VNIVERSITAT
DGVALENCIA

Estudio de la actividad anticancerigena de un
fragmento peptidico derivado del insecto
coledptero Tribolium castaneum

Tesis Doctoral
Programa de Doctorado en Biomedicina y Biotecnologia
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Departamento de Genética

Aida Robles Fort
Mayo 2023

Tesis doctoral dirigida por:
Dra. M2 Dolores Real Garcia

Dra. Carolina Rausell Segarra






WAl
< 7
s 0
&7 e 0,
I' §

7S VNIVERSITAT

“
Zat ~y
D VALENCIA Departamento de Genética [Q— ~]

Dra. CAROLINA RAUSELL SEGARRA, profesora titular de Universidad, y Dra. MARIA
DOLORES REAL GARCIA, Catedrética de Universidad, del Departamento de Genética de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universitat de Valéncia,

Informan

Que Dfia. AIDA ROBLES FORT, graduada en Biologia por la Universitat de Valéncia, ha
realizado bajo nuestra supervision el trabajo de investigacién original recogido en la presente
memoria titulada “Estudio de la actividad anticancerigena de un fragmento peptidico derivado del
insecto coledptero Tribolium castaneum”.

Revisado el presente trabajo, expresan su conformidad para la presentacion del mismo en el
Departamento de Genética de la Universitat de Valéncia, por considerar que retne los requisitos
necesarios para ser sometidos a discusion ante el Tribunal correspondiente, para optar al Grado
de Doctor por la Universitat de Valéncia dentro del Programa Oficial de Doctorado en
Biomedicina y Biotecnologia.

En Valencia, a 4 de mayo de 2023

Las directoras:

Firmada REAL Firmado
RAUSELL digitalmenite por GARCIA ﬂﬂﬂﬂﬁimr
SEGARRA Eﬂéﬁ; ﬁcmm MARIA MARIA DOLORES
CAROLINA - | -22533784V

iﬁ:.—?ggﬂs.m DOLORES Fecha: 2023.05.10
334(]3 ] 85[} 1E:32:41 #0200 22533?3‘4“ 18:28:29 +02°00°

Dra. Carolina Rausell Segarra ~ Dra. M. Dolores Real Garcia






Agradecimientos

Echando la vista atras recuerdo aquel dia, hace casi siete afios, en el que entré por primera
vez en el despacho de las que en un futuro serian mis directoras de tesis, preguntando por un TFG.
Ellas, que siempre estan dispuestas, me hablaron de un péptido antimicrobiano con el que querian
hacer unas “pruebecitas” y ahi empezo todo. Me gustaria agradecer a Loles y Carol toda la
confianza que siempre han depositado en mi y todo el esfuerzo que han hecho a lo largo de estos
aflos para sacar adelante la investigacion. También quiero agradecerles todo el aprendizaje que
me han aportado, tanto a nivel profesional como personal, son de esas personas que te enriquecen.
Gracias por vuestra comprension, empatia y generosidad, creo que no podria haber tenido mejores
directoras de TFG, TFM y tesis (aunque esto seguro que lo dice casi todo el mundo, en mi caso
es cierto).

Por su puesto, especial mencioén a Inma, gracias por toda tu ayuda y dedicacion. Por estar
ami lado para todo lo que he necesitado y mas, fuese cuando fuese. Aunque finalmente no hicimos
el crowdfunding para el robot con IA.

Gracias:

A las personas que han pasado por BIOMOL y han compartido su tiempo conmigo, Edu,
Ricardo, Isabel, Sara... pero sobre todo a M?* José que pasd de ser una compaifiera de laboratorio
a ser una buena amiga. jMuchas gracias por todo tu apoyo xiqueta!

A las chicAs de GMD Cristina y Fran por el intercambio de reactivos e informacion
cuando nos ha hecho falta y por amenizar los dias interminables.

Gracias a las secciones de cultivo celular y citometria de flujo, gendmica y microscopia
del SCSIE por su profesionalidad y la ayuda técnica otorgada. Especialmente a las técnicos Sandra
Norte y Sara Fernandez.

Al laboratorio de polimeros terapéuticos del CIPF dirigido por la Dra. M?* Jests Vicent,
por permitirme llevar a cabo algunos de los experimentos requeridos para la realizacion de esta
investigacion.

Al laboratorio de infecciones graves del IIS La Fe dirigido por la Dra. M® Angeles Tormo
por la acogida y por permitirme realizar una estancia en su laboratorio.

A mi madre y a mi padre por el apoyo que me han dado a todos los niveles durante todo
este tiempo para que pudiese dedicarme a lo que realmente me gusta. Y por andar siempre
conmigo el camino que eligiese, aunque no fuese el terreno mas transitable.

