administración del Omomyc en un modelo murino mediante inhalación. Detectaron 

Omomyc en el núcleo de las células tumorales desde las 4 h de administración en y hasta 48 h 

posterior a su administración. Además, observaron que existió un cambio transcripcional de genes 

asociados a un pobre pronóstico de adenocarcinomas pulmonares; esto con tratamientos durante 3 
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días en una dosis de 2.37 mg/kg, consistente con lo demostrado en la actividad del Omomyc. 

(Beaulieu et al., 2019; Massó-Vallés & Soucek, 2020).  

Finalmente, para evaluar el efecto terapéutico vía intravenosa, utilizaron ratones modelo de 

NSCLC. Los investigadores determinaron una vida media en plasma de 49 h y en 4 semanas de 

tratamiento con una dosis de 60 mg/kg 4 veces por semana; observaron la reducción significativa 

de tumores sin signos de efectos adversos en bioquímica sanguínea y patología de los principales 

órganos. Además, en combinación con paclitaxel mostró un efecto terapéutico sinérgico (Beaulieu 

et al., 2019).   

La secuencia de penetración celular que contiene el Omomyc es una clara ventaja que le permite 

tener efecto en células tanto in vitro como in vivo. Debido a su región de hélice anfipática y a los 

estudios que provienen de esto, se confirmó que los péptidos penetradores de células requieren de 

una alta cantidad de aminoácidos cargados positivamente para poder ingresar a las células, 

generalmente residuos de arginina y lisina (Noguchi et al., 2005).  

Existen diferentes estrategias que pueden ser utilizadas para aumentar la efectividad de los iPeps. 

Mejorar su internalización a la célula puede ser logrado mediante péptidos de penetración celular 

(CPPs), éstos son péptidos catiónicos o anfipáticos que interactúan con proteoglucanos en la 

membrana celular. Permiten la entrada de moléculas pequeñas, péptidos, nanopartículas, entre 

otros. La penetratina y el activador trans transcripcional del virus del VIH fueron los primeros en 

ser identificados. El principal problema identificado con este procedimiento es la evasión de 

degradación por endosomas, por lo cual añadir una secuencia NLS es obligatoria para mejorar la 

efectividad en caso de que su blanco se encuentre en el núcleo celular (Sorolla et al., 2020; E. Wang 

et al., 2019).  



24 

 

La estabilidad in vivo de los péptidos también es de especial interés, debido a que pueden ser 

susceptibles a degradación en el torrente sanguíneo, mediante la modificación química de la cadena 

polipeptídica en sus extremos N o C terminal. Dos estrategias adoptadas han sido la formación de 

péptidos cíclicos, así como la introducción de aminoácidos dextrógiros (D-aminoácidos). En el caso 

de la primera estrategia, se diseñó el iPep ALRN-6924 actualmente para evitar la dimerización de 

HDM2:HDMX (Carvajal et al., 2018). Para la formación de péptidos cíclicos generalmente se 

forman puentes disulfuro entre dos cisteínas, mediante la adición de un enlace amida entre los 

aminoácidos del extremo C y N terminal. (Sorolla et al., 2020).  

La utilidad de los D-aminoácidos radica en su bajo nivel de reconocimiento por proteasas y baja 

inmunogenicidad. Además, que en algunos casos se ha reportado un aumento en la potencia 

terapéutica entre 27,000 a 150,000 veces más. Sin embargo, debe ser considerado que mientras 

permite una vida media mayor, el reemplazo por D-aminoácidos las IPP de los iPeps pudieran verse 

afectadas. Un ejemplo de iPep diseñado mediante este concepto es degarelix utilizado para el 

tratamiento de cáncer de próstata (Mathur et al., 2016).  

Aunado a que el diseño de iPeps con D-aminoácidos reduce su inmunogenicidad, la Pegilación 

(adición de PEG) ha mostrado resultados positivos. El polietilenglicol (PEG) es inerte y en medio 

acuoso evita el acceso de proteasas y peptidasas, sin embargo, puede afectar la actividad del péptido 

(Sorolla et al., 2020). Algunos ejemplos de iPeps que han empleado esta estrategia son Sylatron 

(PEG-interferón α-2b) y Oncaspar (PEG-asparaginasa) (Avramis et al., 2002).  

Finalmente, otra estrategia mediante la cual se puede aumentar la vida media de los iPeps, así como 

aumentar la entrega de ellos hacia un tipo celular u organelo específico, es mediante nanopartículas. 

Existen diferentes tipos de nanopartículas que han sido utilizadas como vehículos de entrega: 
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nanoliposomas, nanopartículas poliméricas, nanopartículas de oro, nanogeles, entre otros (Sorolla 

et al., 2020). Las nanopartículas de oro en particular han demostrado su capacidad de entrega de 

vacunas basadas en péptidos con actividad proapoptótica en células HeLa (Tang et al., 2013). 

Existen reportes en los cuales investigadores combinaron estrategias donde utilizaron 

nanopartículas de oro dirigidas con NLS y factores transcripcionales con un gen reportero en 

células HeLa, demostrando así la efectividad del sistema llegando hasta el núcleo y teniendo una 

actividad detectable (Y. Liu et al., 2011). 

1.6 Firmas transcriptómicas   

La firma transcriptómica es definida como el conjunto completo de ARN de un tipo celular en un 

momento en particular (Munshi & Sharma, 2018). Las firmas transcriptómicas son susceptibles a 

cambios, por lo que las células reaccionan a un estímulo cambiando la expresión de sus genes en 

respuesta a éste. Ya se ha determinado la firma transcriptómica de Myc y Omomyc en diferentes 

tipos de cáncer como pulmón, mama y melanoma (Beaulieu et al., 2019; Demma et al., 2020; 

Zacarías-Fluck et al., 2023). En el último caso se logró la identificación de modulación de 

programas transcripcionales asociados con la proliferación celular y progresión del ciclo celular.  

Inclusive, las firmas transcriptómicas han sido utilizadas para identificar biomarcadores asociados 

a pacientes con CaP con recaídas (Alkhateeb et al., 2019; W. Zhang & Zhang, 2022).  En estos dos 

estudios identificaron los genes PTGFR, NREP, SCARNA22, DOCK9, FLVCR2, IK2F3, USP13 y 

CLASP1 como potenciales biomarcadores de la progresión de la enfermedad. 

Una de las dificultades del CaP es su heterogeneidad a comparación con cáncer de mama o de 

pulmón. Algunos genes mutados, además de los reguladores maestros del ciclo celular, con alta 

prevalencia en cáncer de próstata fueron recientemente identificados. NCOA2 (un coactivador de 
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receptores nucleares que se encuentra mutado en cerca del 11 % de los tumores prostáticos), así 

como FOXP1, RYBP, SHQ1, (genes cooperativos de supresión tumoral). Finalmente, fue 

identificado el gen de fusión TMPRSS2-ERG en tumores con bajo nivel de alteraciones de copias 

de un gen  (Taylor et al., 2010). Sin embargo, mayores estudios son necesarios para la validación 

de estos genes.   

Conocer la firma transcriptómica antes y después de un tratamiento, permitiría la identificación de 

blancos terapéuticos para el diseño de nuevas terapias además de permitirnos determinar el efecto 

a nivel transcripcional distintos estímulos en las células, en este caso, péptidos como agentes 

terapéuticos.  

1.7 Nanosistemas para el diagnóstico y tratamiento del cáncer 

La nanotecnología se define como “ la ciencia e ingeniería involucrada en el diseño, síntesis, 

caracterización y aplicación de materiales o dispositivos cuya función organizacional es en la 

escala de los nanómetros” (Saini et al., 2010). Estos materiales pueden ser diseñados para la 

interacción con células y tejidos a un nivel molecular. Es por esto que existen diferentes 

aplicaciones de los nanosistemas (NS) en medicina. Existen NS empleados para el diagnóstico 

molecular de distintos tipos de cáncer como el colorrectal, hígado, de ovario y de próstata. Por otro 

lado, al manipular distintos fármacos a nanoescala, resaltan 3 aplicaciones principales: alteración 

en la solubilidad y tiempo de retención sanguínea, control de liberación durante un período 

determinado de tiempo y entrega altamente específica a un sitio en particular (Saini et al., 2010).  

Una de las problemáticas resueltas por el uso de NS en el diagnóstico molecular es la baja 

concentración que alcanzan en fluidos corporales. El aumento en la tasa de superficie/volumen 

proporciona a los NS una mayor sensibilidad (Ye Zhang et al., 2019).  
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Existen diferentes tipos de materiales empleados en la nanotecnología aplicado a la biomedicina. 

Las nanopartículas de carbono han sido utilizadas para el tratamiento de cáncer colorrectal, 

neoplasmas endometriales y cervicouterinos, nanoliposomas para linfomas y nanopartículas de 

óxido de hierro para estudios de imágenes en cáncer cuello y cabeza, entre otros (Ye Zhang et al., 

2019). 

1.8 Nanopartículas de oro 

De los diferentes materiales utilizados en el diseño de NS, destacan los metales. Algunos autores 

las han clasificado en metálicas, bimetálicas, óxidos metálicos y magnéticas. Dentro de los NS 

basados en metales destacan las nanopartículas de oro (AuNPs), en las cuales se ha centrado una 

amplia cantidad de estudios debido a sus propiedades únicas como la habilidad para que su 

superficie sea funcionalizada, ser químicamente inertes y propiedades electrónicas únicas que 

permiten el fenómeno de plasmón superficial (FPS). El FPS es producido por la radiación 

electromagnética que causa la excitación de los electrones libres en el metal; esta excitación resulta 

en la oscilación colectiva en las AuNPs (Figura 8) que puede ser medida utilizando 

espectrofotometría UV-Vis en la región visible (alrededor de 520 nm) (Sarfraz & Khan, 2021).  
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Figura 8. Representación de la resonancia de plasmón superficial. La excitación de los electrones de la superficie de 

oro de las AuNPs causa que comiencen a oscilar, generando las ondas de luz detectables mediante UV-Vis (Sarfraz & 

Khan, 2021). 

Debido a esta característica de FPS, las AuNPs han sido utilizadas como biosensores (Bertok et al., 

2013) y como terapia fototérmica en cáncer de mama, debido al efecto citotóxico del calor generado 

por la oscilación de los electrones (J. Lee et al., 2014; Vines et al., 2019).  

