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Introduccion. HER2 es una proteina transmembranal,
perteneciente a la familia ErbB. La expresion de HER2
se asocia con un amplio nimero de canceres incluido
cancer de mama, donde se sobreexpresa en ~30% de
los canceres primarios (1). En las células tumorales
presenta una distribucién espacial heterogénea, que
puede afectar potencialmente el tratamiento
terapéutico. La actividad de algunos nuevos agentes
farmacol6gicos, pertenecientes al grupo de los
conjugados  anticuerpo-farmaco  (ADC), puede
representar una oportunidad para superar este
problema (2). En este sentido, los péptidos (6-20
aminoacidos), caracterizados por su bajo peso
molecular, se emplean para el direccionamiento activo
dirigido a HER2 (1). Previamente, el péptido C9P
aislado por nuestro equipo de investigacion, demostré
especificidad a células SKBR3 y mejoria en la entrega
inteligente de farmaco (3). En este trabajo, se emple6
el péptido C9P conjugado con fluoresceina (FITC) para
demostrar su especificidad, penetracion celular y la
distribucion heterogénea del receptor HER2 mediante
microscopia confocal.

Metodologia.

1.1 Conjugacion del péptido C9P con FITC

Se conjugaron 500 pg de C9P con FITC (1mg/mL) por
conjugacion activa mediada por EDC. El exceso de
FITC se descarté mediante dialisis.

1.2 Ensayo en células

Se seleccionaron las lineas celulares adherentes U87,
SKBR3 positivas a la presencia del receptor HER2, y
HBEC como control negativo. Se cultivaron hasta
confluencia del 95% vy viabilidad celular superior al
95%, se tripsinizaron y 100,000 células fueron
sembradas por duplicado en camaras de cultivo celular
de 8 pocillos para microscopia. A las 24 h de
incubacion se agregaron 2 pL de la solucién del péptido
C9P con FITC. Después de 24 horas se lavaron las
muestras y se fijaron con paraformaldehido al 4%,
incubando 30 min a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente de tres lavados con PBS 1X pH 7.4, se
secdé a TA, los nucleos se tifleron con ioduro de
propidio (1mg/mL). Finalmente, se realizaron tres
lavados con PBS 1X, las cAmaras de cultivo se secaron
a TA y se les colocé el cubreobjeto. El andlisis de la
especificidad del péptido C9P conjugado con FITC se
realiz6 en un microscopio confocal Leica modelo
DM5500-Q del CIATEJ.
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Resultados. Las células U87 y SKBR3 fueron positivas
a la presencia del receptor HER2 pues existe
reconocimiento del péptido C9P conjugado con FITC.
Sin embargo, en las células U87 el receptor HER2 no
se encuentra sobreexpresado como en las células
SKBR3. En cambio, en las células HBEC (control
negativo) no se observa la deteccién de HER2 por
C9P-FITC. Lo anterior confirma la sobreexpresion de
HER2 en SKBR3 y la especificidad del péptido (3).
Segun se ha reportado HER2 se expresa hasta en el
80% de los casos de glioblastoma impactando en su
malignidad y en la mortalidad temprana de los
pacientes (4), especificamente, en la linea U87 se ha
reportado un 0.55% de expresion del receptor (4,5). El
péptido CO9P demostrd alta especificidad al receptor
HER2, tanto en las células que sobrexpresan el
receptor como en aquellas que presentan una baja
expresion.
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Fig. 1. Microscopia confocal de células (40X). En la figura se
pueden observar los nucleos marcados con ioduro de propidio
(rojo) y el péptido C9P conjugado con fluoresceina (verde). IP:
ioduro de propidio, F: fluoresceina.

Conclusiones. El péptido C9P constituye una
alternativa prometedora tanto en la terapia como en el
diagnostico de cancer de mama.
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