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RESUMEN 
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Título del Estudio: DISEÑO DE LOS PÉPTIDOS PENETRANTES-

PROAPOPTÓTICOS NRPD-CTMP4-H Y NRPD-KLAK-H: 

EVALUACIÓN IN VITRO E IN VIVO DE SU ACTIVIDAD 

CITOTÓXICA DIRIGIDA A CÁNCER EGFR-POSITIVO 

Número de páginas: 105 Candidato para el grado de Doctorado en 

Ciencias con Orientación en Farmacia 

Área de Estudio: Biotecnología Farmacéutica 

Propósito y Método de Estudio: El cáncer es una de las principales causas de muerte a 

nivel mundial, y aquellos tumores que sobreexpresan el receptor EGFR presentan una 

mayor resistencia a las terapias convencionales. Por lo tanto, el presente estudio tiene 

como objetivo evaluar el efecto citotóxico y apoptótico de los péptidos penetrantes-

proapoptóticos NRPD-CTMP4-H y NRPD-KLAK-H en modelos in vitro e in vivo de 

cáncer EGFR-positivo, con la finalidad de mejorar la eficacia y selectividad de las terapias 

dirigidas. Para ello, se diseñaron los péptidos a evaluar utilizando herramientas 

bioinformáticas y análisis de acoplamiento molecular. La evaluación in vitro incluyó la 

determinación de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, la detección de apoptosis 

por TUNEL y el análisis de internalización celular mediante inmunomarcaje. En el estudio 

in vivo, se utilizó un modelo murino de tumor subcutáneo para evaluar el efecto 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

1.1. El cáncer 

     En términos generales, el cáncer se define como un grupo de enfermedades 

caracterizadas por un crecimiento celular descontrolado, lo que da lugar a la formación de 

masas celulares conocidas como neoplasias o tumores. Estos crecimientos pueden invadir 

y dañar los tejidos sanos cercanos. Además, las células cancerosas tienen la capacidad de 

desplazarse a otras partes del cuerpo y establecerse en tejidos distantes, un fenómeno 

conocido como metástasis, que es la principal causa de mortalidad asociada a esta 

enfermedad.1 Actualmente, el cáncer es uno de los problemas de salud más relevantes a 

nivel global, con un estimado de 9.7 millones de muertes en 2022. Entre los tipos de cáncer 

con mayor tasa de mortalidad se encuentran el de pulmón, hígado, estómago, mama y 

colorrectal.2 

     El proceso por el cual se origina una célula cancerosa se conoce como carcinogénesis 

y puede ser desencadenado por diversos factores. Entre ellos, se incluyen causas internas 
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como errores genéticos durante la replicación del ADN, procesos de reparación del 

material genético o mitosis. También existen factores externos que pueden inducir este 

proceso, tales como la exposición a agentes mutagénicos de origen físico, químico o 

biológico.3 Para que la carcinogénesis se inicie, las alteraciones genéticas deben afectar 

genes clave en la regulación del crecimiento celular, lo que puede conducir tanto a la 

pérdida como a la ganancia de función. Esto ocurre, por ejemplo, cuando se presentan 

mutaciones en protooncogenes, genes involucrados en la reparación del ADN o en genes 

supresores de tumores.4 La representación de este proceso se muestra en la figura 1. 

 

 

Figura 1. Factores implicados en la carcinogénesis. 

 

     Las células tumorales poseen una serie de características distintivas que han sido 

ampliamente estudiadas para mejorar la comprensión de la enfermedad y facilitar la 
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identificación de posibles blancos terapéuticos.1,3 A continuación, se describen algunas de 

estas particularidades.  

• Proliferación celular acelerada e independiente de señales externas. En 

condiciones normales, las células requieren estímulos específicos, como los factores 

de crecimiento, para iniciar su división. Estos factores interactúan con receptores en 

la membrana celular, activando rutas de señalización que regulan el ciclo celular.5 Sin 

embargo, en las células tumorales, pueden ocurrir mutaciones en los protooncogenes, 

que son genes clave en la regulación de la proliferación celular. Estas mutaciones 

generan oncogenes, los cuales permiten a la célula mantenerse en un estado de 

crecimiento y división incontrolado. Esto puede lograrse mediante la producción de 

moléculas similares a los factores de crecimiento, la sobreexpresión de receptores de 

membrana, entre otros mecanismos.3 

• Resistencia a mecanismos inhibidores del crecimiento. La división celular es un 

proceso altamente regulado, esta presenta vías de regulación negativa donde 

intervienen los genes supresores de tumores, restringiendo la proliferación y 

desarrollo del cáncer. Cuando se producen mutaciones que resultan en la inactivación 

de estos genes reguladores, la división celular ocurre sin restricciones ni control.6 

• Metástasis. Esta característica es la principal causa de mortalidad relacionada con los 

tumores sólidos, ya que implica la propagación y colonización de estas células 

malignas en diferentes tejidos del cuerpo.7 La metástasis es un proceso que implica 

una secuencia de etapas, que comienza con la invasión local, seguida de la 

intravasación (en vasos sanguíneos o linfáticos), la colonización en otros tejidos y 

culmina en la formación de nuevos grupos de células cancerosas.1 
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• Inhibición de apoptosis. Un proceso habitual para preservar la homeostasis tisular, 

llamado apoptosis o muerte celular programada, se pone en marcha en respuesta a 

varios estímulos y resulta en la descomposición de las células. Sin embargo, debido 

a la acumulación de numerosas mutaciones en una célula cancerosa, esta capacidad 

se ve comprometida o se pierde por completo.3  

• Potencial de replicación ilimitado. En los extremos de los cromosomas se hallan 

secuencias repetidas en tándem denominadas telómeros. Estas secuencias 

experimentan una constante reducción en longitud con cada ciclo de división celular. 

Cuando estas secuencias alcanzan un punto crítico, la célula cesa de proliferar y entra 

en un estado de senescencia y finalmente apoptosis.1 Sin embargo, la mayoría de las 

células tumorales expresan la enzima telomerasa, lo que les permite prolongar 

indefinidamente la longitud de sus telómeros y superar el límite de división celular.3 

• Inducción de angiogénesis. Para que un tumor pueda seguir creciendo sin 

interrupciones, necesita suministro de nutrientes y oxígeno, al igual que los demás 

tejidos. Una característica distintiva del cáncer es su capacidad para estimular la 

formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de los ya existentes en otros tejidos, 

promoviendo así su propio crecimiento y la eventual propagación a otros tejidos.8 

• Reprogramación metabólica. En condiciones normales y en presencia de oxígeno, 

las células procesan la glucosa mediante un mecanismo en dos etapas: primero, la 

glucólisis en el citosol convierte la glucosa en piruvato, y luego, en las mitocondrias, 

se descompone en dióxido de carbono a través del metabolismo oxidativo. En 

ausencia de oxígeno, se favorece la glucólisis, y solo una pequeña fracción del 

piruvato llega a las mitocondrias, donde se consume el oxígeno disponible. No 
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obstante, las células cancerosas pueden modificar este proceso metabólico incluso 

cuando hay oxígeno presente, dependiendo principalmente de la glucólisis para la 

producción de energía en lugar de utilizar la respiración mitocondrial convencional. 

Este fenómeno es conocido como "glucólisis aeróbica" o "efecto Warburg".3 

• Resistencia a respuesta inmune. Por lo general, el sistema inmunológico, tanto el 

innato como el adaptativo, tiene la capacidad de eliminar de forma natural el 

desarrollo de células cancerosas. Sin embargo, en la mayoría de los casos, se observa 

cierto nivel de tolerancia inmunológica hacia estas células. Además, debido a su 

inestabilidad genómica, las células cancerosas experimentan cambios constantes en 

sus características antigénicas y pueden liberar inmunomoduladores que afectan la 

respuesta inmune, lo que les permite resistir la acción del sistema inmunológico.1 

• Promoción de la inflamación. En ciertos tipos de tumores, se observa una alta 

presencia de infiltrados celulares pertenecientes tanto al sistema inmune innato como 

al adaptativo, lo que indica la presencia de procesos inflamatorios similares a los que 

se encuentran en tejidos normales no afectados por el cáncer. Hoy se sabe que todas 

las lesiones tumorales contienen células del sistema inmune participan generando un 

microambiente proinflamatorio en los focos tumorales.3 

• Inestabilidad genómica y mutación. Todas las circunstancias mencionadas 

dependen en gran medida de los cambios genéticos que experimentan las células 

cancerosas. Algunos genotipos mutados específicos proporcionan una ventaja que 

permite a estas células crecer y finalmente dominar el tejido. Por lo tanto, el avance 

del tumor se puede entender como una serie de expansiones clonales, cada una de las 

cuales comienza cuando la célula adquiere fortuitamente un genotipo mutante que le 
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otorga una ventaja en su crecimiento.3 Además, otras alteraciones, como la 

desactivación de genes supresores de tumores, también pueden ocurrir debido a 

cambios epigenéticos, como la metilación del ADN y la modificación de histonas.9 

 

1.1.1. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 

     Los receptores tirosina quinasas son proteínas transmembranales que desempeñan un 

rol clave en procesos celulares de crecimiento,  diferenciación y supervivencia celular.10 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR por sus siglas en inglés) es un 

receptor monomérico de la superficie celular que forman parte de la familia ErbB de 

receptores tirosina quinasas, los cuales tienen una estructura común que comprende un 

dominio de unión a ligando extracelular, un dominio transmembrana y un dominio 

intracelular con actividad tirosina quinasa para la transducción de señales. La unión de un 

ligando como el factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) o el factor 

de crecimiento transformante α (TGFα por sus siglas en inglés) hace que EGFR se 

dimerice o se heterodimerice con otro miembro de la familia ErbB. Esto conduce a la 

activación de la tirosina quinasa ligada al receptor y da como resultado una cascada de 

señalización que produce diversos efectos que incluyen migración celular, maduración, 

diferenciación, angiogénesis e inhibición de la apoptosis.10,11 En condiciones normales, 

EGFR regula el desarrollo y la homeostasis del tejido epitelial.12,13  

     La familia del EGFR juega un papel crucial en el crecimiento de tumores malignos. En 

estos casos, EGFR es considerado un inductor de la tumorigénesis. Su señalización se 

encuentra alterada con frecuencia en varios cánceres humanos debido a la amplificación 
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genética y/o sobreexpresión proteica de EGFR, mutaciones o deleciones en el marco de 

lectura, lo que contribuye a una mayor señalización y desarrollo tumoral. Además, EGFR 

es reconocido como un biomarcador de resistencia en tumores, ya que se ha descubierto 

que su amplificación o mutaciones secundarias surgen bajo la presión de los fármacos. 

Este receptor transduce múltiples vías de señalización, incluidas la vía de proteína quinasa 

activada por mitógeno (MAPK por sus siglas en inglés) y la vía de fosfatidilinositol 3-

quinasa (PI3K por sus siglas en inglés), induciendo procesos de proliferación celular, 

supervivencia e inhibición de apoptosis (figura 2).13–15 La desregulación de estas vías 

contribuye al desarrollo de tumores y resistencia a las terapias contra el cáncer.16 Por lo 

tanto, la sobreexpresión de la proteína EGFR se asocia con un pronóstico desfavorable y 

actualmente es una importante diana terapéutica.17,18 

 

Figura 2. Principales vías de señalización activadas por EGFR. Traducida de Saletti et 

al., 2015.15 
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1.1.2.  Cáncer EGFR-positivo 

     EGFR se llega a encontrar sobreexpresado en una variedad de tumores sólidos que 

incluyen cáncer de pulmón de células no pequeñas, cáncer gástrico, pancreático, de mama, 

de cabeza y cuello, de próstata, entre otros; la tabla 1 muestra algunos datos de la 

proporción de sobreexpresión para estos tipos de cáncer.17 En algunos tumores, la 

sobreexpresión de EGFR se ha asociado con un estadio tumoral avanzado (figura 3), mal 

pronóstico y resistencia a la quimioterapia, la terapia hormonal y la radioterapia.18,19 

 

TABLA 1 

Ejemplos de cáncer EGFR-positivo 

Tipo de cáncer Incidencia de la sobreexpresión de EGFR Referencia 

NSCLC 40% – 89% 20,21 

Pancreático 30% – 95% 22–24 

Gástrico 27% – 64% 25,26 

TNBC Al menos 50% 27 

Próstata 14% – 18.7% 28,29 

Glioblastoma 46.7% – 57.4% 30–32 

NSCLC: Cáncer de pulmón de células no pequeñas. TNBC: Cáncer de mama triple negativo. 
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Figura 3. Sobreexpresión de EGFR en células de cáncer. 

