IXTAPA ZIHUATANEJO, GUERRERO

Del 11 al 15 de septiembre de 2023

CONJUGACION DE PEPTIDO C9P-FICT ESPECIFICO PARA HER2 COMO

POTENCIAL NANOTERAPEUTICO EN CANCER
Andrea Alfonseca !, Sandeep Panikar?, Elder de la Rosa?, Pavel Lugo®, Tanya Camacho®

1Unidad de Biotecnologia Médica y Farmacéutica, CIATEJ, Guadalajara, 44270. 2Universidad La Salle
Bajio, Ledn, 37150.
SInvestigador por México, Unidad de Biotecnologia Médica y Farmacéutica, CIATEJ, Guadalajara, 44270.
tcamacho@ciatej.mx
Resumen

El receptor HER2 es una proteina transmembranal, asociada al cancer de mama que se sobreexpresa en
alrededor del 30% de los casos. La heterogénea distribucion espacial del receptor HER2 en las células tumorales
puede representar un problema de penetracidon que afecta la eficacia terapéutica, sin embargo, los conjugados
de anticuerpo con farmaco (ADC) o los conjugados de péptidos con farmaco (PDC) pueden superar este
problema siendo una opcién de entrega inteligente de farmaco a nivel nanométrico (~100 nm). En este trabajo,
se model6 in silico el péptido CO9P, que fue aislado previamente por nuestro equipo de investigacion.
Posteriormente, se realizé una conjugacion activa por EDC (N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) con
isocianato de fluoresceina (FITC) generando la versién llamada C9P-FITC. Empleando microscopia confocal en
células que expresan el receptor HER2, se demostrd que el péptido C9P-FITC, tiene especificidad, penetracion
celular. Para ello, se seleccionaron las lineas celulares U87 y SKBR3 que son positivas al receptor HER2. Como
control negativo se emplearon las células HBEC que son negativas al receptor HER2. Estas células fueron
sembradas por duplicado en camaras de cultivo celular para microscopiay se pusieron en contacto con el péptido
COP-FITC por 24 horas. En las células U887 y SKBR3 que son positivas a HER2 se encontrd fluorescencia
asociada a la penetracion del péptido COP-FITC. Sin embargo, en las células U87 el receptor HER2 no se
encuentra sobreexpresado, por lo tanto, la fluorescencia asociada a la deteccion de C9P-FITC fue menor. En
cambio, en las células HBEC no hubo deteccién debido a la ausencia del receptor HER2. El péptido C9P-FITC
demostré alta especificidad a HER2, tanto en células de baja expresiébn o sobreexpresion del receptor.
Adicionalmente, se empled el péptido C9P para conjugarlos en la superficie de puntos cuanticos de carbono (CD)
gue también se conjugaron con el farmaco cisplatino (CPPD), para generar un nanoterapéutico. Finalmente, se
analizo la entrega inteligente de cisplatino por el nanosistema empleando células SKBR3. Nuestros resultados
sientan las bases que sustentan la aplicacién de C9P como acarreador en la entrega inteligente de farmacos.

Palabras claves: cdncer de mama, péptidos, receptor HER2, nanomedicina

Abstract

HER?2 is a transmembrane protein receptor associated with breast cancer, where it is overexpressed in about
30% of cases. The spatial heterogeneous distribution of the HER2 receptor in tumor cells may represent a problem
affecting therapeutic efficacy, nevertheless antibody-drug conjugates (ADC) or peptide-drug conjugates (PDC)

may overcome this problem. The C9P peptide was previously isolated by our research team. In this manuscript
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we describe the in silico analysis of C9P. Subsequently, we describe an active conjugation with EDC (1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) and fluorescein isothiocyanate (FITC) resulting in C9P-FITC conjugated.
Using confocal microscopy and the C9P-FITC peptide the specificity, cell penetration, in HER2-positive cells were
demonstrated. For this, two cell lines U87 and SKBR3, which are HER2+ were used. The HBEC cells, which are
HERZ2- were selected as negative control. These cells were seeded in a cell culture chambers for microscopy in
duplicate and placed in contact with the COP-FITC peptide for 24 hours. Both U87 and SKBR3 cells lines were
positive for the presence of HER2 and were recognized by the C9P-FITC peptide. However, in U87 cells, the
HER2 receptor is not overexpressed; therefore, the fluorescence associated with the detection of COP-FITC was
lower. In contrast, in the HBEC cells used as negative control, there was no detection due to the absence of
HER2. The COP-FITC peptide demonstrated high specificity to HER2 in cells with low expression and those that
overexpress the receptor.