Al tener una superficie de fácil funcionalización con moléculas orgánicas como ligandos y 

anticuerpos, los NS basados en AuNPs son los más estudiados para la entrega específica de 

fármacos. La funcionalización depende del interés de cada aplicación. Las AuNPs han sido 

funcionalizadas con polietilenglicol (PEG) para adherencia a membrana celular y estudios con 
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ARN de interferencia, aptámeros para regulación génica, región Fc de anticuerpos para evaluación 

de inmunoensayos para tratamiento y diagnóstico, entre otros (Tiwari et al., 2011).  

Si bien aún se requieren mayores estudios, la cantidad de fármacos que ya han sido aprobados para 

el tratamiento de distintos tipos de cáncer establecen que los NS proveen de una alternativa que 

merece ser estudiada como herramienta para el tratamiento del CaP. 

Por otro lado, el uso de conjugados AuNPs-péptidos ha sido el objeto de estudio durante años. 

Algunas de sus aplicaciones involucran la inhibición de las interacciones moleculares entre 

patógenos con el huésped, entrega de fármacos e imagenología molecular (Jeong et al., 2018). 

Estos conjugados también han sido utilizados para la detección de células tumorales circulantes en 

sangre periférica utilizando un péptido del factor de crecimiento epidérmico (X. Wang et al., 2011); 

en imagenología han sido utilizados contra fibras amiloides en ratas Sprague-Dawley usando un 

péptido anfipático (Secuencia: CLPFFD) (Guerrero et al., 2012). Otros conjugados AuNPs-

péptidos han sido utilizados para entregar siRNAs al núcleo de células MCF-7 utilizando un 

péptido de NLS (N. Li et al., 2017). En otro trabajo un conjugado de AuNPs con el péptido de 

penetración TAT fue utilizado para la entrega específica de plásmidos al tejido de melanoma 

mostrando una mejoría en los efectos terapéuticos (Niu et al., 2017). Estos ejemplos proveen de 

evidencia de la habilidad de los conjugados AuNPs-péptido de ser utilizados con fines terapéuticos.  
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2. Justificación 

El cáncer de próstata en México presenta alta incidencia y mortalidad. Los métodos actuales para 

su detección, así como las limitaciones en el tratamiento y la esperanza de vida representan un reto 

en nuestra población, donde la nanotecnología presenta una oportunidad de mejora para el 

diagnóstico, abordaje molecular y diseño de tratamientos dirigidos.  

En este proyecto se propone un NS compuesto de péptidos diseñados a partir de Myc y Max, 

acoplados a oligonucleótidos y AuNPs. Este trabajo pretende demostrar que los nanosistemas 

diseñados son capaces de inducir cambios en las firmas transcriptómicas de genes guiados por Myc 

en líneas celulares de cáncer de próstata.  

Finalmente, el nanosistema propuesto tiene el potencial de utilizarse posteriormente como 

teranóstico.  

3. Hipótesis 

Los nanosistemas pMyc/pMax:AuNPs inducen cambios en las firmas transcriptómicas de líneas 

celulares de cáncer de próstata 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Identificar las firmas transcriptómicas en líneas celulares de cáncer de próstata de los nanosistemas 

basados en péptidos Myc y/o Max y nanopartículas de oro dirigidos a la secuencia consenso E-

box.  
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4.2 Objetivos específicos: 

1. Diseñar, construir y caracterizar los nanosistemas pMyc/pMax:AuNPs mediante EMSA, UV-

Vis, TEM y DLS. 

2. Evaluar la hemocompatibilidad y citotoxicidad in vitro de los nanosistemas. 

3. Evaluar el perfil transcriptómico mediante RNA-Seq de células DU145 tratadas con los 

nanosistemas. 

4. Comparar el perfil transcripcional de células DU145 con y sin tratamiento para determinar la 

firma transcriptómica.  
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5.  Materiales y Métodos 

5.1 Esquema general de trabajo 

En la Figura 9 se muestra el esquema general de trabajo.  

Figura 9. Estrategia general del trabajo dividido en las 4 etapas correspondiente a los objetivos específicos.  
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5.2 Materiales y reactivos 

5.2.1 Equipos 

 Espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham MD, USA) 

 Lector de microplacas Cytation3 (BioTek, Illinois, Estados Unidos) 

 Ultracongelador Vip Series (Panasonic, Osaka, Japón) 

 Campana de flujo laminar (Nuaire, Minnesota, Estados Unidos)  

 Incubadora 2310 (VWR International, Pensilvania, Estados Unidos) 

 Cell Countess 3 (Invitrogen, Massachusetts, Estados Unidos) 

 Microcentrífuga 5430 (Eppendorf, Framingham, Estados Unidos) 

 Microscopio óptico Olympus CKX41 (Olympus Life Science, Tokio, Japón)  

 Centrífuga J-600 (Solbat, Puebla, México) 

 Sistema de bioimagen UVP Chemi Camera EC3 (Bio-rad, California, Estados Unidos) 

 Termomixer AG 5350 (Eppendorf, Framingham, Estados Unidos) 

 Termociclador MJ Mini (Bio-rad, California, Estados Unidos) 

 Fuente de poder para electroforesis modelo 250 (Life Technologies, Beverly, Estados 

Unidos) 

 Cámara de electroforesis B1 (Owl Separation Systems, Portmouth, Estados Unidos) 

 Microcentrífuga 5415 C (Eppendorf, Framingham, Estados Unidos) 

 Zetasizer Nano ZS590 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido) 

 Microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM 2200 FS (JEOL, Tokio, Japón) 

 Micropipetas varios volúmenes (Eppendorf, Framingham, Estados Unidos) 
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5.2.2 Materiales 

 Tubos para microcentrífuga de varios volúmenes (Heathrow Scientific, Illinois, Estados 

Unidos) 

 Puntillas para micropipetas de varios tamaños (Axygen Scientific, California, Estados 

Unidos) 

 Pipetas serológicas de 2, 5 y 10 ml (Corning Incorporated, Nueva York, Estados Unidos) 

 Microplacas de 6, 12, 24 y 96 pocillos (Corning Incorporated, Nueva York, Estados 

Unidos) 

 Botellas para cultivo celular (Biolite, California, Estados Unidos) 

 Tubos cónicos de 15 y 50 ml (Corning Incorporated, Nueva York, Estados Unidos) 

 Pañuelos deshechables Kimwipes (Kimtech, Texas, Estados Unidos) 

 Cámara de neubauer bright-line (Hausser Scientific, Pensilvania, Estados Unidos) 

 Tubos GentegraRNA (GenTegra LLC, California, Estados Unidos) 

 Columnas Spin-X MWCO 5 kDa y 10 kDa (Corning Incorporated, Nueva York, Estados 

Unidos) 

5.2.3 Reactivos 

 RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen, Hilden, Alemania) 

 Azul de tripan 0.4 % (Invitrogen, Massachusetts, Estados Unidos) 

 Tripsina-EDTA 0.05 % (1X) (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) 

 Penicilina-Estreptomicina PenStrep (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) 

 Anfotericina B (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) 

 Bioline HypperLadder 100 pn (Meridian Bioscience, Ohio, Estados Unidos) 
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 Agua destilada ultrapura (Invitrogen, Massachusetts, Estados Unidos) 

 Buffer Tris-EDTA (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) 

 Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco, Nueva York, Estados Unidos) 

 RNaseZap (Invitrogen, Massachusetts, Estados Unidos) 

 Alcohol etílico Absoluto (CTR Scientific, Nuevo León, México) 

 Alcohol isopropílico (CTR Scientific, Nuevo León, México) 

 Agarosa (Bio-rad, California, Estados Unidos) 

 Dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Etanol grado biología molecular (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Kits de conjugación de AuNPs de 5 nm con maleimida (Cytodiagnostics, Ontario, Canadá) 

 Cell proliferation Kit I (Roche, Penzberg, Alemania) 

 Buffer PBS 10 X (Invitrogen, Massachusetts, Estados Unidos) 

 Trizma base (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Ácido bórico (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) 

 Buffer TB 5 X (450 mM Tris, 450 mM ácido bórico) 

5.2.4 Material biológico 

 Líneas celulares de cáncer de próstata: DU145, PC-3 y LNCaP (Donadas por Delee Corp) 

 Línea celular de tejido epitelial de riñon de mono verde: Vero CCL-81 (Donadas por el 

Departamento de Química Analítica, Facultad de Medicina, Universidad Autónoma de 

Nuevo León) 
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 Oligonucleótidos para ensayo EMSA (Integrated DNA Technologies, Iowa, Estados 

Unidos) 

 Péptidos pMyc y pMax (Accura, Nuevo León, México) 

 Sangre para la obtención de la suspensión de eritrocitos 

5.3 Métodos 

5.3.1 Diseño y síntesis de los péptidos pMyc y pMax 

Se partió de las secuencias para las proteínas nativas de Myc (NP_002458.2) y Max 

(NP_660087.1). Utilizamos Swiss-Model para el modelamiento homólogo de las proteínas 

(Waterhouse et al., 2018), Cn3D para la visualización de la estructura macromolecular y de la 

interacción de los residuos aminoacídicos (Y. Wang et al., 2000) y ScooP para obtener la 

estabilidad termodinámica teórica (Pucci et al., 2017). Así mismo, se realizó una búsqueda 

utilizando BLASTp suite en la base de datos de secuencias de proteínas patentadas (Pataa).  Se 

realizaron diversas iteraciones de un proceso que involucró la edición de las secuencias, eliminando 

residuos aminoacídicos que no fueran relevantes para el diseño del nanosistema por ejemplo, el 

dominio de transactivación transcripcional; esto se puede apreciar en la Figura 10 que muestra el 

proceso de diseño de los péptidos. La síntesis de los péptidos fue llevada a cabo por el servicio de 

síntesis de péptidos a la medida de Accura Monterrey S.A. de C.V. 
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Figura 10. Esquema del diseño de los péptidos pMyc y pMax. 

5.3.2 Diseño de oligonucleótidos 

El diseño de los oligonucleótidos para el Ensayo en el cambio de corrimiento electroforético 

(EMSA) consistió en oligonucleótidos de cadena sencilla que fueron hibridados a doble cadena en 

un termociclador antes de ponerlos en contacto con los péptidos; diseñamos 4 pares de 

oligonucleótidos: “CME Allevato” corresponde a oligos con secuencia canónica E-box reportados 

anteriormente por Allevato y colaboradores (Allevato et al., 2017), CME corresponde a oligos 

diseñados por nosotros que contiene una secuencia canónica E-box, NE corresponde a oligos con 

elementos no E-box por los cuales el dímero Myc:Max tiene reportada una afinidad (Allevato et 

al., 2017) y CTRL corresponde a oligos que no contienen una secuencia canónica E-box. Las 

secuencias de los oligonucleótidos se encuentran en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Secuencias de los oligonucleótidos diseñados para el ensayo EMSA. 