 

     Comúnmente se piensa que la alta expresión de EGFR es el principal mecanismo por 

el cual la señalización de EGFR aumenta en las células cancerosas. Sin embargo, es 

probable que sean importantes varios mecanismos alternativos, representados en la figura 

4, incluido el aumento de la coexpresión de ligandos del receptor, como TGFα y la 

anfirregulina, la heterodimerización con HER2 y/o los otros miembros de la familia de 

receptores ErbB, así como la interacción con sistemas receptores heterólogos, la 

disminución de los niveles de fosfatasa, y la activación de mutaciones de EGFR.19  
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Figura 4. Potenciales mecanismos de la sobreactivación de EGFR en cáncer. TGFα, 

factor de crecimiento transformante α; K, quinasa; R, receptor; S, sustrato. Traducida de 

Ciardielloa & Tortora, 2006.19 

 

1.1.3. Tratamientos actuales contra el cáncer EGFR-positivo 

     Actualmente, existen dos estrategias terapéuticas dirigidas a la inhibición de EGFR, 

incluidos los anticuerpos monoclonales (mAbs por sus siglas en inglés) y los inhibidores 

de la tirosina quinasa (TKI por sus siglas en inglés) de bajo peso molecular.17 Los mAbs 

se dirigen al dominio extracelular de EGFR e impiden la interacción del ligando endógeno 

con EGFR. En consecuencia, se inhibe la activación de la tirosina quinasa y se interrumpe 

la cascada de señalización de EGFR. Además, una reacción antígeno-anticuerpo puede 

potenciar la citotoxicidad y la actividad antitumoral de los mAb. Los mAbs anti-EGFR 
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disponibles comercialmente, como cetuximab y panitumumab, se utilizan ampliamente 

como agentes anticancerígenos dirigidos a los cánceres de colon y de cabeza/cuello. Por 

el contrario, los TKI desplazan el ATP en el dominio quinasa e inhiben la fosforilación de 

EGFR y la cascada posterior. Además, los TKI reaccionan con las quinasas EGFR (HER-

2 y HER-4) y ejercen efectos benéficos sobre los mAbs en el tratamiento de cánceres 

humanos asociados con EGFR mutante.13,19 Algunos ejemplos de mAbs y TKIs se 

muestran en la tabla 2. 

     A pesar de la amplia variedad de fármacos dirigidos a EGFR, se ha reportado 

resistencia a estos en muchos pacientes, principalmente en los casos de cáncer de pulmón 

de células no pequeñas (NSCLC por sus siglas en inglés), lo cual lleva a una falta de 

respuesta terapéutica y un pronóstico desfavorable.33 La base más común de esta fármaco-

resistencia es la acumulación de mutaciones encontradas dentro del dominio de tirosina 

quinasa de EGFR. Comúnmente afecta a pacientes jóvenes, mujeres y no fumadores. Los 

pacientes pueden desarrollar una resistencia primaria, lo que incluye mutaciones como la 

inserción 20 de EGFR. Así mismo, pueden presentar una resistencia adquirida que 

comprende el desarrollo de mutaciones de resistencia, la activación de la señalización de 

derivación o la transformación histológica en NSCLC.34 
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TABLA 2  

Tratamientos contra el cáncer actuales dirigidos a EGFR13 

mAb Tipo de cáncer 

Cetuximab Colon, cabeza/cuello, NSCLC, pancreático 

Panitumumab Colon, renal 

Matuzumab Cabeza/cuello, ovario, cérvix, colon 

Nimotuzumab Cabeza/cuello 

TKI Tipo de cáncer 

Gefitinib NSCLC 

Erlotinib NSCLC, páncreas 

Lapatinib Mama 

Dacomitinib NSCLC, cabeza/cuello, gástrico 

Afatinib NSCLC 

Neratinib Mama 

Canertinib NSCLC, mama 

Pelitinib Colon, NSCLC 

 

 

1.2. La vía PI3K como blanco terapéutico contra el cáncer 

     La vía de señalización PI3K-AKT-mTOR es esencial en la regulación de procesos 

como el crecimiento, motilidad y supervivencia celular, así como el metabolismo y la 

angiogénesis.12 Su activación desregulada está relacionada con la aparición de tumores y 

la resistencia a los tratamientos contra el cáncer.35 

     PI3K es una familia de lípido-quinasas asociadas a la membrana celular, compuesta 

por dos subunidades reguladoras (p85 y p55) y una subunidad catalítica (p110).36 

Dependiendo de sus diferencias estructurales y sus sustratos específicos, PI3K se clasifica 

en tres grupos: clases I, II y III.37 Dentro de la clase I, se distinguen dos subtipos: IA e IB. 

En particular, la clase IA, que tiene una mayor implicación en el desarrollo del cáncer 
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humano,38 incluye las subunidades catalíticas p110α, p110β y p110δ, las cuales son 

codificadas por los genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD, respectivamente.39 La subunidad 

reguladora p85 cumple un papel fundamental en la activación de p110, ya que funciona 

como un punto de integración de señales provenientes de diversas proteínas 

transmembrana e intracelulares, como los receptores de tirosina quinasa, la proteína 

quinasa C (PKC por sus siglas en inglés), la proteína tirosina fosfatasa 1 (SHP1), así como 

moléculas de señalización como Rac, Rho, receptores hormonales, Src y Ras mutado.36 

     En condiciones fisiológicas, la estabilidad de la subunidad catalítica p110 depende de 

su asociación con la subunidad reguladora p85. La activación de PI3K ocurre en respuesta 

a distintos estímulos extracelulares, como factores de crecimiento, citocinas y hormonas.40 

Una vez activada, esta enzima cataliza la conversión de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

(PIP2) en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) mediante fosforilación. PIP3 actúa 

como un segundo mensajero, facilitando la unión y el reclutamiento de proteínas con 

dominios de interacción con lípidos, como C1 y C2, hacia la membrana celular. Entre las 

proteínas de señalización que se asocian a los productos lipídicos de PI3K se encuentran 

las quinasas AKT y PDK1, que al posicionarse en la membrana activan vías relacionadas 

con el crecimiento y la supervivencia celular, además de contribuir a la inhibición de la 

apoptosis.39 Sin embargo, existen diferentes proteínas con la capacidad de regular 

negativamente a la vía de PI3K, esto a través de la inhibición de AKT. Algunos ejemplos 

de estos son las proteínas PHLPP, PTEN y CTMP, las cuales a menudo se encuentran 

ausentes o defectuosas en el cáncer.41–43 En la figura 3 se muestra el esquema general de 

la vía de señalización PI3K-AKT-mTOR. 
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Figura 5. Esquema general de la vía de señalización PI3K. Modificada de Yang et al., 

2019.39 

 

     En el cáncer, la vía de señalización de PI3K sufre una desregulación debido a distintos 

mecanismos, entre los que se incluyen la inactivación o pérdida de genes supresores de 

tumores, mutaciones o amplificación en los genes que codifican PI3K, así como la 

activación de receptores de factores de crecimiento con actividad tirosina quinasa, como 

ocurre en la sobreexpresión de EGFR, o la activación de oncogenes que actúan río arriba 

de PI3K.44 

     Se ha identificado que esta vía está alterada en la mayoría de los tipos de cáncer 

humano, incluidos el cáncer de pulmón, mama, colorrectal y diversas neoplasias 
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hematológicas, lo que resalta su importancia como un posible blanco terapéutico en el 

tratamiento oncológico.45 La inhibición de la señalización de PI3K puede contribuir tanto 

a la reducción de la proliferación celular como al incremento de la muerte celular.40 

 

1.3. La mitocondria como blanco terapéutico contra el cáncer 

     La mitocondria de la célula cancerosa se ha convertido en un blanco farmacológico 

importante debido a su papel clave en la proliferación y muerte celular. En los tejidos 

tumorales, las mitocondrias pueden cambiar los fenotipos metabólicos para enfrentar los 

desafíos de la alta demanda de energía y la síntesis macromolecular. Además, las 

mitocondrias pueden interactuar con el microambiente del tumor, y las señales de los 

fibroblastos asociados al cáncer pueden incidir en las mitocondrias. Las células cancerosas 

también pueden adquirir un fenotipo híbrido en el que pueden utilizar tanto la glucólisis 

como la fosforilación oxidativa. Este fenotipo híbrido puede facilitar la plasticidad 

metabólica de las células cancerosas, más específicamente en metástasis y resistencia a la 

terapia. A la luz de la heterogeneidad metabólica y la plasticidad de las células cancerosas 

que hasta hace poco no se habían apreciado, las estrategias dirigidas a la dependencia 

metabólica del cáncer parecen prometedoras para desarrollar terapias novedosas y eficaces 

contra el cáncer.46,47 

     Actualmente, hay un surgimiento de nuevos agentes anticancerígenos dirigidos a las 

mitocondrias y actualmente están bajo investigación para diferentes tipos de cánceres.48 

Estos se dirigen a las funciones metabólicas de las mitocondrias, modulan su dinámica y 

morfogénesis (por ejemplo, dinámica de fisión/fusión), la mitogénesis y la evasión de la 
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apoptosis. Se sabe que las mitocondrias tienen un papel importante en la preparación del 

tumor y la eficacia de la quimioterapia y existen varias vías apoptóticas: la vía del receptor 

de muerte extrínseca, la vía de la perforina/granzima y la vía intrínseca dependiente de la 

caspasa mitocondrial.46,49 

 

1.4. Péptidos proapoptóticos como nuevas alternativas terapéuticas contra el cáncer 

     Las quimioterapias convencionales basadas en moléculas pequeñas han resultado ser 

útiles para prolongar la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, en general, estos 

fármacos se caracterizan por la alta toxicidad y falta de especificidad. Además, el 

desarrollo de resistencia a los medicamentos por parte de las células cancerosas impide 

incluso la continuación del tratamiento. En este sentido, se ha prestado gran atención a 

fármacos macromoleculares, como los péptidos anticancerígenos (ACPs por sus siglas en 

inglés). Los ACPs pueden inducir la muerte celular por diversos mecanismos, tales como: 

disrupción de membranas, formación transitoria de poros, necrosis, apoptosis, efectos 

angiogénicos, disrupción de vías de señalización, regulación del ciclo celular o vías de 

reparación de ADN.50 Dentro de los ACPs destacan los péptidos proapoptóticos, los cuales 

inducen o restauran la maquinaria apoptótica por interacción con los reguladores claves 

de la apoptosis, lo que los hace capaces de destruir eficazmente a las células tumorales.51 

     Los defectos en el proceso de apoptosis se han implicado en diversas enfermedades. 

Especialmente en el caso del cáncer, cuya resistencia a la apoptosis es una parte esencial 

de la transformación maligna. Por lo tanto, inducir o restaurar la maquinaria apoptótica en 

las células cancerosas se ha considerado una estrategia atractiva para la terapia contra el 
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cáncer. Hasta la fecha se han identificado muchos de los reguladores clave de la apoptosis. 

Estos incluyen: receptores de muerte, inhibidores de Bcl-2 pro y antiapoptóticos, proteínas 

inhibidoras de la apoptosis (IAP por sus siglas en inglés), caspasas y p53. La identificación 

de los principales reguladores apoptóticos ha fomentado la exploración de candidatos a 

fármacos que podrían trabajar directamente con esos reguladores.52 En concreto, muchos 

péptidos proapoptóticos han resultado de gran interés como se muestra en la tabla 3. 