Additionally, C9P was used to conjugated in cisplatin-conjugated quantum dots (CDs), generating a nanosystem
capable for specific payload delivery. Our nanotherapeutic has cytotoxicity in SKBR3 cells. Our preliminary results
lay the basis for applying C9P as a drug carrier.

Keywords: breast cancer, peptide, HER2 receptor, nanomedicine

Introduccion México, el cancer de mama representa la primera

El receptor HER2 es una proteina transmembranal,
perteneciente a la familia ErbB o Receptor del Factor
de Crecimiento Epidérmico
(EGFR). Estructuralmente, se caracteriza por una
region extracelular N-terminal de unién a ligando, un
Unico segmento transmembrana de hélice alfa y una
region intracelular de tirosina  quinasa. La
sobreexpresion de HER2 esta asociada con un amplio
ndmero de canceres, incluidos de pulmén, ovario,
glioblastoma y mama (Honarvar et al., 2018). El
cancer de mama es el segundo mas comun en todo
el mundo y es més frecuente entre las mujeres. En
general, esto lo convierte en la cuarta causa de
muerte por cancer a nivel mundial y en la principal

causa de muerte en mujeres (Bray et al., 2018). En

causa de muerte por cancer en las mujeres (Ramos-
Herrera et al., 2020). Cuando se analizd por
amplificacion del ADN se ha demostrado que el
HER2  esta

aproximadamente el 30% de los canceres primarios

receptor sobreexpresado  en
de mama (Honarvar et al., 2018). A pesar del enorme

desarrollo tecnoldgico en diversas disciplinas
cientificas, la tasa de supervivencia de las pacientes
gque sufren esta enfermedad es baja, debido
principalmente a un diagnostico tardio y a un
prondstico poco esperanzador.

El receptor HER2 forma heterodimeros con otros
receptores de la familia ErbB. Se ha descrito que los
heterodimeros que contienen receptores HER2 tienen

mayor potencial mitdgeno (Honarvar et al., 2018). El
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cancer subtipo HER2+ enriquecido se caracteriza por
la ausencia de receptores hormonales de estrégeno,
progesterona y la sobreexpresiéon del receptor HER2
(HER2+, E-, PR-, Ki-67>30%) (Altunay et al., 2021).
Se ha propuesto que la expresion del receptor HER2
en la membrana celular podria ser heterogénea,
mostrando diferentes patrones de distribucion
espacial que potencialmente afectan el tratamiento
terapéutico, asi como la respuesta y evaluacién del
estado de pacientes con cancer de mama HER2+. La
sobreexpresion de HER2 se asocia con un mayor
crecimiento tumoral, una peor respuesta a la
guimioterapia tradicional y una disminucion de la
supervivencia global; por lo tanto, las investigaciones
se han centrado en el desarrollo de terapias dirigidas
basadas en HER2 (Pallerla et al., 2021).

En general, los anticuerpos monoclonales (mAbs)
contra el cancer han demostrado resultados clinicos
ineficientes, lo cual puede estar relacionado a la
escasa penetracion al centro de los tumores. Esta
defiencia puede estar relacionada con el tamafio de
los anticuerpos monoclonales (por ejemplo, 150 kDa
para una IgG) (Rhodes and Green, 2018). Una
alternativa prometedora es la disminucién del tamafio
de los anticuerpos, sin perder la capacidad de
reconocimiento al antigeno.

Como ejemplos de reduccion del tamafio de los
anticuerpos, se ha generado diversos formatos por
ejemplo, los fragmentos de anticuerpos sencillos y
doble (Fab y F(ab)2), respectivamente, fragmentos
variables de cadena sencilla (scFv). Recientemente,

se ha impulsado el desarrollo de los dominios de solo

cadena pesada (sdAbs), por ejemplo, los VHH
(dominio variable o nanobody) aislados de camellos,
llamas y alpacas y los dominios VNAR (dominio
variable de nuevo receptor de antigeno) aislados de
tiburones, rayas y quimeras. En este sentido, los
peptidos de 6-20 aminoacidos, caracterizados por su
bajo peso molecular (660-2,200 Da) y su capacidad
de reconocimiento (similar al reconocimiento de los
anticuerpos) se pueden emplear para la generacion
de conjugados péptido farmaco (PDC). Los PDC
pueden ofrecer mayores ventajas sobre los
anticuerpos monoclonales conjugados, debido a su
rapido aclaramiento sistémico, mayor estabilidad y
aumento de la tasa de penetracion al tumor (Giugliano
et al., 2023).