A Javi, por estar ahi, confiar siempre en mi y aguantar todas mis peculiaridades. También
a su familia que siempre me ha apoyado y se ha interesado por como me habia ido el dia, aunque
luego no entendiesen nada de lo que les contaba.

A mi amiga Paula, que a pesar de la distancia siempre esta ahi para apoyarme en todo y a
sus padres que siempre me han hecho sentir parte de su familia y han sido un apoyo incondicional
durante todos estos afos.

A mi tia Ester y por encima de todo a mi persona favorita en el mundo que es mi abuela.
Desde que naci me ha transmitido el ejemplo de trabajo, dedicacion, esfuerzo, constancia y carifio,
y me ha ensefado a seguir adelante pase lo que pase. Te dedico esta tesis yaya, porque gran parte
de lo que soy es gracias a ti.






Indice

Indice de figuras
Abreviaturas
Resumen
Introduccion

1. Céncer
1.1. Caracteristicas de las células cancerosas
1.2 Microambiente tumoral
1.2.1 Hipoxia y angiogénesis
1.2.2 Matriz extracelular
1.2.3 Transicion epitelio-mesénquima (ETM)
1.3 Incidencia y mortalidad en cancer
2. Céancer de mama
2.1 Céancer de mama triple negativo (TNBC)
3. Céancer de pulmén
3.1 Carcinomas de pulmoén de células no microciticas (NSCLC)
4. Péptidos terapéuticos en el tratamiento del cancer
5. Péptidos antimicrobianos (AMPs)
5.1 Caracteristicas de los AMPs
5.2 Clasificacion de los AMPs
5.2.1 Clasificacion de los AMPs seglin su origen
5.2.2 Clasificacion de los AMPs seglin su estructura
5.2.3 Clasificacion de los AMPs segun su mecanismo de accion
5.2.4 Clasificacion de los AMPs segiin su actividad bioldgica
5.3 Aplicaciones terapéuticas basadas en AMPs y potencial clinico

6. Actividad antimicrobiana y antiproliferativa del péptido TcPaSK

Objetivos

11

15

19

21

23
24
25
27
29
34
37
38
40
41
42
43
47
47
49
49
51
53
56
59
61

65



Material y métodos 69

1. Lineas celulares y condiciones de cultivo 71
2. Péptidos y polimeros utilizados 71
3. Ensayos de viabilidad celular MTS 72
4. Ensayos de viabilidad celular LDH 72
5. Ensayos de proliferacion celular Oregon Green 488 73
6. Ensayos de adhesion celular 73
7. Ensayos de cicatrizacion de herida 74
8. Ensayos in vitro de migracion e invasion celular 74
9. Ensayos de angiogénesis 75
10. Microscopia confocal 75
11. Citometria de flujo 76
12. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc, RT-PCR y RT-qPCR 77
13. Extraccion de proteinas y Western-blot 79
14. Analisis estadistico 80
Resultados y discusion 81
1. Caracterizacion de la actividad antitumoral del péptido TcPaSK en células 83
MDA-MB-231
1.1 Ensayos de viabilidad celular in vitro 83
1.2 Efecto del péptido TcPaSK sobre la integridad de las células MDA-MB- 85
231
1.3 Interaccion del péptido TcPaSK con células MDA-MB-231 87
2. Efecto del péptido TcPaSK sobre factores que determinan la progresion del 90
cancer
2.1 Angiogénesis 90
2.2 Hipoxia 92
3. Analisis de la capacidad antimetastasica del péptido TcPaSK en células 93
MDA-MB-231
3.1 Adhesion celular 93
3.2 Migracion e invasion 94
3.3 Transicion epitelio-mesénquima (EMT) 95
4. Reconocimiento celular del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231 101

4.1 Estudio de la interaccion del péptido TcPaSK con la integrina avp3 101



4.2 Analisis de correlacion entre la subunidad B3 de las integrinas y la 105

expresion génica de marcadores mesenquimales en distintos tipos de

carcinomas
5. Accion antitumoral del péptido TcPaSK en células tumorales de pulmoén 108
5.1 Actividad del péptido TcPaSK en células A549 108
5.2 Efecto del péptido TcPaSK sobre factores que determinan la progresion 112

del cancer y la metastasis en células A549

5.3 Reconocimiento celular del péptido TcPaSK via integrina avp3/TGF-B1, 118
en células A549
6. Efecto citotoxico de tratamientos combinados del péptido TcPaSK con 120

agentes quimioterapéuticos en lineas celulares de cancer de mama y de

pulmon

6.1 Evaluacion de la actividad citotoxica de tratamientos combinados del 120
péptido TcPaSK con diferentes compuestos quimioterapéuticos en
células MDA-MB-231

6.2 Evaluacion de la actividad citotoxica de tratamientos combinados del 124
péptido TcPaSK con el compuesto quimioterapéutico doxorrubicina en
células A549

7. Desarrollo de conjugados poliméricos terapéuticos del péptido TcPaSK para 126

su uso en estrategias de sensibilizacion a la quimioterapia

7.1 Evaluacion de la actividad citotoxica de distintos conjugados poliméricos 127
del péptido TcPaSK en la linea celular MDA-MB-231

7.2 Tratamientos combinados de doxorrubicina y PGA-HydDox con 128
conjugados del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231

Conclusiones 131

Bibliografia 135






Indice de figuras

(98]

o P N Nk

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.
21.