TABLA 3 

Ejemplos de péptidos proapoptóticos 

 

Nombre Secuencia aminoacídica Mecanismo de acción Referencia 

KLAK (KLAKLAK)2 
Permeabilización de 

membrana mitocondrial 

53 

CTMP4 
LDPKLMKEEQMSQAQLFTRSFD

DGL 

Inhibición directa de AKT 54 

GO-203 RRRRRRRRRCQCRRKN 

Interrupción de la 

supresión de especies 

reactivas de oxígeno de 

MUC1-C 

55 

FRAP-4 WEWT 
Activación de Fas al 

mimetizar a FasL 

56 

LP-4 
SWTWEKKLETAVNLAWTAGNS

NKWTWK 

Interacción con VDAC-1 e 

inhibición de HK-I, Bcl-2 

o Bcl-xL 

57 

P53-C 

terminal 
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKK 

Aumento de los niveles 

extracelulares de Fas/FasL 

58 

P7 LPLTPLP 

Inhibición de las proteínas 

Hsp 90, Akt y la 

señalización IKK/NF-kB 

59 

NuBCP-9 FSRSLHSLL 

La unión a Bcl-2 

induciendo un cambio 

conformacional 

60 
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     En general, como fármaco peptídico, los péptidos proapoptóticos poseen muchas 

propiedades favorables, que incluyen buena solubilidad acuosa, baja inmunogenicidad, 

disponibilidad de síntesis económica y modificación química eficiente. Sin embargo, 

persisten algunos desafíos con respecto al uso de péptidos proapoptóticos para la terapia 

del cáncer, incluida una menor absorción de células tumorales, una baja selectividad en 

su modo de acción, una escasa penetración en el tumor y una baja estabilidad plasmática.61 

Para superar estos obstáculos, se ha propuesto el empleo de estrategias de vanguardia, 

como lo son el uso de nanoestructuras basadas en lípidos, poliméricas y no poliméricas, y 

nanopartículas orgánicas e inorgánicas, así como la realización de bioconjugados de 

anticuerpos y sistemas de liberación de fármacos basados en péptidos (PBDs por sus siglas 

en inglés).62,63 

 

1.5. Sistemas de liberación de fármacos basados en péptidos (PBDs) 

     Actualmente, algunas moléculas con actividad antitumoral presentan ciertos 

inconvenientes asociados con la pobre selectividad y penetración en la célula tumoral, 

como se menciona en el caso de los péptidos proapoptóticos, por lo que requieren de 

vehículos o sistemas de liberación intracelular para llevar a cabo su función terapéutica 

de manera efectiva.64 65 

     El desarrollo de sistemas de administración de fármacos para la terapia contra cáncer 

es un tema crucial. En ese sentido, los PBDs son alternativas prometedoras para el 

tratamiento del cáncer ya que permiten mejorar la penetración en las células y el 

reconocimiento específico como resultado de sus posibles combinaciones con moléculas 
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citotóxicas, ácidos nucleicos, proteínas y péptidos. Dentro de estos sistemas destacan los 

péptidos de penetración celular (CPPs por sus siglas en inglés) y los péptidos de 

localización tumoral (THPs por sus siglas en inglés), los cuales confieren el paso a través 

de membranas y la interacción específica con biomarcadores respectivamente.66,67 

 

1.5.1. Péptidos de penetración celular (CPPs) 

     El término péptido de penetración celular (CPP) se emplea para referirse a una 

secuencia de aminoácidos corta, típicamente tiene una longitud de entre 5 y 30 residuos, 

que tiene la capacidad de atravesar la membrana lipídica de las células.68 Se ha sugerido 

la utilización de CPPs en un enfoque terapéutico contra el cáncer con el propósito de 

aumentar la efectividad de fármacos, dado que posibilitan el transporte de diversas 

moléculas hasta sus objetivos intracelulares.69,70 Los CPPs podrían tener una utilidad 

destacada en la entrega de moléculas terapéuticamente activas dentro de células en 

diversos tipos de cáncer que plantean desafíos en el ámbito farmacéutico. Se ha observado 

que el uso de estos péptidos representa una alternativa para tratar células cancerosas multi-

fármaco resistentes (MDR por sus siglas en inglés), lo que podría superar los obstáculos 

en el transporte de moléculas con potenciales aplicaciones clínicas en el futuro.71,72 

     Existe una gran variedad de CPPs derivados de proteínas, secuencias antimicrobianas 

y los obtenidos por métodos sintéticos.73 Los CPPs son clasificados de acuerdo con sus 

propiedades fisicoquímicas, las cuales se correlacionan con sus patrones de interacción 

con las membranas celulares. Las tres categorías principales de los CPPs son:  catiónicos, 

anfipáticos e hidrofóbicos,73,74 algunos ejemplos son mostrados en la tabla 4.  



20 
 

TABLA 4 

Ejemplos de CPPs y su clasificación fisicoquímica 

CPP Secuencia Clase Mecanismos Referencia 

TAT YGRKKRRQRRR Catiónico 
Macropinocitosis 

Formación de poro 
69,70,75 

Poliarginina  (R4, R8, R9, R12, R16) Catiónico 
Macropinocitosis 

Formación de poro 
76,77 

LMWP VSRRRRRRGGRRRR Catiónico 

Endocitosis 

independiente de 

clatrina y caveolina 

Traslocación 

directa 

78 

 sC18  GLRKRLRKFRNKIKEK Catiónico 

Endocitosis 

Traslocación 

directa 

79 

Pep-1 
KETWWETWWTEWSQP

KKKRKV 
Anfipático 

Formación de poro 
80 

BR2 
RAGLQFPVGRLLRRLL

R 
Anfipático 

Macropinocitosis 81 

Ku-70 PMLKE Hidrofóbico Formación de poro 82 

 

     Los CPPs de tipo catiónico se distinguen por contener una región con carga positiva, 

compuesta principalmente por residuos de arginina y/o lisina, lo que resulta esencial para 

su capacidad de internalización en las células. A diferencia de otros tipos de CPPs, esta 

configuración estructural no adopta una disposición helicoidal anfipática.83 La captación 

celular de estos péptidos depende en gran medida de la interacción entre sus grupos 

catiónicos y los componentes lipídicos con carga negativa en la membrana celular.77 

Además de la carga positiva, la propiedad de anfipaticidad también influye en la 

penetración celular. Los CPPs anfipáticos pueden tener carga positiva o negativa y 

presentan tanto regiones hidrófobas como hidrófilas, lo que les permite atravesar las 

membranas lipídicas sin depender de cargas positivas.84 En contraste con los CPPs 

catiónicos y anfipáticos, los CPPs hidrofóbicos son menos comunes. Para que un péptido 
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sea considerado hidrofóbico, debe contener una secuencia motivo de aminoácidos 

hidrofóbicos necesaria para su internalización o, en algunos casos, ser completamente 

hidrofóbico.74 Así mismo, los mecanismos de internalización celular de los CPPs son 

variados, incluyendo traslocación directa (por formación de poro, micela invertida y el 

modelo tipo alfombra), macropinocitosis y endocitosis (dependiente e independiente de 

clatrina/caveolina).85 Estos mecanismos se representan en la figura 6. 

 

 

Figura 6. Principales mecanismos de internalización celular de los CPPs. Modificada de 

González-Cruz et al., 2022.66 
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1.5.2. Péptidos de localización tumoral (THPs) 

     Los péptidos de localización tumoral (THPs) son secuencias cortas, regularmente con 

una longitud de 3 a 20 residuos de aminoácidos, y que contienen secuencias motivo que 

reconocen y se unen específicamente a una molécula de superficie en células tumorales o 

la vasculatura tumoral.86 

     Inicialmente, se intentó identificar péptidos que pudieran dirigirse a proteínas 

específicas en la superficie celular mediante la generación de anticuerpos monoclonales 

contra un epítopo particular. Posteriormente, a partir del estudio de la interacción entre el 

anticuerpo y el epítopo, se obtenía una secuencia lineal que podría ser utilizada como 

péptido de direccionamiento biológico.65 Una razón importante para el desarrollo de THPs 

es que, los péptidos tienen una menor capacidad de desencadenar una respuesta inmune 

en comparación con el uso de anticuerpos.87 En los THPs desarrollados, se ha identificado 

afinidad por un biomarcador específico, lo que les permite reconocer selectivamente las 

células tumorales que lo sobreexpresan. Al mismo tiempo, su interacción con células no 

malignas es limitada, una propiedad clave en la terapia dirigida para minimizar los efectos 

adversos.88 

     Un caso destacado de THP es el péptido S3 (CSHGYTGIRCQHVVLVDYQR), el cual 

presenta una alta especificidad para EGFR, un biomarcador ampliamente sobreexpresado 

en diversos tipos de cáncer.89 La utilización del péptido S3 facilita el transporte selectivo 

de moléculas con actividad terapéutica, lo que lo convierte en una estrategia prometedora 

para tratar cánceres EGFR-positivos, reduciendo al mismo tiempo los efectos adversos.90 

Este y otros ejemplos de THPs se muestran en la tabla 5. 
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TABLA 5 

Ejemplos de THPs y sus respectivas dianas 

Péptido Secuencia Diana Referencia 

S3 CSHGYTGIRCQHVVLVDYQR EGFR 89,90 

LTV LTVSPWY HER2 91,92 

RGD RGD Integrinas αvβ3 y αvβ5 93 

CP-7 CIQPFYP VEGFR-3 94 

CREKA CREKA Fibrina 95 

LyP-1 CGNKRTRGC 
Vasos linfáticos 

tumorales (p32) 
96 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico. HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento 

epidérmico humano. VEGFR-3: Receptor 3 del factor de crecimiento endotelial vascular. 

 

1.5.3. Péptidos de localización y penetración tumoral (TH-CPPs) 

     En términos generales, un péptido de localización y penetración tumoral (TH-CPP por 

sus siglas en inglés) se define como un péptido que muestra una alta internalización y 

selectividad contra las células cancerosas. Dicho en otras palabras, son CPPs con actividad 

dirigida al cáncer o THPs con capacidad de internalización celular.97 Por lo tanto, los TH-

CPPs comprenden las mismas características anteriormente mencionadas tanto para los 

CPPs como los THPs. Durante los últimos años, la investigación sobre nuevos TH-CPPs 

ha aumentado considerablemente ya que estas secuencias cortas, aproximadamente de 5 a 

30 residuos de aminoácidos, permiten direccionar efectivamente a otras posibles 

moléculas anticancerígenas, mejorando así la eficacia terapéutica y la reducción de efectos 

adversos.98 Por mencionar un ejemplo, el péptido NRPD es capaz de interactuar de manera 

específica con el receptor EGFR, internalizándose en las células que lo sobreexpresan, lo 

cual permite proponer potenciales aplicaciones dirigidas a las neoplasias EGFR-
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positivas.99 La tabla 6 muestra algunos ejemplos de TH-CPPs con sus respectivas 

secuencias y diana celular. 

 

TABLA 6 

Ejemplos de TH-CPPs y sus respectivas dianas 

Nombre Secuencia Diana Referencia 

NRPD NRPDSAQFWLHH EGFR 99 

pHK-PAS MIASHLLAYFFTELNGKPILFF 

Mitocondria de 

célula cancerosa 

100 

IL-13p 

TAMRAVDKLLLHLKKLFREGQFNRN

FESIIICRDRT 

IL13Rα2 

101 

CPP33 RLWMRWYSPRTRAYGC Línea celular A-549 97,102 

IL13Rα2: Receptor alfa-2 de interleucina 13. 

 

1.6. Antecedentes 

1.6.1. Estudios del potencial anticancerígeno de péptidos proapoptóticos 

     El péptido KLAK ((KLAKLAK)2) es uno de los péptidos proapoptóticos más 

investigados y fue desarrollado en 1996 por Javadpour et al.53 Hoy se conoce que el 

péptido KLAK induce la apoptosis al permeabilizar la membrana mitocondrial. Uno de 

los reportes representativos de esta actividad fue realizado en el 2020 por Wang et al. 

quienes desarrollaron un complejo de KLAK unido a la proteína de choque térmico (HSP 

por sus siglas en inglés) y evaluaron su actividad antitumoral en la línea celular de 
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melanoma B16F10. Se demostró que, al emplearse una concentración de 10 µM, el 

complejo HSP-KLAK mostró una actividad antitumoral significativa, produciendo una 

inhibición celular del 90% y un 25.4% de células apoptóticas comparado con el péptido 

KLAK libre que produjo sólo un 10% de inhibición y un 7.3% de células apoptóticas en 

la línea celular B16F10.103 Un ejemplo adicional que demuestra la capacidad de KLAK 

para inducir apoptosis fue el publicado por Qiao et al. en 2015, ellos conjugaron el péptido 

KLAK con el polímero poli- (β-amino éster). Estos copolímeros son autoensamblados en 

nanopartículas similares a micelas denominadas P2-KLAK, así mismo, se confirmó la vía 

de endocitosis, la apoptosis regulada por mitocondrias y la citotoxicidad de las micelas 

P2-KLAK en la línea celular MCF-7 de cáncer de mama humano. Como resultado, el 

efecto de destrucción de células cancerosas de las micelas P2-KLAK fue mayor que el de 

KLAK libre, lo que se atribuye a la internalización eficiente en las células a través de la 

ruta de endocitosis y la posterior interrupción de las mitocondrias en las células. En 

comparación con el péptido KLAK (IC50 ~890 µg/mL), la IC50 de P2-KLAK se redujo a 

~50 µg/mL, exhibiendo una capacidad anticancerígena mejorada en ~18 veces.104  

     En el año 2020, el grupo de Sun et al., evaluaron las partículas similares a bacteriófago 