Los PDC podrian representar la proxima generacion
de dominios conjugados a farmacos, especificamente
se han empleado para el direccionamiento activo
dirigido a HER2 (Honarvar et al., 2018), mostrando
una capacidad superior para optimizar la
administracion terapéutica en el sitio, penetracion
tisular o tumoral y eliminacién sanguinea mejorada
(Panikar et al., 2019).

Entre los farmacos que pueden conjugarse con
péptidos se encuentra el cisplatino (CDDP), un agente
quimioterapéutico que actia como alquilante,
modificando el ADN vy las proteinas celulares para
detener la division celular y provocar la muerte de las
células tumorales. El cisplatino se utiliza para tratar
diversos tipos de céncer, como el cancer de pulmon,
cancer de ovario, cancer de mama y otros. El

mecanismo de accion del cisplatino se basa en su
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capacidad para interferir con la divisién celular, dado
gue en su molécula contiene un atomo de platino y
dos grupos de cloruro; cuando ingresa en una célula,
los grupos de cloruro se disocian en presencia de
agua, lo que facilita su insercion en el ADN. La
formacion de enlaces entre el cisplatino y el ADN
produce modificaciones en la estructura de la cadena
de ADN, lo que impide su replicacion y transcripcion
(Ghosh, 2019). Estas alteraciones causan la muerte
de las células tumorales, lo que se traduce en una
reduccion del tamafio del tumor. Ademas, el cisplatino
también puede causar dafio oxidativo al interactuar
con los radicales libres, lo que conduce a la apoptosis
(muerte celular programada) de las células tumorales
(Tchounwou et al., 2021).

Sin embargo, las células cancerosas han adquirido
resistencia al cisplatino después de repetidas
administraciones, resultando en el incremento en la
recurrencia y fallas en la terapia (Feng et al., 2018).
Se ha demostrado que la farmacorresistencia se debe
principalmente a la disminucién de la internalizacion
celular del cisplatino, que se relaciona con la baja
expresion de la proteina transportadora de cobre
(Ctrl), un transportador de entrada de cisplatino,
dentro de la membrana plasmatica de las células
cancerosas resistentes al cisplatino (Feng et al.,
2018). Se ha
nanomateriales son prometedores portadores de

demostrado que  algunos
farmacos para el tratamiento eficaz del cancer (Ai et
al., 2016), debido a que incrementan la internalizacion

del farmaco a través de la endocitosis.

Por lo tanto, es relevante la construccién de nuevos
nanosistemas que funcionen como acarreadores
estables. Estos nanosistemas terapéuticos (1-100
nm) pueden conformarse por nanoparticulas por
ejemplo, puntos cuanticos de carbono (CD),
nanoparticulas de oro (AuNPs), de silice mesoporoso
(MNPs) entre otras, que son conjugadas con algun
agente terapéutico (por ejemplo, cisplatino) y una
proteina especifica (anticuerpo,
sdAbs,

biomarcador tumoral (por ejemplo, HER2) para el

fragmento de
anticuerpo, péptido entre otros) a un
direccionamiento activo que permita realizar la
liberacién controlada del farmaco especificamente en
células cancerigenas.

Los  nanoacarreadores de  farmacos  son
biocompatibles, fotoestables, de facil funcionalizacion
en su superficie y tienen emisién de color dependiente
de la longitud de onda de excitaciéon que se emplee
(Feng et al., 2017). También han sido utiles en la
administracion de genes terapéuticos (L. Wang et al.,
2014), fotosensibilizadores (Choi et al., 2014) y para
imagenologia del cancer (M. Wang et al., 2017)
empleando fluorescencia.