CME, secuencia canónica E-box; NE, elemento no E-box; CTRL, control. Las secuencias CME están en negritas, las secuencias no 
CME están subrayadas; F, secuencia forward; R, secuencia reversa.  

5.3.3 Ensayo de cambio en el corrimiento electroforético 

Una vez diseñados y adquiridos los péptidos, se diseñaron experimentos para determinar la 

especificidad de los péptidos de diseño pMyc y pMax para unirse a las secuencias E-box, mediante 

el ensayo EMSA utilizando los oligonucleótidos mencionados en el punto 4.3.2. Los 

oligonucleótidos fueron resuspendidos en buffer TE 1 X pH 7.5 para llevarlos a una concentración 

final de 250 µM y a su vez en otro tubo eppendorf diluirlos para llevarlos a 100 µM. La mezcla de 

reactivos para la reacción de hibridación de los oligonucleótidos de cadena sencilla aparece en la 

Tabla 4.  

 

 

 

 

 

Código Secuencia 

CME Allevato F 5’ CCG GCC ACG TGC ACG TGT TAA TAG CTC AGA CTA CTG TGT CGA CG 3’ 

CME Allevato R 5’ CGT CGA CAC AGT AGT CTG AGC TAT TAA CAC GTG CAC GTG GCC GG 3’ 

CME F 5’ AGA TCT CGA GCT GCA TGC TGT ACA CGT GAT GTC GTA CGT CGA GCT CTA GT 3’ 

CME R 5’ ACT AGA GCT CGA CGT ACG ACA TCA CGT GTA CAG CAT GCA GCT CGA GAT CT 3’ 

NE F 5’ AGA TCT CGA GCT GCA TGC TGT AAA CGT TAT GTC GTA CGT CGA GCT CTA GT 3’ 

NE R 5’ ACT AGA GCT CGA CGT ACG ACA TAA CGT TTA CAG CAT GCA GCT CGA GAT CT 3’ 

CTRL F 5’ AGA TCT CGA GCT GCA TGC TGT ATT AGC AAT GTC GTT ATC AGA GCT CTA GT 3’ 

CTRL R 5’ ACT AGA GCT CTG ATA ACG ACA TTG CTA ATA CAG CAT GCA GCT CGA GAT CT 3’ 
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Tabla 4. Preparación de reacción para hibridar los oligonucleótidos utilizados en el EMSA. 

Reactivo Cantidad (µL) Concentración Final 

Agua ultrapura 8.35 N/A 

Buffer (5 X) 7.7 1.54 X 

MgCl2  (25mM) 7.7 7.7 mM 

Oligonucleótido forward 0.625 2.5 µM 

Oligonucelótido reversa 0.625 2.5 µM 

Volumen final 25 N/A 

N/A – no aplicable 

El programa en el termociclador consistió en un solo ciclo y se encuentra en la Tabla 5, la 

dimerización de pMyc:pMax se llevó acabó colocando 2 µL de pMyc 75 µM y 2 µL de pMax 75 

µM en un tubo cónico de PCR. Los tubos fueron sometidos a un tratamiento de 37 °C por 30 min 

para posteriormente ser tratados a 22 °C por 30 min. Una vez realizado esto, se agregaron 5 µL de 

los oligonucleótidos hibridados y se repitió el procedimiento para fomentar la interacción péptidos-

ADN. El EMSA fue resuelto siguiendo la metodología planteada por Ream y colaboradores (Ream 

et al., 2016). Se colocaron 5 µL de cada muestra en los pocillos de un gel de agarosa 2.5 % 

elaborado con TB 1 X y resuelto mediante electroforesis en buffer TB 0.5 X a 160 V por 10 min y 

después a 100 V por 90 min. Las imágenes fueron capturadas utilizando el Sistema de bioimagen 

UVP Chemi Camera EC3.  
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Tabla 5. Programa de hibridación de oligonucleótidos para EMSA.  

Temperatura (°C) Tiempo (min) 

95 5 

62 10 

52 10 

25 20 

 

5.3.4 Ensamblaje de los nanosistemas 

Se ensamblaron 3 diferentes NS: pMyc:AuNPs, pMax:AuNPs, pMyc:pMax:AuNPs los cuáles 

contienen los péptidos indicados en su nombre. Y aparecen de manera visual en la Figura 11, con 

esta nomenclatura aparecerán a lo largo de todo este documento.  

 

Figura 11. Esquema de los nanosistemas pMyc:AuNPs, pMax:AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs. 
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5.3.5 Nanosistemas pMyc:AuNPs, pMax:AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs 

Los péptidos fueron resuspendidos en PBS 1 X pH 7.4 a una concentración final de 1 mg/ml. 

Posteriormente, a 50 µL de cada suspensión de péptidos se le añadió 1 µL de DTT 0.5 M para 

reducirlos. Los tubos fueron incubados por 2 h a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Una 

vez concluida la reducción, se eliminó el DTT centrifugando en columnas Illustra Microspin G-25 

a 735 g por 1 min.  

Los péptidos fueron conjugados siguiendo las instrucciones del fabricante de los kits de 

conjugación de AuNPs de 5 nm con maleimida. Se añadieron 60 µL de buffer de reacción del kit 

a 48 µL de péptidos. De esa solución, se transfirieron 90 µL al vial que contiene las AuNPs 

liofilizadas. Se mezcló por pipeteo hasta que todas las AuNPs se encontraron en suspensión y se 

incubó el vial por 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se añadieron 10 µL del 

buffer de extinción y se incubó el vial por 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad para 

detener la reacción de conjugación. Finalmente, los péptidos no unidos, fueron eliminados al 

centrifugar en una columna Spin-X MWC 100 kDa a 10,000 g por 10 min. Las nanopartículas 

fueron resuspendidas en PBS 1 X pH 7.4 para su almacenamiento. Se caracterizó la conjugación 

utilizando el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 y los nanosistemas ensamblados fueron 

almacenados a 4 °C hasta su uso.  

5.3.6 Ensayo de estabilidad de los nanosistemas 

Se ajustaron los nanosistemas a una concentración de 0.05 ng/ μl y se obtuvieron los espectros de 

absorbancia utilizando un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 en longitudes de onda desde los 

220 hasta los 750 nm por 96 h midiendo en intervalos de 24 h. 
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5.3.7 Caracterización por microscopía electrónica de transmisión 

La microscopía electrónica de transmisión (TEM) consiste en el uso de un haz de electrones para 

visualizar los objetos de estudio; esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la caracterización 

de nanopartículas. Los nanosistemas fueron disueltos a una concentración de 2.5 ng/μl utilizando 

agua destilada. Se colocaron 10 μl de cada nanosistema en una rejilla formvar de carbono cubierta 

de cobre y se dejó secar por 30 min a temperatura ambiente. Las imágenes fueron capturadas 

utilizando un microscopio JEOL JEM2200 FS de 200 kV. Posteriormente se utilizó el sofware 

ImageJ (ver. 13.0.6) para analizar la imagen y obtener el tamaño del núcleo metálico de los 

nanosistemas.  

5.3.8 Caracterización por dispersión dinámica de la luz 

La dispersión dinámica de la luz (DLS) permite la caracterización física de nanopartículas en 

solución midiendo el movimiento ópticamente fijo registrando la señal de la luz en un ángulo fijo; 

esto permite determinar el diámetro hidrodinámico (HD). El potencial zeta fue basado en la 

movilidad electroforética. Ambas propiedades fueron determinadas utilizando el equipo Zetasizer 

Nano ZS90 en los nanosistemas ajustados a una concentración de 2.5 ng/ μl.  

5.3.9 Evaluación de la hemocompatibilidad 

Es imperativo determinar la hemocompatibilidad de los NS por dos principales razones: para 

determinar si los NS tienen posibilidad de escalar a un modelo preclínico y para determinar las 

concentraciones a utilizar en los ensayos de citotoxicidad. La prueba consiste en la preparación de 

una solución de eritrocitos, la incubación de éstos con los NS y la cuantificación de la hemoglobina 

liberada mediante UV-Vis.  
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   5.3.9.1 Preparación de solución de eritrocitos 

Se obtuvieron aproximadamente 4 mL de sangre periférica en un tubo con EDTA a partir de un 

donador. La sangre fue transferida a un tubo cónico de 15 mL y éste fue centrifugado a 3,000 rpm 

por 3 min. Descartamos el plasma con una pipeta y agregamos PBS 1X hasta llegar a los 5 mL. 

Posteriormente, la solución fue homogenizada mediante inversión suave para ser centrifugada 

nuevamente a 3,000 rpm por 3 min. El sobrenadante fue descartado con una micropipeta. De esta 

manera se realizaron 3 lavados para obtener una solución con únicamente eritrocitos. Una vez 

concluido esto, se preparó una dilución 1:99 de eritrocitos agregando 9,800 μL de PBS 1X a otro 

tubo cónico de 15 mL y 100 μL de la solución con eritrocitos lavados. Finalmente, la solución fue 

homogenizada mediante mezclado por inversión suave. Ésta fue guardada a 4 °C hasta su uso. 