PP7 recombinante (VLP) unidas con el péptido penetrante Pep2 y el péptido KLAK 

(2PP7-Pep2-KLAK). Se determinó que este complejo es capaz de penetrar rápidamente 

en las células de leucemia mieloide aguda THP1 después de 30 min de incubación, 

además, las VLP de 2PP7-Pep2-KLAK no mostraron efectos citotóxicos en células 

normales, pero sí inhibieron la proliferación de las células THP1 por medio de la 

inducción de apoptosis después de 24 h de exposición y hasta 120 h después.105 Otro 

estudio asociado al péptido KLAK fue el realizado por Sarangthem et al. en el 2021, 
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quienes evaluaron el polipéptido quimérico AP1-ELP-KLAK que contiene un péptido 

dirigido al receptor de la interleucina-4 (IL-4R), el polipéptido similar a la elastina 

autoensamblado con respuesta térmica (ELP) y el péptido proapoptótico KLAK en 

glioblastoma (GBM) in vitro e in vivo. En este trabajo, el efecto terapéutico de AP1-ELP-

KLAK se probó en células de glioblastoma avanzadas y menos curables con mayor 

expresión de IL-4R. Se obtuvieron imágenes de bioluminiscencia de D54/effluc y 

U97MG/effluc tratadas con AP1-ELP-KLAK las cuales exhibieron una mayor muerte 

celular hasta 2 – 3 veces más que el control. El tratamiento con AP1-ELP-KLAK dio como 

resultado un aumento dependiente del tiempo de la actividad de caspasa-3 en células 

D54/C y ratones portadores de tumores D54/C. En los ensayos in vivo se mostró que la 

inyección intravenosa de AP1-ELP-KLAK redujo drásticamente el crecimiento tumoral 

al inducir la apoptosis celular en ratones portadores de tumores D54/effluc. Además, el 

examen inmunohistológico del tejido tumoral extirpado confirmó la presencia de células 

apoptóticas, así como la activación de caspasa-3.106 

     A diferencia del péptido KLAK, el péptido proapoptótico CTMP4 

(LDPKLMKEEQMSQAQLFTRSFDDGL) presenta pocos estudios reportados, sin 

embargo, se ha demostrado que es capaz de inhibir a la vía de señalización PI3K e inducir 

un efecto antiproliferativo y apoptótico en células de cáncer. Este péptido fue desarrollado 

en 2009 por Simon et al. y está derivado de la proteína moduladora del carboxilo terminal 

(CTMP por sus siglas en inglés) la cual inhibe la fosforilación de AKT previniendo su 

activación e induciendo apoptosis. En su trabajo, evaluaron la actividad proapoptótica in 

vitro de CTMP4 unido al CPP TAT y obtuvieron valores que van de 31.2% hasta 61.9% 

de células apoptóticas positivas empleando un tratamiento al 10 µM de TAT-CTMP4 
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sobre celulares de cáncer pancreático (líneas celulares Panc-1, AsPC-1, CFPAC-1, BxPC-

3 y Panc-02) y sin inducir apoptosis en células mononucleares de sangre periférica 

humana.54 En otro estudio, Spitzer et. al. generaron una fusión del péptido proapoptótico 

CTMP4 y el ligando del receptor sigma-2 SV199 (S2-CTMP4) con el fin de caracterizar 

la capacidad de SV119 para administrar selectivamente otros cargos que inducen muerte 

celular y así aumentar las propiedades citotóxicas de SV119. Como resultado, la fusión 

S2-CTMP4 mostró la capacidad de inducir apoptosis en las células de cáncer pancreático 

murino Panc02, así mismo, se demostró una reducción en los niveles de AKT fosforilado 

derivado del tratamiento con este complejo, lo que confirma la actividad proapoptótica de 

CTMP4 dirigida a la inhibición de la vía PI3K.107 

 

1.6.2. Estudios de TH-CPPs y su aplicación contra el cáncer 

     Entre los PBDs más prometedores se encuentran los TH-CPPs, que como se ha 

mencionado anteriormente, combinan la actividad de penetración celular y localización 

tumoral en la misma secuencia. Anteriormente en este trabajo, se han mencionado algunos 

ejemplos de este tipo de péptidos, sin embargo, dado el objetivo de esta investigación, el 

TH-CPP más relevante es el péptido NRPDSAQFWLHH. Este fue reportado por primera 

vez por Jin et al. en el 2016 y desarrollado por medio de una librería de péptidos de 

fagos.108 Más adelante, Gan et al. demostraron que NRPD reconoce al receptor EGFR, 

internalizándose en las células de cáncer que sobreexpresan este receptor, esto fue 

comprobado tratando a las líneas celulares A-431 (carcinoma escamoso humano) y HT-

29 (adenocarcinoma colorrectal humano) con el péptido marcado con fluoresceína (FITC), 
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se demostró una internalización superior en la línea celular A-431 a través de microscopía 

de fluorescencia. Además, con ayuda de distintos inhibidores de endocitosis, se confirmó 

que el mecanismo de internalización de este péptido es a través de endocitosis mediada 

por clatrina. Por lo tanto, el péptido NRPDSAQFWLHH tiene aplicaciones potenciales en 

tratamientos dirigidos a pacientes con tumores malignos positivos para EGFR, que 

incluyen cáncer de piel, NSCLC, cáncer de esófago, gástrico, próstata, colorrectal, vejiga, 

páncreas, ovario y riñón.99  

     En el 2020, Gan et al.  ampliaron la información relacionada al uso del péptido 

NRPDSAQFWLHH. En este trabajo se desarrolló un sistema de administración de 

fármacos basado en la nanopartícula similar al virus de la hepatitis B (VLNP) y el péptido 

NRPDSAQFWLHH para la administración específica de ácido 5-fluorouracilo-1-acético 

(5-FA) a células de cáncer EGFR-positivo. En primer lugar, se determinaron los niveles 

de expresión del receptor EGFR en las líneas celulares A-431, HT29 y HeLa por medio 

de un inmunomarcaje, encontrando que A-431 presenta mayor expresión de EGFR. 

Posteriormente, se observó que 5-FA aumentó significativamente su citotoxicidad 

después de conjugarse en VLNP evaluando esta actividad sobre a las células A-431, HT29 

y HeLa. Los resultados mostraron que VLNP conjugado con el péptido 

NRPDSAQFWLHH conteniendo 5-FA se internaliza en las células cancerosas y las 

elimina de una manera dependiente de EGFR, mostrando un resultado selectivo sobre la 

línea celular A-431, con una IC50 de 21.98 ± 3.8 μM, comparado con HT29 y HeLa que 

obtuvieron valores de IC50 de 215.16 ± 1.89 μM y >1 mM respectivamente.109 

     Por lo anterior mencionado, en el presente proyecto se plantea el uso de los péptidos 

proapoptóticos KLAK y CTMP4 como terapia contra cáncer EGFR-positivo, sin 
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embargo, ya que su sitio de acción se encuentra en el citoplasma de la célula, y a su vez, 

presentan una pobre capacidad de internalización celular, se propone la obtención de estos 

péptidos fusionados con el péptido NRPDSAQFWLHH, con el objetivo de mejorar la 

efectividad y selectividad de ambos péptidos e inducir un efecto antitumoral. 

 

1.7. Justificación 

     El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo de gran 

interés aquellos que sobreexpresan el receptor EGFR por su asociación con la resistencia 

a las terapias. Hoy en día existe un creciente interés en el desarrollo de nuevos fármacos 

que presenten mejor efectividad y selectividad contra el cáncer. Por lo tanto, este trabajo 

propone el diseño de péptidos proapoptóticos y el estudio de su seguridad y actividad 

citotóxica dirigida a cáncer EGFR-positivo. 

 

1.8. Hipótesis 

     Los péptidos NRPD-CTMP4-H y NRPD-KLAK-H exhiben un efecto citotóxico 

dirigido, induciendo apoptosis en células de cáncer EGFR-positivo in vitro e in vivo en 

comparación con los péptidos libres CTMP4-H y KLAK-H. 
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1.9. Objetivos 

1.9.1. Objetivo General 

     Diseñar los péptidos NRPD-CTMP4-H y NRPD-KLAK-H y evaluar su efecto 

citotóxico y apoptótico en modelos in vitro e in vivo de cáncer EGFR-positivo. 

 

1.9.2. Objetivos Específicos 

1. Diseñar las fusiones peptídicas NRPD-CTMP4-H y NRPD-KLAK-H para una 

actividad biológica mejorada, empleando herramientas bioinformáticas. 

2. Determinar el efecto anticancerígeno de los péptidos sobre distintas líneas celulares, 

incluyendo células de cáncer EGFR-positivo, mediante la evaluación de la viabilidad 

celular relativa por MTT. 

3. Analizar la capacidad de inducción de apoptosis de los péptidos sobre líneas celulares 

de cáncer EGFR-positivo por el método de TUNEL.  

4. Identificar la actividad de internalización celular de los péptidos a través de la técnica 

de inmunomarcaje. 

5. Evaluar el efecto terapéutico de los péptidos proapoptóticos en un modelo murino de 

tumor subcutáneo empleando la línea celular CT26. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

     Para este trabajo, la síntesis de los péptidos NRPD-H, KLAK-H, KLAK, CTMP4-H, 

NRPD-KLAK-H, NRPD-KLAK y NRPD-CTMP4-H fue solicitada a la compañía 

GenScript (Piscataway, NJ, E.U.A.). 

     Los reactivos utilizados fueron adquiridos de las compañías: Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, E.U.A), Corning (Glendale, AZ, E.U.A.), CTR Scientific (Monterrey, 

NL, México), Merck KGaA (Darmstadt, HE, Alemania) y Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, E.U.A). Los equipos empleados se encuentran en el Laboratorio de 

Farmacología Molecular y Modelos Biológicos de la Facultad de Ciencias Químicas, 

UANL y el Departamento de Histología de la Facultad de Medicina, UANL. 

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

Collection (ATCC): cáncer de mama humano MCF-7 (ATCC®: HTB-22TM), cáncer de 

pulmón EGFR-positivo humano A-549 (ATCC®: CCL-185TM), cáncer de colon EGFR-
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positivo murino CT26 (ATCC®: CRL-2638TM) y células epiteliales de riñón de mono 

verde africano Vero (ATCC®: CCL-81TM). 

     Los ratones hembra de la cepa Balb/c con 6 semanas de edad, empleados en la 

evaluación in vivo, fueron adquiridos de la empresa Círculo ADN (Ciudad de México, 

México).  

 

2.1. Obtención de péptidos 

2.1.1. Diseño y análisis de secuencias peptídicas 

     El diseño de las fusiones peptídicas (NRPD-CTMP4-H y NRPD-KLAK-H) así como 

de los péptidos independientes se realizó con base en reportes de modificaciones capaces 

de mejorar la estabilidad, capacidad de internalización celular e identificación de los 

péptidos. Además, se realizó una predicción de acoplamiento molecular péptido – EGFR 

como análisis complementario, empleando el servidor HPEPDOCK 2.0 y el programa 

PyMOL. 

 

2.2. Evaluación biológica in vitro 

2.2.1. Determinación de viabilidad celular relativa por la técnica de MTT 

     La actividad anticancerígena in vitro se evaluó en la línea celular MCF-7 (cáncer de 

mama humano) y las líneas celulares EGFR-positivas A-549 (cáncer pulmonar humano) 

y CT26 (cáncer de colon murino). La línea celular Vero se utilizó para evaluar 

citotoxicidad inespecífica. Todas las líneas celulares empleadas fueron cultivadas y 
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mantenidas en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% e 

incubadas a 37 °C en una atmósfera al 5% de CO2. 

     Se evaluó la viabilidad celular relativa por la técnica de MTT fundamentada en la 

reducción de la sal de tretrazolio MTT en formazán por acción de deshidrogenasas 

mitocondriales en células viables, la posterior solubilización y cuantificación de este por 

espectrofotometría para calcular el porcentaje de viabilidad celular con respecto al control. 

Empleando los cultivos con 80% de confluencia, se realizaron 2 lavados con PBS seguido 

de una tripsinización (tripsina-EDTA 0.25%) y conteo en cámara de Neubauer. Se 

colocaron 5,000 células por pozo en una placa de 96 pocillos, empleando medio RPMI-

1640 con SFB al 10%, incubando por 24 h a 37 °C en una atmosfera de 5% CO2. 