Previamente, el péptido C9P aislado por nuestro
equipo de investigacion reconoce al receptor HER2 y
demostré especificidad a células SKBR3 (HER2+) y
una mejor entrega inteligente de farmaco (Panikar et
al., 2019). En el presente trabajo, se empleé el péptido
C9P conjugado con fluoresceina (FITC) para
demostrar el reconocimiento especifico de células
HER2+. Ademas, el péptido C9P fue conjugado con

puntos cuanticos (CD) y cisplatino para generar un
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nanosistema empleado para demostrar la entrega
especifica del farmaco en células HER2+, la
penetracién celular y la distribucion heterogénea del
receptor HER2 en células SKBR3. Esta estrategia de
coadministracién en un nanoterapéutico proporciona
un prometedor sistema basado en CD para combatir
la resistencia del cisplatino en el tratamiento del

cancer.

Metodologia.

1.1 Modelado in silico del péptido C9P

Se analizé la estructura tridimensional del péptido
C9P empleando el software PEP-FOLD3. A partir de
PEP-FOLD3 se generaron varias estructuras. Se
eligié el modelo con la mejor calidad basado en el
valor de MAX Q, que es un criterio referido a la calidad
del modelo seleccionado ademas, se considero la
precisién de la prediccién y la conformidad con las
restricciones de energia. La TM o Template Modeling
score (puntuacion de modelado de plantilla) se utilizé
para evaluar la similitud estructural entre la estructura
predicha y alguna estructura conocida (una plantilla).
Una TM de 1 indicara que la estructura predicha es
idéntica a la plantilla, lo que se puede considerar
como una prediccion acercada a la plantilla. La
visualizacion de este modelo se realizo utilizando el
PyMOL (v2.0), que
representacion grafica tridimensional de la estructura.
Tanto PEP-FOLD3 PyMOL son de libre acceso. Se
selecciond el modelo més estable con MAX Qy TM
de 1.

software permite  una

1.2 Conjugacion del péptido C9P con FITC

Se conjugaron 500 ug de C9P con FITC (1mg/mL) por
conjugacion activa mediada por EDC. Para ello se
disolvié 1 mg de FITC en 1 mL de DMSO en un tubo y
se protegié de la luz con papel de aluminio, después
se almacend en hielo. También se prepararon el
tampon de conjugacion MES (0.1 M, pH 4.5-5) y la
EDC (1 mg/l mL).
Posteriormente, a 115 pL (500 ug) de péptido, se le

solucion de conjugacion

agregaron 500 pL de tampdn de conjugacion, 100 L
de solucion de EDC y 25 ug de solucion FITC. Se
incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
leyo a 493 nm y se verifico la emision de FITC a 520
nm, este procedimiento se realiz6 antes y despues de
la conjugacion con péptido C9P. Considerando que el
péptido CIP tiene un posible sitio de unién con FITC,
se estimd que la conjugacion fue de en relacion 1:1y
se empledé la concentracion de péptido para los

ensayos en cultivo celular.

1.3 Conjugacion del péptido COP con CD y cisplatino
La conjugacion del péptido con CD se realizd por
conjugacion activa mediada por EDC (1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida hidrocloruro) -NHS
(N-hidroxisucinimida). Los CD fueron sintetizados por
el grupo de trabajo del Dr. Elder de la Rosa (De la
Rosa et al., 2020). Los CD, EDC, NHS, cisplatino se
prepararon con PBS 1X a una concentracion inicial de
1 mg/mL mientras que el péptido C9P se preparé a
una concentracién de 500 pg/mL. En un tubo cénico
de 10 mL para centrifuga se agreg6 1 mLde CD y 1

mL de EDC. La solucion se incubd a 300 rpm a
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temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, se
agregé 1 mL de NHS y se incubd bajo las mismas
condiciones, posteriormente se afiadié 1 mL de C9P
y se incubd nuevamente durante 2 h. El conjugado
C9P-CD se concentrd con un tubo de ultrafiltracion 3
kDa empleando centrifugacion. Los concentradores
filtraron los componentes no conjugados quedando
retenido el C9P-CD. Primero se realizé un prelavado
del la cdmara de muestra del concentrador con 1 mL
de PBS 1X, y se centrifugé a 15,000 xg por 3 min a 4
°C. Posteriormente, se coloc6 1 mL de la muestra de
conjugacion y se centrifugé a 15,000 xg por 2 min a 4
°C, repitiendo este paso 4 veces al tener 4 mL del
conjugado. Después, se afiadieron 2 mL de PBS 1X
para intercambiar los amortiguadores, finalmente se
obtuvo 1 mL total del conjugado C9P-CD.