   5.3.9.2 Tratamiento de los eritrocitos con los nanosistemas 

Se utilizaron 3 diferentes concentraciones de cada nanosistema o AuNPs para este ensayo: 0.05 

ng/μL, 0.5 ng/μL, 5 ng/μL. Realizamos 5 réplicas por cada concentración y utilizamos como control 

negativo PBS 1X y como control positivo agua destilada. Se mezclaron 16 μL cada tratamiento 

con 4 μL de la dilución 1:99 de eritrocitos lavados en microtubos de 0.5 mL. Después de una 

homogenización con pipeteo suave, se incubaron por 30 min a 37 °C en un Thermomixer a 300 

rpm. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm por 3 min. Las absorbancias de 

la hemoglobina en el sobrenadante fueron obtenidas utilizando espectrofotometría UV-Vis con 

lectura a 415 nm. Se obtuvieron los porcentajes de hemólisis siguiendo la siguiente fórmula: 

𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) = ( 
[𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝐴𝑏𝑠415 − 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝐴𝑏𝑠415]

[𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝐴𝑏𝑠415 − 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝐴𝑏𝑠415]
) ∗ 100 
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5.3.10 Evaluación de la citotoxicidad por MTT 

La determinación de la citotoxicidad por la prueba de MTT consiste en lo siguiente: Se siembran 

en una placa de cultivo un número medido de células y se ponen en contacto con el agente a evaluar 

por un tiempo definido por los investigadores. Posteriormente, se retira el medio con el agente a 

evaluar y se añade medio con el reactivo MTT el cuál será reducido por la actividad mitocondrial 

de las células vivas en los pozos de la placa de cultivo. Se incuba a 37°C por 3 h y el MTT habrá 

sido reducido a cristales de formazán, los cuales deberán ser disueltos en isopropanol acidificado 

(pH = 3) para obtener la lectura de absorbancia a 570 nm y 651 nm. 

En una placa de 96 pocillos se sembraron 10,000 de cada una de las líneas celulares (PC-3, LNCaP, 

DU145 o Vero CCL-81) por pocillo, con un volumen de 100 μL de medio DMEM o RPMI según 

los requerimientos de las células. Posteriormente las células se dejaron adherir incubando por 24 h 

o 48 h dependiendo de la línea celular utilizada; LNCaP requiere 48 h para adherirse correctamente 

al fondo de la botella o placa. Se retiró el medio y se colocaron 100 μL de medio con nanosistema 

y se trabajó con las 3 concentraciones de cada uno de los nanosistemas cómo en el punto 4.3.5: 

0.05 ng/μL, 0.5 ng/μL y 5 ng/μL. La placa fue incubada a 37 °C y con 5 % de CO2 por 24 h. Una 

vez concluido el tratamiento, se retiró el medio con nanosistema y se añadieron 100 μL de una 

solución de medio-reactivo MTT; las placas fueron incubadas en las mismas condiciones por 3 h. 

Transcurridas las 3 h, los cristales de formazán fueron disueltos añadiendo 100 μL de isopropanol 

acidificado a pH 3. Una vez disueltos todos los cristales, las placas fueron leídas en un lector de 

microplacas a 570 nm y a 651 nm. La diferencia entre las absorbancias obtenidas a 570 nm y 670 

nm son las utilizadas en la siguiente fórmula para el cálculo de viabilidad celular: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ∗ 100

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
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Todos los ensayos se realizaron con un control y con 3 réplicas cada uno.  

5.3.11 Obtención de las firmas transcriptómicas 

   5.3.11.1 Extracción del ARN 

Se seleccionó la línea DU145 y los NS pMyc:AuNPs, pMax:AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs para la 

obtención de las firmas transcriptómicas debido a que los resultados de los ensayos de citotoxicidad 

fueron más significativos, y a la poca información transcriptómica de esta línea celular.  

Para la extracción de RNA se siguieron las instrucciones del fabricante del kit RNeasy Plus mini 

kit de Qiagen. Se sembraron 1 x 106 células en placas de 6 pozos. Posteriormente, las células fueron 

tratadas con los nanosistemas en una concentración de 0.5 ng/μL por 24 h, utilizando células 

DU145 sin ningún tratamiento como control.  Una vez concluido el tratamiento, las células fueron 

despegadas de la placa utilizando 1,000 μL de tripsina y ésta fue inactivada con 1,000 μL de RPMI. 

Esta solución fue colocada en un tubo de microcentrífuga de 2 mL el cuál fue centrifugado a 1,000 

rpm por 5 min. Una vez decantado el sobrenadante las células fueron lisadas con 350 μL de buffer 

RLT incluido en el kit de Qiagen. Se homogenizó el pellet al mezclar en vortex por 1 min. El lisado 

homogenizado fue transferido a una columna eliminadora de ADN genómico; la columna fue 

centrifugada por 30 s a 10,500 rpm. La columna fue descartada y se siguió trabajando con el 

volumen de buffer en el tubo recolector. A este volumen se le añadió 1 volumen de etanol 70 % y 

se mezcló por pipeteo. Después de esto, 700 μL de esta solución fueron transferidos a una columna 

RNeasy spin con un tubo de recolección y se centrifugó a 10,500 rpm por 15 s. Una vez concluida 

la centrifugación, se agregaron 700 μL del buffer RW1 y se centrifugó por el mismo tiempo y a la 

misma velocidad; el filtrado fue descartado. Posteriormente se añadieron 500 μL de buffer RPE y 

la columna fue centrifugada por 2 min a 10,500 rpm. Finalmente, se añadieron 30 μL de agua libre 
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de RNAsas y se centrifugó por 1 min a 10,500 rpm captando el ARN en un tubo nuevo de 

recolección. De manera inmediata se procedió a realizar el análisis de calidad de los ARN mediante 

espectrofotometría obteniendo las concentraciones, las relaciones 260/280 y 260/230. Los tubos 

que contuvieron los diferentes ARN fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.  

   5.3.11.2 RNA-Seq y firma transcriptómica 

Se utilizaron los tubos GentegraRNA para almacenar a temperatura ambiente los ARN y para 

mejorar la integridad de éstos durante todo el transporte hacia la empresa que realizó la 

secuenciación. Se requirió 4,000 ng de RNA en 25 uL de agua destilada por cada experimento. Los 

tubos GentegraRNA fueron secados en la cabina de bioseguridad por 24 h.  

Las muestras fueron enviadas a LC Sciences (Houston, Texas, Estados Unidos) para su 

secuenciación. La biblioteca fue preparada utilizando el protocolo de preparación Truseq-stranded-

mRNA de Illumina. La integridad del ARN fue determinada con un Bioanalyzer 2100 de Agilent 

Technologies. Los mRNAs fueron aislados utilizando perlas magnéticas oligo-(dT) con dos rondas 

de purificación. Después de la purificación, el ARN fue fragmentado utilizando un buffer catiónico 

divalente a altas temperaturas. La construcción de la biblioteca de ADN fue llevada a cabo con el 

siguiente flujo de trabajo: Control de calidad utilizando el chip de ADN de alta sensibilidad en un 

Bioanalyzer 2100 de Agilent Technologies; la secuenciación pareada fue realizada utilizando el 

sistema de secuenciación NovaSeq 6000 de Illumina.  Una vez obtenidos los archivos, se realizó 

la eliminación de las lecturas que contenían el adaptador con la herramienta Cutadapt ver. 4.7 . 

Posteriormente, la calidad de las secuencias fue analizada utilizando FastQC ver 0.12.0. Se realizó 

el alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia GRCh38 utilizando HISAT2 ver 

2.2.1. y se utilizó StringTie ver 2.2.0 para ensamblar las lecturas. Gffcompare ver 0.12.6 fue 
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utilizado para la reconstrucción del transcriptoma obtenido; finalmente, StringTie y ballgown 2.1.1 

fueron utilizadas para estimar los niveles de expresión de los transcritos.  

Para el análisis de expresión diferencial de los ARNm, se utilizó StringTie calculando los 

fragmentos por kilobase de transcrito por cada millón de lecturas alineadas (FPKM). Se utilizó 

DESeq2 entre dos de las diferentes muestras. Los ARNm con una tasa de descubrimiento falsa 

(FDR) por debajo de 0.05 y un cambio absoluto ≥ 2 fueron considerados como ARNm 

diferencialmente expresados. La firma transcriptómica fue obtenida utilizando la plataforma 

ToppGene utilizando la simbología de genes Hugo.  

   5.3.11.3 Ensayo de enriquecimiento de conjunto de genes 

Para los ensayos de enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA) se utilizó el software GSEA 

4.3.3 del Broad Institute (Subramanian et al., 2005). Se utilizaron los archivos rnk provenientes de 

cada una de las secuenciaciones para el análisis contra las bases de datos 

Human_HGNC_ID_MSigDB.v2023.2.Hs.chip y h.all.v2023.2.Hs.symbols.gmt con 1000 

permutaciones.  
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6. Resultados 

6.1 Diseño y síntesis de pMyc y pMax 

El pMyc resultante tiene una longitud de 51 aminoácidos en su secuencia; contiene el dominio 

bHLH para el reconocimiento de la secuencia E-box y la dimerización, una NLS para promover tu 

translocación al núcleo y una cisteína en su extremo C-terminal para la conjugación con las AuNPs. 

El pMax resultó en una secuencia aminoacídica de 46 residuos; contiene el dominio bHLH y la 

cisteína en su extremo C-terminal. Las predicciones del modelamiento de los péptidos, y su 

heterodimerización, fueron obtenidas utilizando SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org/interactive (5 agosto del 2020). Una imagen representativa del 

render de esto puede ser observada en la Figura 12 realizada utilizando Cn3D. 

 

Figura 12. Imagen representativa del modelamiento obtenido con Cn3D del heterodímero de pMyc (rosa) y pMax 

(azul).   
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El heterodímero predicho pMyc:pMax mantiene los sitios de reconocimiento y unión a la CME; 

los extremos C-terminales están separados por 15.3 angstroms. El servidor ScooP (ver. 1.0) predijo 

estabilidad térmica tanto de los péptidos individuales, como del heterodímero (Waterhouse et al., 

2018), (Tabla 6) a temperaturas muy por encima de la temperatura fisiológica estándar de 37 °C. 

Estos resultados sugieren que pMyc, pMax y pMyc:pMax se mantuvieron estables durante los 

tiempos de incubación en los ensayos de viabilidad celular y que existe la posibilidad de 

mantenerse estable en un modelo in vivo.  

Tabla 6. Estabilidad térmica calculada in silico de los péptidos y dímero.  