Posteriormente, se cambió el medio por RPMI-1640 con SFB al 5% y se adicionó el 

tratamiento con péptidos (por triplicado) a distintas concentraciones (5 µM, 10 µM, 20 

µM, 40 µM y 80 µM) en cada pocillo y se incubó por 48 h. Después, se sustituyó el medio 

con medio de cultivo nuevo al 10% de MTT, se incubó por 1 h y se realizó la lectura en 

el lector de microplacas ELISA ELX800 (marca Biotek) a 595 nm. Se calculó la viabilidad 

celular relativa acorde a los controles negativos.110,111 

 

2.2.2. Evaluación de la actividad proapoptótica por el método de TUNEL 

     La actividad proapoptótica de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H fue probada 

sobre las líneas celulares A-549, CT26, MCF7 y Vero mediante el ensayo de TUNEL con 

el kit Click-iTTM Plus - Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher Scientific), fundamentado en la 
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detección de la fragmentación del ADN por acción de la enzima desoxinucleotidil 

transferasa terminal (TdT por sus siglas en inglés). 

     Empleando cultivos con un 80% de confluencia, se realizaron 2 lavados con PBS 

seguido de una tripsinización (tripsina-EDTA 0.25%) y conteo en cámara de Neubauer. 

En una placa de 24 pozos se colocaron cubreobjetos circulares estériles (12 mm de 

diámetro) y se sembraron 70,000 células/pozo, incubando por 24 h a 37 °C en atmosfera 

de 5% CO2. Luego, se sustituyó el medio por RPMI-1640 con SFB al 5% y se adicionó el 

tratamiento de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H a una concentración de 50 µM y 

se incubó nuevamente por 24 h. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS y se 

fijaron las células con 1 mL de metanol frío por 10 min a -20 °C, luego se permeabilizaron 

con una inmersión rápida de 500 µL de acetona fría y se realizó 1 lavado con PBS. Como 

control positivo de reacción, se destinó un pocillo para su incubación con DNasa I (1 U) 

por 30 min a temperatura ambiente. 

     Se preincubaron las células con buffer de reacción TdT (100 µL/pozo) durante 10 

minutos a 37 °C. Se preparó la mezcla de reacción TdT para cada pozo (47 µL de buffer 

de reacción TdT, 1 µL de EdUTP y 2 µL de enzima TdT). Se agregaron 50 µL de la mezcla 

de reacción TdT a las células y se incubaron por 1 h a 37 °C protegidas de la luz. Se 

realizaron 2 lavados de 5 min c/u con PBS y BSA al 3% y se adicionaron 50 µL/pozo del 

cóctel de reacción Click-iTTM Plus TUNEL, incubando en oscuridad por 30 min a 37 °C. 

Luego, se lavaron las células con PBS y BSA al 3% por 5 min y se procedió a realizar la 

tinción de los núcleos agregando 100 µL de HoechstTM 33342 1X por pozo e incubando 

por 15 min a temperatura ambiente, protegido de la luz. Finalmente, se realizaron 3 

lavados con PBS y se colectaron los cubreobjetos para su montaje con glicerol al 50% en 
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portaobjetos. El resultado fue observado en un microscopio de epifluorescencia Leica 

(modelo DM1000) y fotodocumentado con QImaging MicroPublisher 5.0 RTV.112 La 

estimación del porcentaje de células TUNEL-positivas se realizó con ayuda del programa 

ImageJ por medio del análisis de 5 campos aleatorios. 

 

2.2.3. Identificación de la internalización celular por el método de inmunomarcaje 

     Para detectar la internalización de los péptidos proapoptóticos en respuesta a los 

tratamientos se realizó la técnica de inmunomarcaje fluorescente en las células sometidas 

a tratamientos con los péptidos NRPD-H, KLAK-H, CTMP4-H, NRPD-KLAK-H y 

NRPD-CTMP4-H.  

     A partir de cultivos celulares con un 80% de confluencia, se realizaron 2 lavados con 

PBS seguido de una tripsinización (tripsina-EDTA 0.25%) y conteo en cámara de 

Neubauer. En una placa de 24 pozos se colocaron cubreobjetos circulares estériles (12 mm 

de diámetro) y se sembraron 70,000 células/pozo, incubando por 24 h a 37 °C en atmosfera 

de 5% CO2. Luego, se sustituyó el medio por RPMI-1640 con SFB al 5% y se adicionó el 

tratamiento para cada péptido a una concentración de 50 µM y se incubó nuevamente por 

30 min y 4 h. Al término de cada tratamiento, se realizaron 2 lavados con PBS y se fijaron 

las células con 1 mL de metanol frío incubando por 10 minutos a -20 °C, seguido de su 

permeabilización con una inmersión rápida con 500 µL de acetona fría. Se realizaron 2 

lavados con PBS y se añadieron 400 µL de la solución de bloqueo de suero de caballo al 

3% y se incubó por 1 h a 4 °C. Posteriormente, se retiró la solución de bloqueo y se 

añadieron 300 µL de solución de anticuerpo primario murino Anti-HisTag (Santa Cruz 
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Biotechnology) en una relación 1:250 y se dejó en incubación durante la noche a 4 °C. 

Luego, se realizaron 3 lavados con PBS, se añadieron 300 µL de solución de anticuerpo 

secundario Anti-ratón marcado con Alexa FluorTM Plus 555 (Thermo Fisher Scientific) en 

una relación 1:500 y se incubó por 2 h a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS y se 

colectaron los cubreobjetos con las células inmunomarcadas para ser colocados en 

portaobjetos agregando 8 µL de medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector 

Laboratories) como contratinción de núcleos.  El resultado se observó en un microscopio 

de epifluorescencia Leica (modelo DM1000) y se fotodocumentó con QImaging 

MicroPublisher 5.0 RTV.113 

 

2.3. Evaluación biológica in vivo 

2.3.1. Evaluación del efecto antitumoral de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-

H en el modelo in vivo 

     Para evaluar el efecto antitumoral de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H, se 

realizó el ensayo en ratones hembra de la cepa Balb/c de 7 semanas de edad con 4 murinos 

por grupo y se mantuvieron con dieta chow estándar y agua ad libitum bajo ciclos 

circadianos de 12 h. Tras una semana de aclimatación en el bioterio, los murinos 

recibieron un implante tumoral de células CT26 (200,000 células) en 100 µL por inyección 

subcutánea en el flanco izquierdo. Los murinos fueron monitoreados para detectar la 

formación de la masa tumoral y se calculó su volumen empleando la fórmula mostrada en 

la figura 7. Al alcanzar un volumen de 200 mm3, se procedió a iniciar con los tratamientos 

con KLAK-H, NRPD-KLAK-H y erlotinib en dosis de 10 mg/kg de ratón siguiendo un 
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régimen de tratamiento por vía subcutánea peritumoral (3 aplicaciones con espacio de 5 

días entre cada una).114,115 Los distintos grupos de estudio se presentan en la tabla 7. 

 

𝑉 =
𝑑2 𝑥 𝐷

2
 

Figura 7. Fórmula para calcular volumen tumoral. Volumen tumoral (V), diámetro 

menor (d), diámetro mayor (D). 

 

TABLA 7 

Grupos de estudio y tratamientos 

Grupo Tratamiento 

1 PBS (control) 

2 Erlotinib 

3 KLAK-H 

4 NRPD-KLAK-H 

 

     Se analizó el crecimiento del tumor y peso del murino para cada grupo. Los criterios 

de eutanasia contemplados corresponden si los murinos presentan señales de dolor, 

lesiones en piel o en tumor y baja de peso. 

     El manejo de los modelos murinos se llevó a cabo siguiendo cuidadosamente las 

instrucciones estipuladas por la norma oficial mexicana NOM-ZOO-062-1999, evitando 

en todo momento el sufrimiento innecesario de los animales. El bienestar general de los 

ratones, su peso y tamaño de tumor fue monitoreado continuamente hasta la conclusión 
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del ensayo. Al término del ensayo, se llevó a cabo el sacrificio de los ratones por medio 

de dislocación cervical, se colectaron órganos (corazón, hígado, pulmón y riñón) y 

tumores de los murinos, los cuales fueron destinados para su análisis histológico. Este 

protocolo fue revisado por el comité de revisión institucional. 

 

2.3.2. Evaluación histológica del efecto de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H 

en el modelo in vivo 

     Los tumores y órganos aislados del ensayo in vivo fueron destinados para su análisis 

histológico. Primero, se realizó su fijación en formalina durante 72 h a 4 °C, su posterior 

deshidratación en etanol ascendente en el procesador automático de tejidos (Histokinette) 

Kedee (modelo KD-TS3D), su inclusión final en bloques de parafina empleando el centro 

de inclusión Kedee (modelo KD-BM). Los cortes histológicos fueron obtenidos con ayuda 

de un micrótomo de rotación Leica (modelo RM2235) con un grosor de 4 µm, y 

posteriormente fueron sometidos a la tinción histológica de hematoxilina y eosina. Las 

laminillas teñidas fueron montadas en medio de montaje EntellanTM y fueron analizadas 

en un microscopio óptico Leica para determinar alteraciones presentes en los órganos y 

tumores en respuesta a los tratamientos. Se utilizó una escala histológica para determinar 

los principales cambios estructurales. 
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2.4. Evaluación biológica ex vivo 

2.4.1. Evaluación del efecto de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en el 

modelo ex vivo 

     Para garantizar el contacto y permanencia prolongada del tratamiento con los péptidos 

KLAK-H y NRPD-KLAK-H con las células tumorales, se decidió incorporar un ensayo 

de administración de los péptidos bajo cultivos tumorales ex vivo. A partir de un murino 

con implante tumoral CT26 no tratado, se realizó la obtención y disección del tumor y se 

procesó en fragmentos de 2 mm3, los cuales fueron colocados en una placa de 24 pozos 

en medio RPMI-1640 con SFB 10% y expuestos a la IC50 de cada péptido durante 72 h, a 

37 °C en atmósfera de CO2 al 5%.116–118 Al finalizar los tratamientos, las muestras fueron 

destinadas para su análisis histológico del mismo modo que los tejidos del modelo in vivo. 

 

2.5. Análisis estadístico 

     Todos los experimentos se realizaron por triplicado y con 3 ensayos independientes en 

el caso de los ensayos in vitro. Para el análisis de los resultados obtenidos, se realizó una 

comparación de medias por medio de un análisis de varianza (ANOVA) y una prueba de 

Tukey, considerando un valor de p<0.05 como estadísticamente significativo. Además, 

para la evaluación de viabilidad celular relativa, se calcularon los valores correspondientes 

al IC50 con ayuda del programa GraphPad Prism 8. 
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2.6. Disposición de residuos generados 

     La disposición de residuos generados durante el presente trabajo fue realizada de 

acuerdo con lo establecido en el Programa de Gestión para el Manejo Integral de los 

Residuos Generados en la Facultad de Ciencias Químicas de la UANL y los lineamientos 

establecidos por el departamento de Histología de la Facultad de Medicina de la UANL. 

Los cultivos empleados fueron esterilizados a 121 °C durante 15 min y manejados como 

residuos peligrosos biológico-infecciosos (RPBI). 
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

3.1. Obtención de péptidos 

3.1.1. Diseño y análisis de secuencias peptídicas 

     Se realizó el diseño de los péptidos NRPD-H, KLAK-H, CTMP4-H, NRPD-KLAK-H 

y NRPD-CTMP4-H tomando como base la literatura en donde se han reportado las 

secuencias aminoacídicas de NRPD, KLAK y CTMP4, así mismo, se añadieron 

modificaciones a sus secuencias basadas en lo siguiente: 1) aumentar el tiempo de vida 

media en plasma, 2) mejorar la actividad de internalización en células tumorales y 3) 

permitir su identificación por medio de anticuerpos. Para el primer caso, se añadió a cada 

secuencia un residuo de cisteína en el extremo N-terminal, estrategia desarrollada por 

Pang et al. que se basa en la posibilidad de establecer enlaces disulfuro con proteínas 

transportadoras.119 Finalmente, se agregaron de 4 a 6 residuos de histidina en el extremo 

C-terminal para permitir su reconocimiento con el anticuerpo anti-HisTag, y al mismo 
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tiempo, mejorar la habilidad de internalización de los péptidos.120 Las secuencias 

aminoacídicas de los péptidos evaluados en este proyecto se muestran en la tabla 8. 