Después, C9P-CD se conjug6 con cisplatino por EDC
siguiendo la metodologia descrita en la conjugacion
con fluoresceina. El exceso de cisplatino se descart6

mediante centrifugacion en tubo concentrador de

ultrafiltracion de 3 kDa siguiendo la metodologia
descrita anteriormente. Se obtuvo 1 mL del
nanoterapéutico C9P-CD-Cisplatino. Se cuantifico por
Micro BCA la concentracion de péptido antes y
despues de la conjugacién, comparando con la curva

estandar sugerida por el fabricante.

1.4 Analisis de viabilidad celular

Se seleccionaron las lineas celulares adherentes U87
y SKBR3 que son positivas a la presencia del receptor
HER2, asi como las células HBEC para emplearlas
como control negativo. Los medios de cultivo y las
especificaciones para su crecimiento se establecieron
a partir de la informacion brindada en el
ATCC (American Type

https://www.atcc.org/). Se cultivaron en frasco para

Culture Collection:
cultivo celular rectangular de cuello inclinado de 25
cm?(T25). Enla Tabla 1, se indican las caracteristicas
principales de cultivo y la intensidad en la expresion
del receptor HER2.

Tabla 1: Especificaciones para el cultivo celular

Linea

Morfologia Medio de cultivo Receptores
celular
DMEM (medio Eagle modificado de
us7 Células epiteliales de glioblastoma Dulbecco) alto en glucosa + SFB 10% (Suero +HER2
Fetal Bobino) + antibiético 1%
SKBR3 Células epiteliales de McCoy's 5a + SFB 10% + antibiético 1% +++HER?2
adenocarcinoma de mama

HBEC Células del endotelio DMEM F12 + SFB 10% + antibiético 1% -HER?

microvascular cerebral

+HER?2: expresion de HER2, +++HER2: sobreexpresion de HER2, -HER2: negativo a HER2

Una vez que alcanzaron un nivel de confluencia
superior al 95% con viabilidad celular superior al 95%,
las células se tripsinizaron y 100,000 células fueron
sembradas por duplicado en camaras de cultivo
andlisis

celular de 8 pocillos para posterior

microscopico. A las 24 h de incubacion, se agregaron
2 pL de la solucién del péptido COP-FITC por
duplicado y en cada una de las lineas celulares
sélo se

evaluadas. Para un segundo andlisis,

emplearon las células SKBR3, agregando un total de
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2 pL del nanosistema terapéutico completo (C9P-CD-
Cisplatino) y los controles de conjugacién a punto
cuantico (C9P-CD) y de péptido conjugado a
fluoresceina (C9P-FITC) después de 24 h de
incubacion en  condiciones estdndar. Las
concentraciones se igualaron a ~500 pug/mL. Este
analisis se realiz6 por duplicado.

Después de 24 h de incubacion, se sustituyd en cada
pacillo el volumen contenido por el mismo volumen de
paraformaldehido al 4% y se incubd durante 30 min a
temperatura ambiente (TA), y luego se volvio a
sustituir el contenido por etanol al 50% y se incub6 por
30 segundos. Posteriormente, se lavé tres veces con
PBS 1X pH 7.4, se sec6 a TA. Los nlcleos se tifieron

con ioduro de propidio (1 mg/mL) durante 1 min.

Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS 1X,
las camaras de cultivo se secaron a TAy se les coloco
el cubreobjeto. El analisis de la especificidad del
péptido C9P conjugado con FITC se realiz6 en un
microscopio confocal Leica modelo DM5500-Q del
CIATEJ, teniendo en cuenta los diferentes rangos de
excitacién/emision de los fluorécromos utilizados
(Tabla 2). El analisis de las células SKBR3 con los
nanosistemas terapéuticos, CO9P-CD-Cisplatino, C9P-
CD y CO9P-FITC se realiz6 por microscopia de
fluorescencia (Leica DMil). Las imagenes se
obtuvieron por el modo secuencial, para evitar la
interferencia del fondo y se analizaron con Leica LasX

Software.

Tabla 2: Rangos de excitacion/emision de los fluorocromos.