 

 

 

6.2 Evaluación de la interacción entre péptidos y ADN mediante ensayo de cambio en el 

corrimiento electroforético EMSA 

El ensayo de EMSA pretendió demostrar evidencia de interacción péptidos;ADN mediante retraso 

del corrimiento electroforético. Los homodímeros pMyc:pMyc y pMax:pMax no interactuaron con 

la CME ya que los resultados muestran que no hubo retraso en el corrimeinto electroforético 

(Figura 11 (a),(b). Por el contrario, los resultados de EMSA revelaron interacciones péptidos-ADN 

contundentes entre pMyc:pMax y las CME, indicando una unión específica. Esto último se puede 

observar en la Figura 11(c), de manera específica en los carriles 4 y 8; el carril 4 corresponde al 

oligonucleótido diseñado por nosotros que contiene una CME y el 8 corresponde al oligonucleótido 

reportado por Allevato y colaboradores que contiene una CME (Allevato et al., 2017). No hay 

 Tm ( °C) ΔG (kcal/mol) 

pMyc 80.1 -8.4 

pMax 81.4 -6 

pMyc:pMax dimer 76.6 -4.2 
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evidencia de interacción con secuencias que no contienen la CME tanto para pMax:pMax y 

pMyc:pMyc como para pMyc:pMax. Estos resultados sugieren la heterodimerización, un 

reconocimiento específico a CME y una interacción entre pMyc:pMax y la CME. Estos resultados 

son similares a la habilidad de Omomyc a unirse de manera específica a CME (H. Chen et al., 

2018; Soucek et al., 1998) y a los resultados del análogo sintético de Myc [AQ] (Calo-Lapido et 

al., 2019). Nuestros resultados muestran una diferencia pequeña entre la distancia de las CME con 

respecto a las otras secuencias. Este cambio discreto es principalmente debido al tamaño pequeño 

de los péptidos (<7 kDa por cada uno). En cambio, en EMSA con anticuerpos (~ 150 kDa y 10 nm 

de longitud), o con otras proteínas, el cambio es más significativo que el observado en la Figura 13 

(B. Chen et al., 2012; Reth, 2013).  
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Figura 13. Imágenes de los geles de los EMSA con (a) pMax, (b) pMyc y (c) pMyc:pMax con los oligonucleótidos 

descritos en la Tabla 3. Los carriles fueron los siguientes: 1, vacío; 2, Marcador de peso molecular de 25 pb; 3, CME; 

4, CME y péptido(s); 5, Ctrl; 6, Ctrl y péptido(s); 7, CME-Allevato; 8, CME-Allevato y péptidos(s);9, NE;10, NE y 

péptido(s). Una representación de los péptidos y el heterodímero interactuando con el ADN fue incluido; pMyc(rojo), 

pMax (azul) y en celeste con dorado la doble cadena de ADN.  
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6.3 Análisis por UV-Vis del ensamblaje de los nanosistemas pMyc:AuNPs, pMax:AuNPs y 

pMyc:pMax:AuNPs 

La conjugación de los péptidos a las AuNPs resultó en un cambio en el máximo punto de 

absorbancia a una longitud de onda mayor comparado con el máximo punto de absorbancia de las 

AuNPs (Figura 14). La longitud de onda incrementó en 6 nm para pMyc:pMax:AuNPs y en 9 nm 

en pMyc:AuNPs y pMax:AuNPs. El análisis mediante UV-Vis reveló cambios batocrómicos, lo 

que indica un cambio en la resonancia de plasmón superficial; esto significa que las propiedades 

electrónicas de las AuNPs son afectadas por los ligandos (Cirri et al., 2015), en este caso pMyc y 

pMax. Estos cambios batocrómicos han sido observados en otros trabajos que involucran la 

conjugación de AuNPs con péptidos y se ha propuesto como indicador de un ensamblaje correcto 

de los nanosistemas (Gamrad et al., 2016; Kumar et al., 2012; Matea et al., 2015). Estos resultados 

proveen evidencia de una conjugación exitosa. 
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Figura 14. Espectro de absorción obtenido para los diferentes nanosistemas y las AuNPs sin péptido. 

6.4 Caracterización física de los nanosistemas por TEM y DLS  

Las figuras 15-18 muestra micrografías representativas de los nanosistemas; en la Tabla 7 se 

muestran los resultados cuantificados de los diámetros de las AuNPs (núcleo metálico) de los 

nanosistemas, además de los diámetros hidrodinámicos (HD) obtenidos mediante dispersión 

dinámica de la luz y el potencial zeta obtenido mediante movilidad electroforética.  



54 

 

 

Figura 15. Imágenes representativas de TEM de las AuNPs. (a) La estructura en red de la rejilla formvar está cubierta 

con AuNPs cubiertas de PEG de 5 kDa, formando una suspensión coloidal (las AuNPs cubiertas de PEG son visibles 

aquí como una nebulosa. (b) La estructura coloidal depositada en la estructura de la rejilla. (c) Un acercamiento de la 

estructura coloidal de las AuNPs. (d) El núcleo magnético de las 5 nm aparece como esferas negras (el mismo núcleo 

magnético es observado como esferas blancas en a y c) 
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Figura 16.  Imágenes representativas de TEM de pMyc:AuNPs. (a) La estructura en red de la rejilla formvar está 

cubierta con AuNPs cubiertas de PEG de 5 kDa y de péptidos pMyc, formando una suspensión coloidal (las AuNPs 

cubiertas de PEG son visibles aquí como una nebulosa. (b) La estructura coloidal depositada en la estructura de la 

rejilla compuesta por Myc:AuNPs. (c) Un acercamiento de la estructura coloidal de pMyc:AuNPs. (d) El núcleo 

magnético de las 5 nm aparece como esferas negras (el mismo núcleo magnético es observado como esferas blancas 

en b y c) 
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Figura 17.  Imágenes representativas de TEM de pMax:AuNPs. (a) La estructura en red de la rejilla formvar está 

cubierta con AuNPs cubiertas de PEG de 5 kDa y de péptidos pMax, formando una suspensión coloidal (las AuNPs 

cubiertas de PEG son visibles aquí como una nebulosa. (b) La estructura coloidal depositada en la estructura de la 

rejilla compuesta por Myc:AuNPs. (c) Un acercamiento de la estructura coloidal de pMax:AuNPs. (d) El núcleo 

magnético de las 5 nm aparece como esferas negras (el mismo núcleo magnético es observado como esferas blancas 

en a-c) 
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Figura 18.  Imágenes representativas de TEM de pMyc:pMax:AuNPs. (a) La estructura en red de la rejilla formvar 

está cubierta con AuNPs cubiertas de PEG de 5 kDa y de péptidos pMyc y pMax, formando una suspensión coloidal 

(las AuNPs cubiertas de PEG son visibles aquí como una nebulosa. (b) La estructura coloidal depositada en la 

estructura de la rejilla compuesta por Myc:AuNPs. (c) Un acercamiento de la estructura coloidal de 

pMyc:pMax:AuNPs. (d) El núcleo magnético de las 5 nm aparece como esferas blancas (el mismo núcleo magnético 

es observado como esferas blancas en a,b,d) 

Las imágenes de TEM muestras AuNPs esféricas cuyo diámetro oscila entre 3.28 ± 1.16 nm y los 

5.78  ± 1.41 nm. De manera interesante, los HD obtenidos muestra diámetros que oscilan entre 

225.04 ± 17.65 hasta 264.97 ± 4.39 nm. En contraste con los resultados obtenidos en este trabajo, 
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Satriano y cols. reportaron solamente un pequeño incremento en el HD de AuNPs de 12 nm a 60 

nm; lo que indica mínima diferencias entre el diámetro de sus AuNPs y el HD de su nanosistema 

(Satriano et al., 2018). Taha y cols. muestran resultados similares en su trabajo en dónde ellos 

utilizaron AuNPs de 4 nm de diámetro y conjugaron el péptido TAT; obtuvieron un HD de 14 nm 

(Taha et al., 2019). 

Las AuNPs están cubiertas por PEG de 5 kDa, lo que indica que son estabilizadas mediante un 

mecanismo estérico que se origina de las diferentes capas orgánicas presentes (cadenas de PEG y 

los péptidos). Los resultados sugieren que los nanosistemas están dispersos y no agregados debido 

a este mecanismo estérico de las capas orgánicas, es decir que los nanosistemas son estables de 

manera coloidal. El potencial zeta es ligeramente negativo en todos los nanosistemas; sin embargo, 

aún y cuando es relativamente bajo (entre -5 mV a -10 mV), los nanosistemas están estables de 

manera coloidal debido a la estabilización estérica. Los nanosistemas están dispersos en PBS; por 

lo tanto, el pH del nanosistema es aproximadamente 7.4. Es posible que, en diferentes valores de 

pH, el potencial zeta cambie a valores más negativos. Sin embargo, para aplicaciones biomédicas 

el nanosistema debe ser caracterizado a pH fisiológico.  

Tabla 7.  Resultados de la caracterización física de las AuNPs y los nanosistemas  

HD; diámetro hidrodinámico 

En el 2016, Chang y cols. caracterizaron AuNPs en estados dispersos y agregados mediante UV-

Vis y TEM. Sus resultados son similares a los nuestros; los espectros de UV-Vis de sus AuNPs 

 Diámetro(nm) HD (nm) PDI Potencial zeta 

Concentración 

de péptido1 

(nM) 

AuNPs 5.68 ± 0.84 243.03 ± 12.83 0.257 ± 0.04 -9.05 ± 6.09 0.00 

pMyc:AuNPs 3.28 ± 1.16 264.97 ± 4.39 0.177 ± 0.02 -5.05 ± 3.42 163.60 

pMax:AuNPs 5.60 ± 1.19 262. 57 ± 23.40 0.168 ± 0.02 -7.67 ± 5.71 200.86 

pMyc:pMax:AuNPs 5.78 ± 1.41 225.03 ± 17.65 0.083 ± 0.04 - 10.09 ± 4.04 223.93 
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muestran que se mantuvo el pico FPS, mientras que las imágenes de TEM no muestran agregados 

(Chang et al., 2016). Los resultados de HD sugieren que los nanosistemas muestran un 

comportamiento coloidal (Jiang et al., 2022; Xu et al., 2022).  

Tomando como base los resultados de UV-Vis, DLS y TEM mostrados en las figuras 15-18, los 

nanosistemas se encuentran asociados en nanocomplejos  (Lu & Yin, 2012). La diferencia entre 

los diámetros obtenidos de las imágenes TEM y los resultados de HD obtenidos por DLS son 

explicadas por la formación de nanocomplejos de AuNPs. En las figuras 15-18 se puede visualizar 

la estructura de la malla de carbono cubierto por cobre formvar y de los nanocomplejos depositados 

en ellas. El análisis de la imagen de TEM sugiere la formación de estos nanocomplejos (Lu & Yin, 

2012). Además, en la Figura 19 podemos observar que, a lo largo de 96 h, no existió un cambio de 

FPS en los nanosistemas; estos resultados sugieren que las AuNPs y los NS son estables.  
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Figura 19.  Espectros de absorbancia de los nanosistemas desde 0 h hasta las 96 h. (a) espectro de pMyc:AuNPs, (b) 

espectro de pMax:AuNPs y (c) espectro de pMyc:pMax:AuNPs.  