 

TABLA 8 

Péptidos obtenidos y sus secuencias aminoacídicas 

Nombre Secuencia 

NRPD-H CNRPDSAQFWLHHHHHH 

KLAK-H CKLAKLAKKLAKLAKHHHHHH 

KLAK KLAKLAKKLAKLAK 

CTMP4-H CLDPKLMKEEQMSQAQLFTRSFDDGLHHHHHH 

NRPD-KLAK-H CKLAKLAKKLAKLAKNRPDSAQFWLHHHHHH 

NRPD-KLAK KLAKLAKKLAKLAKNRPDSAQFWLHH 

NRPD-CTMP4-H CLDPKLMKEEQMSQAQLFTRSFDDGLNRPDSAQFWLHHHHHH 

 

     De modo complementario, los péptidos NRPD, NRPD-KLAK y NRPD-CTMP4 

fueron sometidos a un análisis de predicción de acoplamiento molecular péptido – EGFR 

con el servidor HPEPDOCK 2.0, de esta forma se visualizó la región de interacción más 

probable del péptido NRPD original. La figura 8 muestra el modelo más confiable, de 

acuerdo con el servidor HPEPDOCK, para NRPD original acoplado con la región 

extracelular de EGFR (ID PDB: 1MOX), encontrando únicamente interacciones de tipo 

hidrofóbicas.  
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Figura 8. Modelo de acoplamiento molecular NRPD – EGFR. A la izquierda se observa 

el modelo general del acoplamiento (NRPD en color azul y EGFR en verde). Al centro 

se presenta un acercamiento a NRPD, mostrando sólo las regiones de EGFR más 

cercanas a él y la secuencia de NRPD con los residuos responsables de la interacción en 

color rojo. A la derecha se enlistan las interacciones hidrofóbicas entre los residuos de 

NRPD y EGFR. 

 

     El resultado de este primer acoplamiento sirvió como punto de comparación para las 

siguientes predicciones obtenidas. Se obtuvieron los modelos de los péptidos modificados 

acoplados con EGFR (NRPD-H – EGFR, NRPD-KLAK-H – EGFR, y NRPD-CTMP4-H 

– EGFR), los cuales se presentan en la figura 9, mostrando que la región de interacción en 

cada uno se conserva a pesar de las diferencias en las regiones modificadas. 
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Figura 9. Modelos predictivos de acoplamiento molecular péptido – EGFR. Péptido 

(azul) y EGFR (verde). A) NRPD original – EGFR. B) NRPD-H – EGFR. C) NRPD-

KLAK-H – EGFR. D) NRPD-CTMP4-H – EGFR. 

 

3.2. Evaluación biológica in vitro 

3.2.1. Determinación de viabilidad celular relativa por la técnica de MTT 

     Los péptidos NRPD-H, KLAK-H, KLAK, CTMP4-H, NRPD-KLAK-H, NRPD-

KLAK y NRPD-CTMP4-H, así como el fármaco erlotinib, fueron aplicados como 

tratamiento a las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 en 5 diferentes concentraciones (5 

µM – 80 µM). Esto permitió evaluar el efecto citotóxico y anticancerígeno de cada 

tratamiento a través de la cuantificación de la viabilidad celular relativa como se muestra 

a continuación.  
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     El péptido NRPD-H no mostró una actividad citotóxica en las líneas celulares 

evaluadas. Como observa en la figura 10, no hay una disminución significativa del 

porcentaje de viabilidad celular con el aumento en la concentración del tratamiento. 
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Figura 10. Gráfico del efecto citotóxico del péptido NRPD-H. Se presenta el porcentaje 

de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 tratadas con el 

péptido NRPD-H a distintas concentraciones. El control negativo fueron células sin 

tratamiento. 

 

     En el caso de los tratamientos con el péptido KLAK-H, se mostró una destacada 

actividad citotóxica y anticancerígena disminuyendo significativamente la viabilidad de 

las células al exponerse al péptido en concentraciones superiores a 20 µM, siendo las 

líneas celulares A-549 y CT26 las más susceptibles (figura 11). 
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Figura 11. Gráfico del efecto citotóxico del péptido KLAK-H. Se presenta el porcentaje 

de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 tratadas con el 

péptido KLAK-H a distintas concentraciones. El control negativo fueron células sin 

tratamiento. (*) p < 0.05, (***) p < 0.0001. 

 

     Por otra parte, el péptido proapoptótico KLAK (sin modificaciones) fue evaluado para 

determinar si las modificaciones presentes en KLAK-H son importantes para su actividad. 

Como se muestra en la figura 12, KLAK no redujo significativamente la viabilidad de las 

células tratadas. 
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Figura 12. Gráfico del efecto citotóxico del péptido KLAK. Se presenta el porcentaje de 

viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 tratadas con el 

péptido KLAK a distintas concentraciones. El control negativo fueron células sin 

tratamiento. 

 

     En cuanto a los tratamientos con el péptido CTMP4-H, no se observó citotoxicidad en 

las líneas celulares probadas. Como observa en la figura 13, no hay una disminución 

significativa de la viabilidad celular en ninguna concentración del tratamiento. 
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Figura 13. Gráfico del efecto citotóxico del péptido CTMP4-H. Se presenta el 

porcentaje de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 

tratadas con el péptido CTMP4-H a distintas concentraciones. El control negativo fueron 

células sin tratamiento. 

 

     De modo similar al péptido KLAK-H, el péptido NRPD-KLAK-H presentó actividad 

citotóxica y anticancerígena significativa. La figura 14 refleja una marcada reducción en 

la viabilidad de las células tratadas a medida que aumenta la concentración del 

tratamiento. Así mismo, se puede observar que la línea celular A-549 fue la más 

susceptible al tratamiento con una disminución significativa en su viabilidad en 

concentraciones de 20 µM y 40 µM. 
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Figura 14. Gráfico del efecto citotóxico del péptido NRPD-KLAK-H. Se presenta el 

porcentaje de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 

tratadas con el péptido NRPD-KLAK-H a distintas concentraciones. El control negativo 

fueron células sin tratamiento. (*) p < 0.05, (***) p < 0.0001. 

 

     Adicionalmente, se analizó el efecto del péptido NRPD-KLAK (sin modificaciones), 

el cual demostró una inhibición significativa de la viabilidad en las líneas celulares A-549 

y CT26 a partir de una concentración de 40 µM (figura 15), pero con un efecto débil 

comparado con el de NRPD-KLAK-H. 
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Figura 15. Gráfico del efecto citotóxico del péptido NRPD-KLAK. Se presenta el 

porcentaje de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 

tratadas con el péptido NRPD-KLAK a distintas concentraciones. El control negativo 

fueron células sin tratamiento. (*) p < 0.05, (**) p < 0.001. 

 

     En la figura 16 se presenta el efecto del péptido NRPD-CTMP4-H, estos resultados 

muestran que no existe una actividad citotóxica en ninguna línea celular tratada a las 

diferentes concentraciones. 
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Figura 16. Gráfico del efecto citotóxico del péptido NRPD-CTMP4-H. Se presenta el 

porcentaje de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 

tratadas con el péptido NRPD-CTMP4-H a distintas concentraciones. El control 

negativo fueron células sin tratamiento. 

 

     El inhibidor tirosina quinasa erlotinib fue evaluado en las mismas líneas celulares a las 

mismas concentraciones que los péptidos presentados anteriormente. Los resultados 

presentados en la figura 17 muestran una marcada reducción de la viabilidad celular en 

todas las líneas celulares desde una concentración de 5 µM. Sin embargo, no se encontró 

diferencia significativa al comparar entre las concentraciones empleadas ni entre líneas 

celulares tratadas. 
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Figura 17. Gráfico del efecto citotóxico del fármaco erlotinib. Se presenta el porcentaje 

de viabilidad celular relativa de las células Vero, MCF-7, A-549 y CT26 tratadas con 

erlotinib a distintas concentraciones. El control negativo fueron células sin tratamiento. 

 

     Estos datos permitieron realizar el cálculo de valores de IC50 de los péptidos KLAK-H 

y NRPD-KLAK-H, así como el fármaco de referencia erlotinib, los cuales se presentan en 

la tabla 9. Se destaca que la línea celular A-549 es la más sensible a los tratamientos 

peptídicos y que el péptido KLAK-H muestra una actividad más potente que la fusión 

NRPD-KLAK-H (figura 18).  
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TABLA 9 

IC50 de los tratamientos con KLAK-H, NRPD-KLAK-H y erlotinib (µM) 

 MCF-7 A-549 CT26 Vero 

KLAK-H 86.3 ± 4.8 33.3 ± 2.9 42.3 ± 3.2 86.3 ± 14.0 

NRPD-KLAK-H 52.8 ± 1.5 40.9 ± 6.9 59.6 ± 10.1 66.9 ± 0.5 

Erlotinib 13.03 ± 2.86 44.79 ± 4.25 18.79 ± 7.74 10.2 ± 6.27 
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Figura 18. IC50 de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H. Se presentan los valores 

de IC50 de los distintos tratamientos en las líneas celulares MCF-7, A-549, CT26 y Vero.  

(*) p < 0.05. 
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3.2.2. Evaluación de la actividad proapoptótica por el método de TUNEL 

     Como se mencionó anteriormente, los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H 

mostraron la mayor citotoxicidad. Para confirmar si su mecanismo de inducción de muerte 

celular ocurre a través de la apoptosis, se llevó a cabo el ensayo TUNEL.  

     Los resultados de la figura 19 muestran que los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H 

inducen apoptosis en la línea celular Vero, estimándose un 22.90 ± 9.77% y 18.16 ± 4.23% 

de células TUNEL-positivas, respectivamente. 

     En la figura 20 se observa que los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H inducen 

apoptosis en la línea celular MCF-7, estimándose un 20.11 ± 5.83% y 24.28 ± 7.75% de 

células TUNEL-positivas, respectivamente. 

     En la figura 21 se confirma la habilidad de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H 

de inducir apoptosis en la línea celular A-549, estimándose un 64.77 ± 6.28% y 60.77 ± 

6.15% de células TUNEL-positivas, respectivamente.  

     En la figura 22 se muestra que los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H son capaces 

de inducir apoptosis en la línea celular CT26, estimándose un 40.66 ± 3.78% y 39.90 ± 

8.74% de células TUNEL-positivas, respectivamente. 
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Figura 19. Efecto proapoptótico de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en la línea 

celular Vero. Imágenes de microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con 

Hoechst 33342 (azul) y células TUNEL-positivas (rojo). El control negativo fueron 

células sin tratamiento y el control positivo fueron células tratadas con DNasa I. 

Magnificación 400X. 
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Figura 20. Efecto proapoptótico de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en la línea 

celular MCF-7. Imágenes de microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con 

Hoechst 33342 (azul) y células TUNEL-positivas (rojo). El control negativo fueron 

células sin tratamiento y el control positivo fueron células tratadas con DNasa I. 

Magnificación 400X. 
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Figura 21. Efecto proapoptótico de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en la línea 

celular A-549. Imágenes de microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con 

Hoechst 33342 (azul) y células TUNEL-positivas (rojo). El control negativo fueron 

células sin tratamiento y el control positivo fueron células tratadas con DNasa I. 

Magnificación 400X. 
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Figura 22. Efecto proapoptótico de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en la línea 

celular CT26. Imágenes de microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con 

Hoechst 33342 (azul) y células TUNEL-positivas (rojo). El control negativo fueron 

células sin tratamiento y el control positivo fueron células tratadas con DNasa I. 

Magnificación 400X. 
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3.2.3. Identificación de la internalización celular por el método de inmunomarcaje 

     Para evaluar la actividad de internalización celular de cada uno de los péptidos 

analizados, se realizó un inmunomarcaje fluorescente con el objetivo principal de detectar 

la etiqueta de histidinas (HisTag) añadida a los péptidos diseñados. Se evaluaron los 

péptidos NRPD-H, KLAK-H, CTMP4-H, NRPD-KLAK-H y NRPD-CTMP4-H en 

tratamientos de 30 minutos y 4 horas en las líneas celulares A-549, CT26, MCF-7 y Vero. 

La internalización celular se determinó cualitativamente mediante la observación de 

fluorescencia roja, indicando la captación de los péptidos. 

     Se detectó actividad de internalización celular para el péptido NRPD-H en las líneas 

celulares A-549 (figura 23a), CT26 (figura 23b) y Vero (figura 23d). Los mejores 

resultados se obtuvieron con el péptido KLAK-H, el cual se internalizó en las cuatro líneas 

celulares analizadas en ambos tiempos evaluados (figura 24). En contraste, el péptido 

NRPD-KLAK-H mostró internalización en las líneas celulares A-549 (figura 26a), MCF-

7 (figura 26c) y Vero (figura 26d), pero no se detectó en las células CT26 (figura 26b). 