Fluorocromos

Longitud de onda de absorcién (nm)

Longitud de onda de emisién (nm)

Fluoresceina (FITC) 496
Rodamina (TRITC) 540
Yoduro de propidio 535

516
565
617

1.5 Ensayo en células

El ensayo de Alamar Blue cominmente se ha utilizado
para estudios de viabilidad celular y citotoxicidad, se
basa en la deteccion colorimétrica de la actividad del
metabolismo celular a través del reactivo resazurina,
gue también permite monitorear el entorno reductor
de las células vivas. Para este ensayo, se tomaron
5,000 células (100 pL) de la linea celular SKBR3
(HER2+) cultivadas en frascos de cultivo T25, con
viabilidad de 97% y se sembraron en placas de 96
pocillos. A las 24 h, se colocaron por triplicado 50

ng/pL de cada uno de los nanosistemas disefiados: 1)

C9P-CD-Cisplatino, como nanosistema terapéutico
2) C9P-CD,

farmaco, 3) Cisplatino libre como control de muerte

completo, como nanosistema sin
celular. Ademas, se emple6 DMSO 20% como control
positivo de muerte celular. La concentracién de
cisplatino empleado corresponde a la DL25 (50
pg/mL). Después de 24 h de incubacion a 37 °C,
atmoésfera humeda al 80%, CO:2 5%, se agrego
resazurina a un 10% a cada pozo y se incubo por 4 h.
Resazurina actiia como un aceptor de electrones en
la cadena de transporte de electrones, sin interrumpir

la transferencia normal de electrones. Tan pronto
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como acepta electrones, se reduce a color rosa,
resultando en resorufina fluorescente. El cambio en el
estado reducido se puede mediante la absorbancia a
las longitudes de onda de 570 y 600 nm.

Para el analisis de los datos y comparacion entre
grupos se hizo un Anova de una via seguida de una
prueba de Dunnett en el software GraphPad Prism
version 8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San

Diego, California USA, www.graphpad.com.

Resultados y Discusién

A)
NH2

El modelo estrutural del péptido C9P fue seleccionado
considerando el modelo mas preciso y cercano al
modelo de plantilla (MAX Q y TM de 1) para analizar
los aminoéacidos disponibles con grupos amino para
realizar la conjugacioén con el fluoréforo FITC, con CD
y cisplatino. Como se muestra en la Figura 1a, el
péptido tiene estructura de alfa hélice y en Figura 1b
se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del
péptido C9P con un peso molecular de 885 Da, un
punto isoeléctrico de 7.85, que se encuentra cercano
a un pH fisiolégico, ademas, un indice alifatico de 111

que puede asociarse a termoestabilidad.

Caracteristica Resultado in silico

Peso molecular 885.044 Da
Punto isoeléctrico 7.85
indice alifatico 111.429

Figura 1. Analisis in silico del péptido C9P. A) Modelo del péptido C9P visualizado por PyMol. B) Tabla caracteristicas fisicoquimicas del
péptido C9P obtenidas con el software CLC DNA Workbench.

Después, el péptido C9P se conjugd con isocianato
de fluoresceina (FITC) debido a que este es uno de
los fluoréforos mas utilizados en la
inmunofluorescencia y citometria de flujo, ya que se
puede acoplar a distintos anticuerpos con la ayuda de
Su grupo isotiocianato reactivo, que se une a los
grupos amino, sulfhidrilo, imidazoilo, tirosilo o
carbonilo. Igualmente, la conjugacion activa mediada
por EDC es recomendada debido a que se utiliza para

preparaciones de inmunoconjugados,

entrecruzamiento de proteinas con acidos nucleicos y
sintesis de péptidos ya que activa el extremo
carboxilico del aminoacido para el acoplamiento de
aminas primarias, resultando en la formacion de un
enlace amida (Rizvi et al., 2014). Debido a que so6lo
se afadié la concentracion minima necesaria de
péptido con un exceso de CD (500 ug), el exceso de
FITC no unido pasé a través de la membrana del tubo
de ultrafiltracion. Después de la filtracion, la muestra

(C9P-FITC) brillaba con un color verde intenso al

BioTecnologia, Afio 2023, VVol. 27 No. 3

21



(It

1)

Sociedad Mexicana de

&2 Biotecnologia y Bioingenieria

XX CONGRESO NACION

@E

IOTECNOLOGIA Y BIO

IXTAPA ZIHUATANE_]O, GUERRERO

Del 11 al 15 de septiembre de 2023

exponerla a una luz UV (335 nm) lo que indica el éxito
en la conjugacién. Varios estudios utilizan este
método de conjugacién para péptidos, por ejemplo,
Liu et al., 2012 conjugaron covalentemente un péptido
HER2 a microesferas magnéticas monodispersas
incrustadas en SiO2 a través de una reaccion
mediada por EDC (Liu et al., 2012).