6.5 Caracterización biológica de los nanosistemas 

6.5.1 Evaluación de la hemocompatibilidad in vitro  

Los nanosistemas fueron ajustados a tres diferentes concentraciones (5 ng/μL, 0.5 ng/μL y 0.05 

ng/μL) basado en trabajos previos de nuestro laboratorio. Con este ensayo se evaluó la 

hemocompatibilidad para ver si existen interacciones inespecíficas con la membrana de los 

eritrocitos, lo que podría causar citotoxicidad. De acuerdo con la norma ASTM-F756-17 que regula 

los ensayos de las propiedades hemolítica de los materiales (International, 2017), los materiales 

están clasificados de la siguiente manera: materiales no hemolíticos (índice hemolítico entre 0 % y 

2 %), materiales ligeramente hemolíticos (índice hemolítico entre 3 % y 5 %) y materiales 
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altamente hemolíticos (índice hemolítico de 5 % y mayor). Los resultados demostraron actividad 

hemolítica mínima para los nanosistemas en las concentraciones evaluadas; el rango de 

concentración de los péptidos en los nanosistemas es de 16 nM y 224 nM. Esto sugiere una 

potencial biocompatibilidad para ser administrado vía intravenosa y justifica continuar con estos 

nanosistemas. Las AuNPs en todas las concentraciones mostraron los índices hemolíticos más altos 

(Figura 20). Las AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs mostraron efectos hemolíticos de manera dosis 

dependiente. Estos resultados indican que combinar AuNPs con los péptidos podría estar 

cambiando la interacción de los nanosistemas con la membrana de los eritrocitos. Todos los 

nanosistemas están considerados como no hemolíticos a la concentración de 0.05 ng/μL. En la 

concentración de 0.5 ng/μL, pMyc:pMax:AuNPs están catalogados como ligeramente hemolíticos, 

mientras que pMyc:AuNPs y pMax:AuNPs como materiales no hemolíticos. Finalmente, a 5 

ng/μL, pMyc:AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs están catalogados como ligeramente hemolíticos, 

mientras que pMax:AuNPs están considerados como materiales no hemolíticos.  
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Figura 20.  Propiedades hemolíticas de los nanosistemas. * p < 0.05; *** p < 0.001. 

Los valores hemolíticos más altos fueron obtenidos con las AuNPs a una concentración de 5 ng/μL 

con un valor de 5.89 ± 2.02 %. Los índices hemolíticos de pMyc:AuNPs (4.43 ±  0.92 %) y de 

pMyc:pMax:AuNPs (4.12 ± 1.22 %) en una concentración de 5 ng/μL, son similares a otros 

resultados previamente reportados con conjugados péptidos-AuNPs con valores < 10 % (Jabir et 

al., 2019). En 2019, Verimli y cols. obtuvieron valores hemolíticos < 1 % para sus conjugados de 

AuNPs con péptidos apoptóticos (RLLLRIGRRNH2) en una concentración en nanomolar (Verimli 

et al., 2019).  

Por otro lado, existen trabajos que han reportado índices por encima del 20 %. Sin embargo, esto 

puede deberse principalmente al amplio rango de concentraciones utilizados en sus ensayos que, 

generalmente, fueron mayores a las nuestras (Akrami et al., 2016; Singh et al., 2020). Hacer 

comparativas directas de los índices de hemólisis es complejo debido al amplio rango de materiales 
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y concentraciones que pueden ser utilizados para estos ensayos. Los nanocomplejos evaluados en 

este trabajo tuvieron un índice de hemólisis menor a 5 %, mostrando que estas concentraciones no 

perturban la membrana de los eritrocitos de manera sustancial. 

6.5.2 Evaluación de la citotoxicidad in vitro de los nanosistemas 

Los péptidos pMyc:pMax no conjugados a AuNPs no mostraron un efecto significativo en las 

líneas celulares (Figura 21) en las 3 concentraciones evaluadas (5 ng/μL, 0.5 ng/μL y 0.05 ng/μL); 

el mayor efecto citotóxico fue de 3 %. Con base en los resultados anteriores, un posible tratamiento 

únicamente con los péptidos pMyc:pMax resultaría en una terapia no efectiva. Sin embargo, las 

AuNPs y los NS pMax:AuNPs, pMyc:AuNPs y pMyc:pMax:AuNPs tuvieron un efecto citotóxico 

sustancial en las líneas celulares evaluadas.  
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Figura 21. Viabilidad celular únicamente con los péptidos en las diferentes líneas celulares. (a) Vero CCL-81, (b) 

LNCaP, (c) PC-3, (d) DU 145. n.s., no significativo.  

La citotoxicidad de AuNPs, pMax:AuNPs y pMyc:AuNPs en Vero CCL-81 fue evidente (Figura 

22a). La viabilidad fue reducida a 65 ± 5.02 % utilizando 5 ng/μL de AuNPs. pMax:AuNPs 

redujeron la viabilidad a 77.63 ± 1.63 %, mientras que pMyc:AuNPs la redujeron a 63.06 ± 8.12 

% en la misma concentración. Por otro lado, pMyc:pMax:AuNPs tuvo un efecto citotóxico mínimo 

al reducir la viabilidad a 95.89 ± 7.73 % a 5 ng/μL.  

Como lo discutió Sani y col.s en 2021, existen resultados variables de AuNPs en células Vero, que 

dependen de la bioactividad de las moléculas conjugadas a las AuNPs (Sani et al., 2021). Debido 
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a esta bioactividad de las moléculas conjugadas, existen estudios donde se muestra una 

citotoxicidad (Chuang et al., 2013; Chueh et al., 2014), mientras que en otros las AuNPs no 

muestran citotoxicidad significativa. El tamaño y la carga de AuNPs afectan de manera 

significativa la citotoxicidad en las células Vero (Cho et al., 2014; Venkatpurwar et al., 2012). 

 

Figura 22.  Viabilidad celular con los diferentes nanosistemas en las cuatro líneas celulares.  (a) Vero CCl-81, (b) 

LNCaP, (c), PC-3, (d) DU145. *** p < 0.001.   

En nuestro trabajo, esperábamos una mayor sensibilidad de las células LNCaP a pMyc:AuNPs y 

pMyc:pMax:AuNPs de acuerdo con los datos de la Tabla 8 debido a la mayor cantidad de lecturas 

normalizadas por millón de Myc (nRPM). Inhibir estos niveles oncogénicos de Myc debería tener 

un mayor efecto en la proliferación celular, como se muestra en los resultados.  
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Tabla 8. Niveles de mRNA y proteína de Myc y Max en las células utilizadas   

nRPM, lecturas normalizadas por cada millón; ND, datos no disponibles. (a) Perfil cuantitativo de miles de proteínas 

mediante espectrometría de masas a través de 375 líneas celulares del Laboratorio de Proteómica Gygi (Nusinow et 

al., 2020) 

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular mostraron que en las células LNCaP (Figura 

22b), el efecto citotóxico más significativo fue a 5 ng/μL con el nanosistema pMyc:AuNPs, 

disminuyendo la viabilidad 79.98 ± 8.00 %. pMyc:pMax:AuNPs redujo la viabilidad a 84.41 ± 

7.31 %. Utilizando diversos compuestos que interrumpían la dimerización pMyc:pMax, Carabet y 

cols. en 2018 redujeron la viabilidad celular de células LNCaP a < 20 %. En 2022, Holmes y cols. 

utilizaron una pequeña molécular inhibidora de Myc (MYCi975) para reducir la viabilidad a 28.4 

%. Los ensayos tanto de Carabet y Holmes involucraron tratamientos en el orden de micromolar 

(Carabet et al., 2018; Holmes et al., 2022).  

En cuanto a las células PC-3, los resultados mostraron muy poca citotoxicidad (figura 22c). Sin 

embargo, pMyc:pMax:AuNPs fue el único NS con un efecto citotóxico, disminuyendo la viabilidad 

celular a 92.9 ± 8.10 % a 5 ng/μL. De manera interesante, PC-3 tiene mayor cantidad de nRPM de 

Max (502.38) comparado con el nRPM de Myc (256.91), de acuerdo con el portal DepMap (Tabla 

8). Estos resultados pueden sugerir la resistencia a una proliferación guiada por Myc debido a una 

mayor cantidad de proteínas Max en estas células.  

En células DU145 (figura 20d), tanto AuNPs y pMyc:AuNPs tuvieron efectos citotóxicos 

significativos; las AuNPS redujeron la viabilidad celular a 84.97 ±  2.04 %, mientras que 

Línea 

celular 

Myc mRNA 

(nRPM) 

Max 

mRNA 

(nRPM) 

Expresión relativa de 

proteína Myc(a) 

Expresión 

relativa de 

proteína Max(a) 

Expresión 

relativa 

Myc/Max(a) 

PC-3 256.91 502.38 0.63 1.51 0.42 

DU145 ND ND 0.00 0.08 0.00 

LNCaP 

Clone 

FGC 

1548.99 315.14 0.96 0.33 2.95 

Vero CCL-

81 
ND ND ND ND ND 
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pMyc:AuNPs los redujeron a 82.98 ±  1.42 % a una concentración de 5 ng/μL. Sin embargo, un 

efecto citotóxico significativo fue logrado con pMax:AuNPs al disminuir la viabilidad celular a 

59.84 ± 1.38 %. En 2004, Cassinelli y cols. mostraron que las células DU145 tenían una menor 

cantidad de proteína Myc que las PC-3 (Cassinelli et al., 2004). En 2010, Kim y cols. determinaron 

que los niveles de expresión de Myc en DU145 es similar a los niveles de expresión en LNCaP 

(Kim et al., 2010). Estos reportes muestran a complejidad de la dinámica molecular de Myc y Max 

en diferentes líneas celulares. Sin embargo, es esencial notar que los resultados presentados por 

Kim y cols. fueron obtenidos cualitativamente a través de Western blot. Además, los datos de 

DepMap muestran una relativamente baja expresión de proteína Myc (Tabla 8); esto puede sugerir 

que pMax:AuNPs agotan los niveles de proteína de Myc existente en estas células y ejercen su 

efecto citotóxico de esta manera. 