Finalmente, los péptidos CTMP4-H (figura 25) y NRPD-CTMP4-H (figura 27) 

presentaron una internalización pobre, limitada únicamente a la línea celular Vero. Un 

resumen de estos resultados se muestra en la tabla 10. 
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Figura 23. Internalización celular del péptido NRPD-H. Imágenes de microscopía de 

fluorescencia muestran núcleos teñidos con DAPI (azul) y péptido internalizado (rojo) 

en las líneas celulares: a) A-549, b) CT26, c) MCF-7, y d) Vero. El control negativo 

fueron células sin tratamiento. Magnificación 400X. 
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Figura 24. Internalización celular del péptido KLAK-H. Imágenes de microscopía de 

fluorescencia muestran núcleos teñidos con DAPI (azul) y péptido internalizado (rojo) 

en las líneas celulares: a) A-549, b) CT26, c) MCF-7, y d) Vero. El control negativo 

fueron células sin tratamiento. Magnificación 400X. 
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Figura 25. Internalización celular del péptido CTMP4-H. Imágenes de microscopía de 

fluorescencia muestran núcleos teñidos con DAPI (azul) y péptido internalizado (rojo) 

en las líneas celulares: a) A-549, b) CT26, c) MCF-7, y d) Vero. El control negativo 

fueron células sin tratamiento. Magnificación 400X. 
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Figura 26. Internalización celular del péptido NRPD-KLAK-H. Imágenes de 

microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con DAPI (azul) y péptido 

internalizado (rojo) en las líneas celulares: a) A-549, b) CT26, c) MCF-7, y d) Vero. El 

control negativo fueron células sin tratamiento. Magnificación 400X. 
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Figura 27. Internalización celular del péptido NRPD-CTMP4-H. Imágenes de 

microscopía de fluorescencia muestran núcleos teñidos con DAPI (azul) y péptido 

internalizado (rojo) en las líneas celulares: a) A-549, b) CT26, c) MCF-7, y d) Vero. El 

control negativo fueron células sin tratamiento. Magnificación 400X. 

 

TABLA 10 

Resumen de los resultados de internalización celular 

 NRPD-H KLAK-H NRPD-KLAK-H CTMP4-H NRPD-CTMP4-H 

 Células 30 min 4 h 30 min 4 h 30 min 4 h 30 min 4 h 30 min 4 h 

A-549 + + + + + + - - - - 

CT26 + - + + - - - - - - 

MCF-7 - - + + + + - - - - 

Vero + + + + - + - + + + 

(+) Internalización detectada. (-) Sin señal. 
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3.3. Evaluación biológica in vivo 

3.3.1. Evaluación del efecto antitumoral de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-

H en el modelo in vivo 

     La evaluación del efecto antitumoral in vivo fue realizada en 4 grupos de estudio: 

control (grupo 1), erlotinib (grupo 2), KLAK-H (grupo 3) y NRPD-KLAK-H (grupo 4). 

Como se muestra en la figura 28, no hubo una reducción del volumen tumoral por los 

tratamientos aplicados. En la tabla 11 se presenta el volumen tumoral registrado los 

ratones de cada grupo de estudio desde el inicio hasta el fin del ensayo, en los casos en los 

que se determinó la presencia de masa tumoral pero no fue posible realizar su medición 

se reportó como no medible (NM) seguido de signos ‘+’ como un sistema arbitrario para 

su comparación. 
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Figura 28. Gráfico del volumen tumoral resultado de los tratamientos in vivo. Se 

presenta el progreso del volumen tumoral en cada grupo de estudio durante el ensayo. 
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TABLA 11 

Volumen tumoral del inicio al fin del ensayo (mm3) 

 Inicio del ensayo Fin del ensayo 

Grupo Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 Ratón 4 Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 Ratón 4 

1 239.72 296.42 NM + 98.22 1796.81 2085.87 1237.49 1775.93 

2 403.44 NM + 172.22 229.68 2673.24 NM+ 4310.91 3078.25 

3 662.97 227.26 162.69 NM + 3499.03 2393.34 1636.4 - 

4 NM + 142.32 239.07 NM ++ - 2170.43 2639.88 1009.23 

(NM) No medible. (-) Masa tumoral no detectada. 

 

3.3.2. Evaluación histológica del efecto de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H 

en el modelo in vivo 

     En la evaluación histopatológica de los tumores obtenidos del modelo in vivo, se 

identificaron alteraciones estructurales asociadas al proceso de apoptosis en los grupos 

tratados con erlotinib, así como con los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H. Entre estas 

alteraciones se observaron condensación de la cromatina e infiltración leucocitaria, como 

se muestra en la figura 29. No obstante, aunque el efecto de los tratamientos fue evidente 

en comparación con el grupo control, la presencia de dichas características fue limitada. 
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Figura 29. Micrografías representativas del análisis histopatológico de los tumores 

CT26 del modelo in vivo. Las imágenes muestran los resultados de los grupos: a) 

control, b) erlotinib, c) KLAK-H y d) NRPD-KLAK-H. Se presentan alteraciones 

estructurales como la condensación de la cromatina (flecha) e infiltrado leucocitario 

(cabeza de flecha). Tinción por hematoxilina y eosina. Magnificación 400X. 

 

     Además, con el objetivo de validar si otros órganos presentan alteraciones 

histopatológicas en respuesta a los tratamientos, se analizaron 4 de los principales órganos 

con mayor irrigación sanguínea: corazón, hígado, pulmón y riñón. 

     En la figura 30 se muestran los resultados correspondientes al análisis del tejido 

cardiaco. No se detectaron alteraciones estructurales que indiquen algún daño derivado de 
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los distintos tratamientos. Se observan fascículos de fibras musculares estriadas formados 

por cardiomiocitos alargados y ramificados con núcleo central. Entre las células y 

fascículos hay tejido conjuntivo (endomisio y perimisio, respectivamente) con vasos 

sanguíneos y eritrocitos. En el citoplasma se perciben las estriaciones transversales por 

los sarcómeros, unidades contráctiles, y entre cada célula se perciben los discos 

intercalares que conectan y permiten la comunicación y sincronía entre los cardiomiocitos. 

 

 

Figura 30. Micrografías representativas de tejido cardíaco del modelo in vivo. Las 

imágenes muestran los resultados de los grupos: a) control, b) erlotinib, c) KLAK-H y d) 

NRPD-KLAK-H. No se detectaron alteraciones estructurales que indiquen una lesión 

por los distintos tratamientos. Tinción por hematoxilina y eosina. Magnificación 200X. 
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     En la figura 31 se muestran los resultados correspondientes al análisis del tejido 

hepático. No se detectaron alteraciones morfológicas en los hepatocitos, señales de 

fibrosis o congestión hepática que indiquen algún daño derivado de los distintos 

tratamientos. Se observa la organización clásica de lóbulos hepáticos, con cordones de 

hepatocitos dispuestos radialmente hacia una vena central y conectados a espacios porta 

conformados por vena porta, arteria hepática y conducto biliar. Los hepatocitos tienen 

núcleos centrales, algunos binucleados, y citoplasma eosinófilo. Entre los cordones se 

localizan sinusoides hepáticos con eritrocitos, células endoteliales y células de Kupffer. 

 

 

Figura 31. Micrografías representativas de tejido hepático del modelo in vivo. Las 

imágenes muestran los resultados de los grupos: a) control, b) erlotinib, c) KLAK-H y d) 
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NRPD-KLAK-H. No se detectaron alteraciones en la morfología de los hepatocitos, así 

como señales de fibrosis o congestión hepática por los distintos tratamientos. Tinción 

por hematoxilina y eosina. Magnificación 200X. 

 

     En la figura 32 se muestran los resultados correspondientes al análisis del tejido 

pulmonar. No se detectaron señales de infiltrado leucocitario en los tabiques y luz de los 

alveolos, ni colapso de dichas estructuras asociado a los distintos tratamientos. Se 

observan sacos alveolares formados por numerosos alveolos, delimitados por paredes 

delgadas de epitelio plano simple (neumocitos tipo I) y algunas células cúbicas 

(neumocitos tipo II) productoras de surfactante. En las paredes se identifican capilares 

alveolares con eritrocitos. También se distinguen bronquiolos respiratorios revestidos por 

epitelio cúbico simple que se continúa con epitelio plano en los conductos alveolares. 
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Figura 32. Micrografías representativas del tejido pulmonar del modelo in vivo. Las 

imágenes muestran los resultados de los grupos: a) control, b) erlotinib, c) KLAK-H y d) 

NRPD-KLAK-H. No se detectaron señales de infiltrado leucocitario en los tabiques y 

luz de los alveolos, ni daño de dichas estructuras por los distintos tratamientos. Tinción 

por hematoxilina y eosina. Magnificación 400X. 

 

     En la figura 33 se muestran los resultados correspondientes al análisis del tejido renal. 

No se detectaron alteraciones en el corpúsculo renal que puedan indicar un daño o lesión 

en el ovillo de vasos sanguíneos y sus componentes anexos por los distintos tratamientos. 

Se observa la región cortical con corpúsculos renales formados por un glomérulo rodeado 

por la cápsula de Bowman, que presenta polos vascular y urinario. A partir de este último 
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se originan los túbulos contorneados. Los túbulos proximales tienen epitelio cúbico simple 

con citoplasma eosinófilo y borde en cepillo, mientras que los distales muestran luz más 

amplia y carecen de micropliegues. Entre los túbulos se identifican capilares y venas, a 

menudo con eritrocitos. 

 

 

Figura 33. Micrografías representativas de la corteza renal del modelo in vivo. Las 

imágenes muestran los resultados de los grupos: a) control, b) erlotinib, c) KLAK-H y d) 

NRPD-KLAK-H. No se detectaron alteraciones que puedan indicar un daño o lesión por 

los distintos tratamientos. Tinción por hematoxilina y eosina. Magnificación 400X. 
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3.4. Evaluación biológica ex vivo 

3.4.1. Evaluación del efecto de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H en el 

modelo ex vivo 

     Debido a la escasa identificación de alteraciones asociadas al proceso de apoptosis en 

el modelo in vivo, se realizó un ensayo en un modelo ex vivo para favorecer una interacción 

prolongada de los tratamientos peptídicos con el tejido tumoral. En los resultados se 

observa una alteración en el balance de eucromatina y heterocromatina en las células que 

conforman la masa tumoral. En el control negativo se aprecia predominio de señales de 

eucromatina, mientras que en los tratamientos se evidencia un aumento de la basofilia 

nuclear asociado a la condensación de la cromatina. Como se muestra en la figura 34, se 

puede apreciar este cambio en la tinción nuclear, indicativo de modificaciones en el 

balance eucromatina/heterocromatina (señalado con flechas), en la mayoría de las células 

tratadas con KLAK-H y NRPD-KLAK-H, en contraste con lo observado en el control 

negativo. 
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Figura 34. Micrografías representativas del análisis histopatológico de los tumores 

CT26 del modelo ex vivo. Las imágenes muestran los resultados correspondientes a: a) 

control, b) KLAK-H y c) NRPD-KLAK-H. Las flechas indican el balance de 

eucromatina/heterocromatina en el control negativo y la condensación de la cromatina 

en los tratamientos con KLAK-H y NRPD-KLAK-H. Tinción por hematoxilina y eosina. 

Magnificación 400X, Recuadros 800X. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

DISCUSIÓN 

 

 

 

     Recientemente, los péptidos proapoptóticos combinados con sistemas de liberación 

dirigida han cobrado relevancia como un enfoque prometedor para el tratamiento de 

cánceres resistentes a múltiples fármacos.121,122 En este proyecto, se propuso el péptido 

NRPDSAQFWLHH para dirigirse al receptor EGFR y facilitar la entrega selectiva de los 

péptidos proapoptóticos KLAK y CTMP4 con el objetivo de inhibir el crecimiento de 

células de cáncer EGFR-positivo. 

     Los cánceres EGFR-positivos suelen estar asociados con resistencia a los fármacos, y 

las terapias dirigidas actualmente disponibles con frecuencia provocan efectos 

adversos.15,18 Para abordar estos desafíos, se diseñaron los péptidos proapoptóticos 

NRPD-KLAK-H y NRPD-CTMP4-H dirigidos a EGFR, con el fin de mejorar la 

liberación intracelular de los péptidos. Basándonos en estudios previos que demostraron 

la internalización selectiva del péptido NRPDSAQFWLHH en la línea celular de 

carcinoma epidermoide A-431, EGFR-positivo,99,109 se esperaban efectos selectivos 
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similares en las líneas celulares A-549 y CT26, también EGFR-positivo. Sin embargo, los 

ensayos de citotoxicidad revelaron que, aunque NRPD-KLAK mostró cierto efecto 

anticancerígeno selectivo, evidenciado por una reducción significativa de la viabilidad 

celular en las líneas celulares A-549 y CT26, el péptido NRPD-KLAK-H presentó una 

mayor actividad citotóxica en todas las líneas celulares analizadas. Esto sugiere que la 

adición de la etiqueta de histidinas podría modificar la bioactividad del péptido. En 

contraste, NRPD-CTMP4-H no indujo efectos citotóxicos en ninguna de las líneas 

celulares evaluadas. 