Las células U87 y SKBR3 fueron positivas a la
presencia del HER2 existe

receptor pues

reconocimiento del péptido COP-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 deteccion de HER2 por C9P-FITC (Figura
2). Lo anterior confirma la sobreexpresién de HER2
en SKBR3 y la especificidad del péptido (Panikar et
al., 2019).

Figura 2. 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. Con flechas amarillas se resaltan los puntos de

fluorescencia detectados por la fluorescencia del C9P-FITC.

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
2019),
especificamente, en la linea celular U87 se ha
2022;

pacientes (Shen et al, especificamente,

reportado la expresion del receptor (Li et al.,

Shen et al., 2019).

HER2 como un objetivo anticancerigeno se ha
estudiado durante mucho tiempo. Su sobreexpresion
juega un papel importante en la patogénesis y
progresion del cancer de mama y otros. Diversos
investigadores buscan establecer una administracion
eficaz y confiable de farmacos, por lo que han
desarrollaron formulaciones de liposomas decorados

son péptido anti-HER2 cargados con doxorrubicina
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(DOX), donde han evaluado la captacion celular en las
células SKBR3 debido a que estas sobreexpresan
HER2 (Zahmatkeshan et al., 2016).

Igualmente, las técnicas de imagen por tomografia
por emision de positrones se encuentran actualmente
en ensayos clinicos para un enfoque de diagndstico
de cuerpo completo no invasivo. Aunque los
anticuerpos tienen una fuerte especificidad para las
lesiones positivas para HER2, se ha demostrado que
los péptidos permiten un tiempo mas corto desde la
inyeccidn hasta la obtencién de imagenes y se puede
utilizar con isétopos de vida mas corta, lo cual podria
disminuir la toxicidad. Los péptidos que muestran
especificidad para HER2 podrian comenzar a
generalizar el desarrollo de técnicas de imagen
molecular para canceres HER2 positivos (Ducharme
and Lapi, 2020).

El péptido CO9P demostr6 alta especificidad al receptor
HER2, tanto en las células que sobreexpresan el
receptor como en aquellas que presentan una baja
expresion (SKBR3 vs U87). Para confirmar la entrega
de cisplatino en células HER2+, se empleé el
nanoterapéutico C9P-CD-Cisplatino por 24 h en las
células SKBR3, el resultado se analiz6 por
microscopia de fluorescencia. En el mismo ensayo, se
observaron vesiculas apoptéticas en las células a las
que se le afadio el nanosistema terapéutico completo
(C9P-CD-Cisplatino). En cambio, no se observaron
estas estructuras en las células tratadas con C9P-CD
y COP-FITC. Ganiji, et al., previamente report6 la dosis
letal media de cisplatino en las células SKBR3 (DLso=

8 ug/mL) conjugado a nanoparticulas de oro (AuNPs)

(Ganiji et al., 2021). Teniendo en cuenta este dato,
para los ensayos in vitro se emple6 una DLso= 5 ug/mL
para los diferentes nanosistemas.

Estos resultados soportan la hipétesis de una
conjugacion  eficiente del farmaco y un
direccionamiento éptimo del mismo al nucleo celular
asociado al direccionamiento activo del péptido COP
(Figura 3). Se ha reportado que los CD tienen gran
potencial en el campo de la quimioterapia dirigida y se
han explorado ampliamente para la imagenologia, asi
como en la deteccién y la terapia debido a su alto
rendimiento cuantico (entendido como la relacion

entre el ndumero de moléculas que emiten
fluorescencia respecto al nimero total de moléculas
excitadas), baja citotoxicidad, alta solubilidad en
agua, buena fotoestabilidad (Dubey et al., 2023). Los
CD se han conjugado de manera eficiente con varios
medicamentos contra el cancer como doxorrubicina
(DOX),