En la Tabla 9 se encuentran los resultados de la caracterización física con los resultados de 

viabilidad celular; es posible hacer la comparación entre ambas características. Tanto las AuNPs y 

los nanosistemas tienen diámetros, HD y potenciales z similares; estos resultados sugieren que la 

diferencia en la citotoxicidad es debido a los péptidos que están conjugados a las AuNPs. 

 

 

  

 

 



68 

 

Tabla 9. Comparativa entre características físicas de los nanosistemas con la citotoxicidad más alta 

mostrada en las diferentes líneas celulares.   

 HD (nm) 
Potencial 

zeta 

Péptidos 

(nM) 

C.T. 

Vero 

CCL81 (%) 

C.T. 

LNCAP (%) 

C.T.  PC-3 

(%) 

C.T.  

DU145 (%) 

AuNPs 
243.03 ± 

12.83 

-9.05 ± 

6.09 
0.00 36.32  2.18 0 20.43 

pMyc:AuNPs 264.97 ± 4.39 
-5.05 ± 

3.42 
163.60 36.94 13.27 0 16.4 

pMax:AuNPs 
262. 57 ± 

23.40 

-7.67 ± 

5.71 
200.86 25.43 0 0 43.01 

pMyc:pMax:AuNPs 
225.03 ± 

17.65 

- 10.09 ± 

4.04 
223.93 4.11 17.75 7.1 0 

HD, diámetro hidrodinámico; C.T., citotoxicidad. 

Como se muestra en la Figura 21, los péptidos por sí mismos no muestran citotoxicidad hacia 

ninguna de las líneas celulares empleadas; sin embargo, una vez que han sido conjugados a las 

AuNPs, éstos muestran diferentes niveles de citotoxicidad dependiendo del linaje celular evaluado. 

Los resultados de citotoxicidad, así cómo los de transcriptómica obtenidos posteriormente, 

sugieren que los nanosistemas fueron internalizados mediante uno de los siguientes mecanismos: 

macropinocitosis, el modelo de barril o el modelo tipo alfombra (Bechara & Sagan, 2013; Böhmová 

et al., 2018; Huang & García, 2013; Islam et al., 2014; Longoria-García et al., 2022; Manzanares 

et al., 2020). Los mecanismos de macropinocitosis y el modelo de alfombra son los más probables 

debido al alto HD de los nanocomplejos, esto debido a que se ha determinado que es la vía de 

endocitosis más común para nanoestructuras de grande tamaño (Manzanares et al., 2020). Basado 

en la literatura, los mecanismos de internalización hipotéticos de estos nanosistemas se muestran 

en la Figura 23.  
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Figura 23.  Esquema de macropinocitosis del mecanismo de internalización de los nanocomplejos. (A) Nanocomplejo, 

(B) Macropinocitosis, (C) Lisosoma, (D) Endosoma temprano, (E) Endosoma tardío, (F) Lisosomas de especies 

reactivas de oxígeno, (G) Liberación del nanosistema, (H) Transporte nuclear, (I) Interacción del nanosistema con el 

ADN, (J) Acercamiento de la interacción teórica entre el nanosistema con el ADN.  

6.6 Perfil transcriptómico de DU145 tratadas con los nanosistemas 

A partir de esta sección se prestará atención a los resultados de RNA-Seq de las células DU145 

control, las tratadas con pMax:AuNPs y las tratadas con AuNPs debido a la citotoxicidad obtenida 

y para poder determinar el efecto asociado a únicamente pMax. En la Figura 24 se muestran los 

resultados de la distribución de las lecturas obtenidas a lo largo del genoma de referencia.  
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Figura 24. Distribución de las lecturas obtenidas de la secuenciación para las células control, células tratadas con 

AuNPs y células tratadas con pMax:AuNPs. 

La mayor parte de las lecturas obtenidas mostraron pertenecer a exones del genoma de referencia 

con valores arriba del 87 %. Algunas lecturas obtenidas pertenecen a intrones con valores de hasta 

casi el 12 % mientras que un porcentaje menor a 0.44 % de las lecturas alinearon contra regiones 

intergénicas del genoma. Este efecto ha sido visto y discutido por otros investigadores; está 

atribuido a los fenómenos de splicing alternativo y retención de intrones (Agostini et al., 2021; 

Zheng et al., 2020). Esto mismo se puede visualizar en la Figura 25 donde podemos apreciar las 

comparativas entre diferentes iteraciones tanto de genes como de transcritos diferencialmente 

expresados. El máximo número de genes con sobreexpresión fue de 225 y de subexpresión fue de 

71; mientras tanto, existe una diferencia sustancial contra el número de transcritos diferencialmente 

expresados. El mayor número de transcritos con sobreexpresión fue de 1,336 mientras que el mayor 

con subexpresión fue 1,430. 
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Figura 25. Resultados de expresión diferencial. a) número de genes diferencialmente expresados en las 3 iteraciones 

comparativas y b) número de transcritos diferencialmente expresados en las 3 iteraciones comparativas.  

6.7 Comparación del perfil transcripcional de células DU145 

Para determinar el efecto asociado a únicamente pMax, se realizaron 3 diferentes comparativas: 

AuNPs vs Control, pMax:AuNPs vs Control y pMax:AuNPs vs AuNPs. La Figura 26 muestra los 

mapas de calor de la expresión diferencial en las diferentes comparativas. Se puede apreciar que 

existen diferencias en la expresión de distintos genes entre los tratamientos y el control. 
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Figura 26. Mapas de calor mostrando la expresión génica diferencial en a) pMax:AuNPs vs Control, b) Control vs 

AuNPs y c) pMax:AuNPs vs AuNPs. 

No solo existieron diferencias en genes individuales, sino también en términos ontológicos 

específicos a genes. Algunos de los términos ontológicos más relevantes en la comparativa entre 

pMax:AuNPs y control fueron: Ciclo celular mitótico, regulación del complejo transcripcional de 

la RNA polimerasa III, inicio de la replicación del ADN, replicación del ADN y estímulo 

xenobiótico. Por otro lado, algunos términos ontológicos más significativos para la comparativa 

entre pMax:AuNPs y AuNPs fueron: región extracelular, espacio extracelular, proceso metabólico 

de la daunorrubicina, proceso metabólico de la doxorrubicina, respuesta celular a estímulo por 

ácido jasmónico y regulación positiva de la muerte celular. Estos resultados se pueden apreciar en 

las Figuras 27 y 28.  



73 

 

 

Figura 27. Términos ontológicos más significativos en pMax:AuNPs vs Control.  

Estos resultados sugieren que existe un efecto asociado únicamente al pMax. Aunado a lo anterior 

es importante mencionar que, si bien en este trabajo no se incluyó un tratamiento 

quimioterapéutico, se están modulando genes relacionados con algunos fármacos de esta índole 

como la daunorrubicina y la doxorrubicina. 
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Figura 28. Términos ontológicos más significativos en pMax:AuNPs vs AuNPs. 

Aunado a lo anterior, no solamente genes o términos ontológicos se encuentran modulados de 

manera significativa debido al tratamiento de las células ya sea con AuNPs o pMax:AuNPs. 

También existen modulaciones de programas transcripcionales completos, en la Figura 29 se 

muestran de manera representativa algunas de las gráficas obtenidas del GSEA.  
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Figura 29. Gráficas representativas de GSEA de programas transcripcionales modulados a la baja por el tratamiento 

de pMax:AuNPs en células DU145.  

Sin embargo, los programas transcripcionales modulados con mayor significancia se muestran en 

la Tabla 10 y en la Tabla 11.  Debido a que los péptidos carecen de dominios de transactivación, 

así como la naturaleza de la red de interacción de Myc, Max, y las proteínas de la familia de las 

MXD, era de esperarse que existiera una menor cantidad de programas transcripcionales regulados 

al alza. 
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Tabla 10. Programas transcripcionales más significativos regulados a la baja por el tratamiento 

con pMax:AuNPs en células DU145.  

Conjunto de genes 

significativos 

pMax:AuNPs vs Control 

(NES) 

pMax:AuNPs vs AuNPs 

(NES) 

Blancos de Myc V1 -2.2905 -2.8032 

Blancos de Myc V2 -1.3316 -2.2989 

Blancos de E2F -2.8863 -2.9792 

Puntos de revisión de G2M -2.5016 -2.7401 

Reparación de ADN -1.4667 -1.6465 

Huso mitótico -1.7571 -1.7796 

Señalización MTORC1 N/A -1.8300 

Fosforilación oxidativa N/A -2.0826 

Transición epitelial 

mesenquimal 

N/A -1.3393 

Angiogénesis N/A -1.1919 

N/A, no aplica; NES, Puntaje de enriquecimiento normalizado. 
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Tabla 11. Programas transcripcionales más significativos regulados al alza por el tratamiento con 

pMax:AuNPs en células DU145.  

Conjunto de genes 

significativos 

pMax:AuNPs vs Control 

(NES) 

pMax:AuNPs vs AuNPs 

(NES) 

Respuesta inflamatoria 

aguda 

1.1515 1.9264 

Activación del 

complemento 

1.1545 2.3653 

Expresión de genes 

inducidos por IFN 

N/A 2.1168 

Regulación positiva de la 

producción de factor de 

necrosis tumoral 

N/A 1.8383 

N/A, no aplica; NES, Puntaje de enriquecimiento normalizado 

Es posible determinar que existen programas transcripcionales regulados a la baja asociados 

únicamente a pMax. Los programas transcripcionales de Señalización de MTORC1, Fosforilación 

oxidativa, Transición epitelial mesenquimal y Angiogénesis están asociados a proliferación celular 

y tumoral, por lo que los resultados sugieren que pMax tiene un efecto antiproliferativo, ya que 

estos programas no se vieron significativos en la comparativa pMax:AuNPs vs Control. Mientras 

tanto el NS completo modula programas de progresión de ciclo celular, reparación de ADN y 

estabilidad de huso mitótico. Por otro lado, los resultados de GSEA de programas transcripcionales 

regulados al alza indican que los programas de Expresión de genes inducidos por IFN y de 
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Regulación positiva de la producción de factor de necrosis tumoral están asociados únicamente al 

pMax y no a las AuNPs.  

6.8 Firma transcriptómica de pMax 

Finalmente utilizando la herramienta de ToppGene se obtuvieron las firmas transcriptómicas a la 

baja y al alza de los 10 genes más significativos. En la Tabla 12 y Tabla 13 aparece la firma 

transcriptómica de pMax:AuNPs asociada únicamente a pMax tanto a la baja como al alza. 