     La ausencia de actividad citotóxica observada para NRPD-CTMP4-H podría deberse 

a una internalización deficiente del péptido NRPDSAQFWLHH o a una incompatibilidad 

en el diseño del péptido. Se ha reportado que CTMP4 ejerce efectos proapoptóticos tras 

su internalización en líneas celulares cancerosas con desregulación de Akt.54 Para 

profundizar en este aspecto, se comparó el efecto de la expresión intracelular de CTMP4 

mediante la transfección de células A-549, confirmando que CTMP4 puede inducir un 

efecto antiproliferativo en estas células (apéndice A). Por lo tanto, se infiere que tanto 

CTMP4 como NRPD-CTMP4-H no logran internalizarse en estas líneas celulares, lo que 

concuerda con los resultados obtenidos en los ensayos de internalización por 

inmunomarcaje. 

     De manera interesante, los péptidos con etiqueta de histidinas, KLAK-H y NRPD-

KLAK-H, exhibieron los mayores efectos citotóxicos entre todos los péptidos analizados, 

superando incluso a sus contrapartes sin etiqueta de histidinas. Ambos péptidos indujeron 

apoptosis de manera efectiva, en concordancia con estudios previos sobre el péptido 

proapoptótico KLAK.106,123,124 Cabe destacar que el péptido KLAK (sin etiqueta de 
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histidinas), por sí solo, tiene una capacidad de internalización deficiente y requiere la 

conjugación con un sistema de transporte para llegar a las mitocondrias,106,125 lo que 

explica la ausencia de efectos citotóxicos observados para KLAK en este estudio. Estos 

hallazgos confirman que los péptidos derivados de KLAK, con etiqueta de histidinas, 

lograron internalizarse en las líneas celulares evaluadas. Así, la adición de la etiqueta de 

histidinas no solo facilitó su detección por inmunomarcaje, sino que también pudo mejorar 

su captación celular. Esta observación concuerda con estudios previos que han demostrado 

que las secuencias cortas de poli-histidina pueden mejorar la internalización de péptidos 

de penetración celular (CPPs), debido a que el anillo de imidazol en la histidina tiene un 

pKa de aproximadamente 6.5. Esta propiedad permite que la histidina permanezca neutra 

en condiciones fisiológicas, pero se protona en ambientes ligeramente ácidos, como los 

cultivos celulares de cáncer y el microambiente tumoral, favoreciendo la captación celular 

de péptidos ricos en histidina.126,127  

     En el caso específico del péptido NRPD-KLAK-H, que no mostró internalización en 

las células CT26, se plantea la hipótesis de que se podría requerir un tiempo de tratamiento 

más prolongado para lograr una internalización efectiva, dado que su actividad citotóxica 

fue evidente en los ensayos de MTT. Adicionalmente, los resultados presentados en este 

trabajo permiten cuestionar la selectividad del péptido NRPDSAQFWLHH reportado por 

el grupo de Gan y colaboradores,99,109 pues es posible que este no sea dependiente de 

EGFR, sino que exista algún otro factor que permita su internalización en la línea celular 

A-431 particularmente. 

     La evaluación del efecto antitumoral in vivo de los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-

H no mostró resultados esperados en la reducción del volumen tumoral con respecto al 



78 
 

control. Otros estudios presentan resultados favorables en la reducción del tamaño tumoral 

en modelos de ratones Balb/c con implante de células CT26 al ser tratados con el péptido 

KLAK acoplado con nanopartículas y en combinación con quimioterapia e 

inmunoterapia.128,129 En estos casos, el empleo de terapias combinadas, así como el 

aumento en la frecuencia de administración de dosis de péptido mejora sustancialmente 

el efecto antitumoral de los tratamientos a nivel macroscópico. No obstante, los resultados 

del análisis histopatológico de los tumores tratados con los péptidos KLAK-H y NRPD-

KLAK-H en este modelo mostraron escasas alteraciones estructurales asociadas al 

proceso de apoptosis. Esta baja actividad antitumoral se atribuye a una de las principales 

limitaciones de los péptidos proapoptóticos: la dispersión del tratamiento tras su 

administración, lo que probablemente redujo su captación por las células tumorales.130,131 

Cabe destacar que la literatura disponible sobre el modelo de tumor subcutáneo CT26 en 

ratones Balb/c presenta una notable variabilidad tanto en el número de células implantadas 

(que varía desde 1 × 10⁵ hasta 1 × 10⁶ células en 100 µL) como en la velocidad de 

crecimiento tumoral.114,115,132,133 Esta falta de estandarización en las condiciones de 

establecimiento del modelo representa una limitante para la comparación de resultados 

entre estudios y pudo haber influido en la respuesta observada a los tratamientos evaluados 

en este trabajo.  

     Los explantes tumorales constituyen una herramienta valiosa para el estudio de la 

complejidad celular de la masa tumoral, donde coexisten células tumorales, células 

estromales del hospedero y vasos sanguíneos. El empleo de estos cultivos ex vivo permite 

evaluar de manera más precisa el efecto de los fármacos sobre los distintos tipos celulares 

que integran el tumor.117,118 En este estudio, los resultados obtenidos en el modelo ex vivo 
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demostraron que los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H ejercen un efecto superior 

respecto al modelo in vivo, evidenciado por una marcada alteración en el balance de 

eucromatina y heterocromatina en las células tratadas, atribuible a su acumulación directa 

en los tejidos tumorales. Este hallazgo sugiere que una interacción prolongada de los 

péptidos con el tejido favorece su efecto citotóxico, lo que podría respaldar su aplicación 

en esquemas de administración sostenida para potenciar su actividad antitumoral en 

estudios posteriores.116 
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CAPÍTULO 5 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

 

• Los péptidos NRPD-H, CTMP4-H y NRPD-CTMP4-H no indujeron citotoxicidad 

en las líneas celulares evaluadas. 

• Los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H obtenidos, presentaron citotoxicidad 

sobre las líneas celulares tratadas, siendo A-549 y CT26 las más susceptibles. 

• Los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H fueron capaces de inducir apoptosis en 

todas las líneas celulares probadas. 

• Los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H mostraron la mejor capacidad de 

internalización celular en comparación con los demás péptidos del estudio. 

• La adición de una etiqueta de histidinas a la secuencia de los péptidos derivados 

de KLAK, otorga o mejora la capacidad de internalización celular. 

• Los tratamientos con los péptidos KLAK-H y NRPD-KLAK-H no redujeron el 

volumen tumoral en el modelo in vivo. 

• Los tumores presentaron alteraciones histopatológicas asociadas al proceso de 

apoptosis en respuesta a los tratamientos con KLAK-H y NRPD-KLAK-H. 



81 
 

 

 

 

CAPÍTULO 6 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 

     Con el objetivo de complementar la información obtenida en este proyecto, se 

considera importante la evaluación de los péptidos proapoptóticos en más líneas celulares 

con y sin sobreexpresión de EGFR, incluyendo la línea celular A-431, y así tratar de 

caracterizar el mecanismo de selectividad del péptido NRPDSAQFWLHH. 

     Además, se propone la realización de diversos ensayos para la evaluación biológica in 

vitro como la caracterización de los mecanismos de internalización e inducción de 

apoptosis, así como la determinación del efecto de los péptidos sobre la migración e 

invasión de células cancerosas. En cuanto a los ensayos in vivo, se propone estandarizar 

las condiciones del tratamiento en el modelo murino e incorporar grupos para terapia 

combinada con quimioterapia convencional e inmunoterapia. 
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APÉNDICE A 

 

MODELO DE CO-TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS A-549 PARA LA 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LOS PÉPTIDOS KLAK Y CTMP4 

 

Metodología 

     Con el objetivo de comparar el efecto de los péptidos libres KLAK y CTMP4 de 

manera directa, se realizó un modelo de expresión recombinante en la línea celular A-549 

empleando un sistema inducible por doxiciclina (Tet-On) con plásmidos que contienen 

las secuencias codificantes de los péptidos KLAK y CTMP4. 

     A partir de cultivos con un 80% de confluencia, se realizaron 2 lavados con PBS 

seguido de una tripsinización (tripsina-EDTA 0.25%) y conteo en cámara de Neubauer. 

Se sembraron 70,000 células en 1 mL de medio de cultivo por pozo en una placa de 24 

pozos y se incubaron por 24 h. Después, se realizó la co-transfección de células A-549 por 

medio del reactivo TurboFect con los vectores pCMV-Tet3G, pTRE3G-ZsGreen1-Klak y 

pTRE3G-ZsGreen1-Ctmp4 como se muestra en la tabla 12. Para ello, se diluyó el ADN 

en 100 µL de medio RPMI-1640 sin SFB en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL, se le 

adicionaron 2 µL del reactivo TurboFect y se mezcló por vortex. La mezcla de 

TurboFect/ADN se incubó durante 20 min a temperatura ambiente. Después, se agregaron 

las mezclas de transfección gota a gota en cada pozo con células, se mezcló suavemente 
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y se incubó a 37 °C.134 Pasadas 4 h, se adicionó doxiciclina (1 µg/mL) a cada pozo para 

inducir la expresión y se incubó nuevamente durante 48 h. Los resultados fueron 

analizados por medio del método de MTT como se mencionó previamente, empleando 

como control negativo células co-transfectadas utilizando un vector sin inserto. 

 

TABLA 12 

Relación de ADN-TurboFect empleada 

Transfección Cantidad de ADN TurboFect 

1 
0.25 µg  

pCMV-Tet3G 

0.25 µg  

pTRE3G-ZsGreen1-Klak 
2 µL 

2 
0.25 µg  

pCMV-Tet3G 

0.25 µg  

pTRE3G-ZsGreen1-Ctmp4 
2 µL 

 

 

Resultados 

     El modelo de co-transfección en células A-549 permitió determinar el efecto citotóxico 

de los péptidos KLAK y CTMP4. Se confirmó una inhibición de la viabilidad celular por 

la expresión de los péptidos KLAK y CTMP4, con porcentajes de inhibición de 20.77% 

± 7.18% y 21.79% ± 5.02%, respectivamente (figura 35). 
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Figura 35. Gráfico del efecto citotóxico de la expresión de KLAK y CTMP4. Se 

presenta el porcentaje de inhibición celular relativa de la línea celular A-549 después de 

la expresión intracelular de los péptidos KLAK y CTMP4. Se utilizó pTRE3G-ZsGreen1 

sin inserto control negativo. (*) p < 0.05. 
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APÉNDICE B 

 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO 

Medio RPMI-1640 suplementado con SFB al 10% 

Disolver 16.26 g de medio RPMI-1640, 2 g de NaHCO3, 1 mL de antibiótico 

penicilina/estreptomicina) y 100 mL de suero fetal bovino en 700 mL de agua destilada, 

ajustar pH a 7.4, aforar a 1 L y esterilizar por filtración. Dejar a prueba de esterilidad y 

almacenar a 4 °C. 

PBS 1X 

Disolver 8 g de NaCl, 1.44 g de Na2HPO4, 0.2 g de KCl y 0.24 g de KH2PO4 en 900 mL 

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

Solución stock 20 mM de Erlotinib 

Disolver 4.3 mg de erlotinib con 500 µL de DMSO y esterilizar con un filtro de jeringa 

de 0.22 µm. Almacenar a -20 °C. 

Solución stock 2 mM de péptido CTMP4-H 

Reconstituir el péptido liofilizado con 135 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, almacenar 

a -80 °C. 
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Solución stock 2 mM de péptido KLAK 

Reconstituir el péptido liofilizado con 309 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, almacenar 

a -80 °C. 

Solución stock 2 mM de péptido NRPD-CTMP4-H 

Reconstituir el péptido liofilizado con 95.8 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, 

almacenar a -80 °C. 

Solución stock 2 mM de péptido NRPD-H 

Reconstituir el péptido liofilizado con 272 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, almacenar 

a -80 °C. 

Solución stock 2 mM de péptido NRPD-KLAK 

Reconstituir el péptido liofilizado con 236 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, almacenar 

a -80 °C. 

Solución stock 2 mM de péptido NRPD-KLAK-H 

Reconstituir el péptido liofilizado con 123 µL de PBS 1X estéril. Si se requiere, almacenar 

a -80 °C. 
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