curcumina,

protoporfirina IX (PpIX), 5-fluorouracilo,
(MTX),

oxaliplatino y cisplatino (Dubey et al., 2023). Por

gemcitabina, = metotrexato
ejemplo, Dubey et al., 2023 plante6 que el conjugado
de CDs-farmaco se puede liberar especificamente de
manera dirigida mediante el uso de ligandos, y que
estos sistemas de administracion de farmacos
pueden mejorar la eficacia y reducir los efectos
secundarios de los tratamientos contra el cancer. Por
otro lado, Feng et al., en el 2016 obtuvieron
excelentes resultados al desarrollar CD’s para
desencadenar la administraciéon de un pro-farmaco de
cisplatino (IV) a los tumores a través del medio

extracelular circundante y utilizando el péptido de
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acido arginil-glicil-aspartico (RGD) como ligando de
direccionamiento activo (Feng et al., 2016) y reducir
los efectos secundarios de los tratamientos contra el
cancer.

En nuestro ensayo de viabilidad, se establecié un
grupo control que representa la condicion estandar o
de referencia en el experimento y la supervivencia
celular en este grupo fue del 100% (Figura 4). Por otro
lado, en el grupo tratado con el nanoterapéutico
completo C9P+CD+Cisplatino se observd una
disminucién significativa en la supervivencia celular,
ya que solo el 31% de las células sobrevivieron, en
cambio, el grupo tratado con C9P-CD donde la
supervivencia celular fue del 100%, lo que indica que
no hubo diferencias significativas entre este Ultimo
grupo y el grupo control. Basadndose en estos
resultados, se puede concluir que la combinacién del
nanoterapéutico completo C9P+CD+Cisplatino fue
citotéxico disminuyendo la supervivencia celular en
comparacion con el grupo de control y el grupo C9P-
CD. Ademas,

significativa en la supervivencia entre el grupo C9P-

existe diferencia estadisticamente

CD-Cisplatino y el grupo C9P-CD, lo que indica que el
nanosistema C9P-CD-Cisplatino es mas eficiente al
eliminar células a una DLso de 8 pg/mL previamente
reportada Ganiji et al., 2021.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
evidencian que el empleo de los nanoacarreadores de
farmacos permiten una excelente absorcion por parte
de las células cancerosas. En nuestro caso, el
nanoterapéutico (C9P-CD-Cisplatino) es eficiente

asociado a la interaccion del péptido C9P con el

receptor HER2. Después, de ser absorbido por las
células cancerosas, el cisplatino tuvo efecto citotoxico
en el citoplasma y esto se puede corroborar con los
resultados de los experimentos de viabilidad celular,
donde las células en las que se empled el
nanosistema C9P-CD-Cisplatino mostraron que la
captacion aumento lo que pudiera permitir una mayor
efectividad en tratamiento de pacientes de cancer de
mama.
Estos resultados constituyen una  primera
aproximacién a la eficacia de los nanoterapéuticos
contra células HER2 positivas, demostrando que,
aunque aln son necesarios mas estudios enfocados
en la caracterizacion de la accion biologia, eficacia y
bioseguridad del nanoacarreador, este sigue siendo
una alternativa prometedora dentro de la terapia
actual.

Conclusiones.

El péptido CO9P demostré especificidad y unién al
receptor HER2 tanto en el andlisis in silico como in
vitro. Adicionalmente, se puede conjugar con FITC sin
perder especificidad, demostrando la versatilidad de
péptidos de 7 aminoacidos para ser empleados como
acarreadores activos de diversas moléculas, por
ejemplo, farmacos. Una ventaja adicional es que C9P-
FITC logré detectar al receptor HER2 tanto en células
gue sobreexpresan el receptor (por ejemplo, SKBR3)
y en células que lo expresan en menor cantidad (U87).
Adicionalmente, el nanoterapéutico disefiado (C9P-
CD-Cisplatino) demostré la entrega del farmaco
cisplatino en células SKBR3 como resultado el dafio

nuclear. Estos resultados demuestran que el péptido
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C9P constituye una alternativa prometedora contra
HER2 que podrian impactar en el diagnostico y ser
una opcién en la terapéutica del cancer de mama
HER2+,
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