Tabla 12. Firma transcriptómica de los 10 genes más significativos modulados a la baja en células 

DU145 tratadas con pMax:AuNP. 

Gen Término(s) ontológico(s) 

UQR10 Oxidoreducción, fosforilación oxidativa 

RPL26 Componente estructural del ribosoma, actividad molecular estructural 

MT-C03 Actividad oxidoreductasa, actividad de transportador transmembranal 

primario 

MT-ND4 Fosforilación oxidativa, síntesis de ATP guiado por protones 

GAPDH Actividad oxidoreductasa, traducción 

TMSB10 Ensamblado de complejos que contienen proteínas 

RPL41 Componente estructural del ribosoma, traducción citoplasmática 

S100A6 Envoltura de organelo, envoltura 

MIF Actividad isomerasa, oxidorreductasa intramolecular 

MT-TE Actividad de adaptador al triplete de codones aminoacídicos, traducción 
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Los genes presentes en la firma transcriptómica a la baja están asociados a procesos de fosforilación 

oxidativa y de estructura y función ribosomal. Estos resultados sugieren que pMax disminuye la 

habilidad de las células DU145 de producir ATP y proteínas. Por otro lado, los términos 

ontológicos asociados a los genes de la firma transcriptómica al alza están asociados con procesos 

regulación de la muerte celular y de metástasis, por lo que los resultados sugieren que pMax reduce 

de estas dos maneras la proliferación celular.  

Tabla 13. Firma transcriptómica de los 10 genes más significativos modulados al alza en células 

DU145 tratadas con pMax:AuNPs. 

Gen Término(s) ontológico(s) 

PSAP Cascada de MAPK, respuesta a estrés oxidativo 

TGM2 Adhesión celular, regulación de la muerte celular programada 

H1-0 Regulación positiva de la función molecular, respuesta celular a estímulo 

LPCAT1 Regulación negativa del proceso metabólico del fosfato, lisosoma primario 

AQP3 Respuesta celular a hipoxia, regulación de proceso del sistema inmune 

CTSB Regulación de la muerte celular programada, regulación del proceso 

apoptótico 

CDH3 Adhesión celular, señalización de la vía Wnt 

SPINT2 Regulación de la motilidad celular, regulación negativa de la proliferación 

celular 

DDIT4 Respuesta a lípidos, adhesiones focales 

B4Galt1 Adhesión celular, regulación de la muerte celular programada 
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7. Discusión 

La metodología utilizada en este proyecto para el diseño y simulación de la estabilidad térmica de 

pMyc y pMax  ya ha sido empleada por otros investigadores obteniendo predicciones altamente 

estables que corroboraron mediante simulaciones de dinámica molecular (Mohammad et al., 2021). 

El dímero de proteínas nativas Myc:Max tiene su temperatura óptima de dimerización a los 37 °C, 

sin embargo la desnaturalización de ambas proteínas inicia a partir de los 38 °C (Lavigne et al., 

1998); por otro lado pMyc, pMax como pMyc:pMax mostraron una estabilidad térmica predicha 

de hasta 75 °C. Una mayor estabilidad térmica en péptidos y proteínas es una ventaja de interés 

para aplicaciones biomédicas.   

Otros investigadores han utilizado a Myc y Max en ensayos EMSA, sin embargo, ellos se ven 

forzados a utilizar anticuerpos por lo que la comparación con nuestros resultados no es tan directa. 

Aún con lo anterior, cabe destacar que ya se han realizado una amplia gama de EMSA evaluando 

la interacción Myc:ADN, Max:ADN y Myc:Max:ADN (Yang et al., 2012). Los resultados EMSA 

de este trabajo muestran un claro retraso en el corrimiento electroforético, por lo que se sugiere la 

interacción entre pMyc:pMax con las CME de los oligonucleótidos. 

 Los resultados de cambios batocrómicos en las AuNPs sugieren la conjugación exitosa de los 

péptidos hacia las nanopartículas; este fenómeno ya ha sido descrito por otros investigadores que 

conjugaron AuNPs con tetrafurano y realizaron una caracterización completa con UV-Vis, además 

de algunas propiedades electrónicas (Cirri et al., 2015). Los resultados de TEM y DLS la formación 

de nanocomplejos de alrededo de 250 nm, por lo que la macropinocitosis es el mecanismo 

propuesto para la internalización celular y éste ya ha sido confirmado para AuNPs (Srijampa et al., 

2019).  
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Los resultados de viabilidad celular obtenidos en este trabajo demuestran claramente los retos del 

trabajo con una estrategia terapéutica contra el cáncer a nivel genómico. La heterogeneidad de las 

células de un mismo tipo de cáncer puede desembocar en resultados contradictorios e inclusive con 

potencial para aumentar la proliferación celular. Tales son los casos de pMax:AuNPs en LNCaP y 

en PC-3 y pMyc:pMax:AuNPs en DU145. Existen reportes donde tratamientos terapéuticos in vitro 

contra células cancerosas resulta contraproducente y aumenta la viabilidad celular (Montrose et al., 

2014; Swedberg et al., 2018). De manera interesante, el Omomyc también ha presentado resultados 

en donde aumenta la viabilidad celular en células Ramos de Linfoma de Burkitt hasta un 25 %, 

mientras no tiene efecto alguno en células HDMYZ de Linfoma de Hodgkin manteniendo una 

viabilidad celular de alrededor del 100 % (Demma et al., 2020). Para que este tipo de estrategias 

pueda llegar a la clínica, es imperativo poder determinar si el tratamiento será efectivo contra el 

tipo de células cancerosas que sean las más prevalentes en el paciente. Los resultados del ensayo 

clínico fase I de Omomyc demuestran la seguridad del péptido; sin embargo, de los 19 participantes 

del estudio solamente en 1 se tuvo una reducción del volumen tumoral, en 12 se logró la 

estabilización de la enfermedad, mientras que en el resto la enfermedad progresó. Si bien no es 

precisamente el objetivo del estudio, nos da una panorámica de los retos a los que se enfrentará el 

equipo de trabajo del Omomyc en el estudio clínico fase II que se encuentra en reclutamiento al 

momento de la escritura de este documento (Garralda et al., 2024). 

Por otro lado, pMax:AuNPs mostró resultados promisorios en DU145; de manera específica 

resultados asociados únicamente a pMax. Existieron diferencias transcripcionales en las células 

comparando los tratamientos con el NS completo contra las AuNPs sin péptidos conjugados. De 

manera global los términos ontológicos asociados a pMax involucran respuesta a mecanismos 

asociados a la muerte celular y evitar la proliferación celular. Algunos de ellos son regulación 



82 

 

positiva de la muerte celular, metabolismo de la daunorrubicina y de la doxorrubicina. Si bien el 

tratamiento terapéutico estándar para el CaP es el docetaxel, ya existen reportes en donde se han 

obtenido resultados promisorios utilizando doxorrubicina (Shu et al., 2018). Inclusive se han 

utilizado NS para la entrega mejorada de doxorrubicina in vitro (Pearce et al., 2017; Wadajkar et 

al., 2013). Estos resultados sugieren que una terapia combinada de doxorrubicina o daunorrubicina 

con pMax:AuNPs pudiera sensibilizar las células hacia el fármaco, teniendo un mayor efecto 

terapéutico. Sin embargo, se requieren más ensayos para poder determinar esto.  

Los resultados de GSEA sugieren que se está haciendo la modulación transcripcional de los genes 

blanco de Myc. Los programas transcripcionales modulados a la baja están relacionados con la 

replicación del AD y progresión del ciclo celular. Mientras tanto los programas transcripcionales 

modulados a la baja asociados a pMax involucran programas de proliferación celular. Estos mismos 

programas transcripcionales han sido modulados por Omomyc en células de melanoma (Zacarías-

Fluck et al., 2023), por lo que la evidencia sugiere que pMax:AuNPs pudiera tener un efecto 

terapéutico en otros tipos de cáncer. Aunado a lo anterior, los NES son muy similares a los 

reportado para Omomyc por lo que se esperaría tener resultados similares.  

Por último, los genes en la firma transcripcional a la baja presentan términos ontológicos de 

oxidorreducción, fosforilación oxidativa, traducción y ribosoma. Estos resultados sugieren que uno 

de los mecanismos de reducción de viabilidad celular es mediante la interrupción de la producción 

de ATP y de proteína. Por otro lado, los genes en la firma transcripcional al alza presentan términos 

ontológicos de regulación de muerte y adhesión celular. Lo que sugiere que pMax reduce la 

proliferación celular y metástasis en ensayos in vitro.  
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8. Conclusiones 

Los péptidos pMyc y pMax mostraron tener una especificidad in vitro por las secuencias canónicas 

E-box. Al conjugar los péptidos a AuNPs, se observó un efecto batocrómico característico del 

desplazamiento del máximo punto de absorbancia de las AuNPs. Mientras tanto, la caracterización 

por DLS mostró que tanto AuNPs como los NS se comportan en suspensión como nanocomplejos 

de alrededor de 250 nm. 

Si bien, los péptidos por sí mismos no mostraron un efecto citotóxico en las diferentes líneas 

celulares, una vez conjugados a AuNPs tuvieron efecto variables donde el más relevante fue una 

citotoxicidad de pMax:AuNPs de alrededor del 45 % en DU145. Mientras tanto, los resultados de 

hemólisis mostraron una hemocompatibilidad in vitro.  

Existió una diferencia importante entre los transcritos de células tratadas con AuNPs y 

pMax:AuNPs, por lo que los resultados sugieren que pMax está teniendo un efecto importante en 

la modulación transcripcional adicional a la modulación de las AuNPs. pMax:AuNPs mostró la 

modulación de programas transcripcionales esenciales para la proliferación celular como la 

reparación del ADN, estabilidad del uso mitótico y progresión del ciclo celular. Aunado a lo 

anterior, los programas transcripcionales modificados por pMax:AuNPs son los mismos que han 

sido reportados para Omomyc.  

Finalmente, la firma transcriptómica obtenida para pMax:AuNPs sugiere que el mecanismo de 

citotoxicidad en células DU145 es debido a la interrupción de la fosforilación oxidativa y la 

traducción, mientras que se activa la muerte celular programada. Por lo que se determinó que el 

NS pMax:AuNPs indujo un cambio en la firma transcriptómica de células DU145. 
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