22.

23.
24,
25.
26.

Caracteristicas distintivas de las células tumorales

Representacion esquematica del TME

Via de senalizacion celular del factor inducible por hipoxia HIF-la, en
presencia o ausencia de oxigeno

Composicion de la matriz extracelular

Estructura basica de un heterodimero de integrina

Sefializacion intracelular mediada por integrinas con motivo de uniéon RGD
Vias de sefializacion de TGF-f

Espectro de fenotipos de EMT en cancer

Via canonica de la biogénesis de miARNs

. Distribucién de incidencia y mortalidad de los siete tipos de cancer mas

comunes en 2020 a nivel mundial

Opciones de terapias antitumorales basadas en péptidos

Clasificacion de AMPs

Estructura de los AMPs

Mecanismos de accion de los AMPs membranoliticos

Actividades bioldgicas de los AMPs

Estructura del péptido TcPaSK

Células de S. aureus tratadas con el péptido TcPaSK

Actividad antiproliferativa del péptido TcPaSK contra células tumorales
MDA-MB-231

Efecto del péptido TcPaSK en la viabilidad de células tumorales y no
tumorales de mamifero

Efecto antiproliferativo del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231
Actividad citotoxica del péptido TcPaSK frente a células de cancer de mama
triple negativo MDA-MB-231

Ensayos de apoptosis/necrosis en células MDA-MB-231 tratadas con el
péptido TcPaSK

Interaccion del péptido TcPaSK con la membrana de células MDA-MB-231
Internalizacion del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231

Efecto del péptido TcPaSK en la angiogénesis

Western-Blot de la proteina HIF-1a en células MDA-MB-231 tratadas con

TcPaSK en condiciones de hipoxia

25
27

29
30
31
32
33
34
36

38
44
50
52
55
56
62
63

64

83
84

85

86

88

90

91

92

11



12

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Efecto del péptido TcPaSK sobre la adhesion de células MDA-MB-231
Efecto sobre la capacidad de migracion e invasion de células MDA-MB-231
tratadas con el péptido TcPaSK

Expresion diferencial de factores de transcripcion y genes marcadores de
EMT en células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK

Analisis de la expresion de isoformas de CD44 tras el tratamiento de células
MDA-MB-231 con el péptido TcPaSK

Expresion de la familia miR-200 en células MDA-MB-231 tratadas con el
péptido TcPaSK

Analisis mediante microscopia confocal de la interaccion del péptido
TcPaSK con células MDA-MB-231

Analisis de correlacion entre la expresion génica de la integrina B3 y de
marcadores mesenquimales en distintos tipos de carcinomas

Efecto del péptido TcPaSK en la viabilidad de células tumorales de pulmén
Interaccion del péptido TcPaSK con células A549

Internalizacion de TcPaSK en células A549

Western-Blot de la proteina HIF-1a en células A549 tratadas con TcPaSK en
condiciones de hipoxia

Efecto sobre la capacidad de migracion e invasion de células A549 tratadas
con el péptido TcPaSK

Expresion diferencial de factores de transcripcion y genes marcadores de
EMT en células A549 tratadas con el péptido TcPaSK

Expresion de la familia miR-200 en células A549 tratadas con el péptido
TcPaSK

Analisis de la expresion de las isoformas de CD44 estandar y CD44 completa
tras el tratamiento de células A549 con el péptido TcPaSK

Analisis de la interaccion del péptido TcPaSK con células A549 mediante
microscopia confocal

Efecto del péptido TcPaSK sobre la adhesion y la migracion de células A549
inducidas por TFG-B1

Efecto del tratamiento de células MDA-MB-231 con el péptido TcPaSK en
la expresion de genes que sensibilizan a las células frente a quimioterapia
Evaluacion de la actividad citotoxica en células MDA-MB-231 de
tratamientos con diferentes compuestos quimioterapéuticos en combinacion

con el péptido TcPaSK

94

95

98

99

100

103

106

107

109

110

111

112

114

115

116

117

118

119

121

122



46.

47.

48.

49.

50.

Analisis mediante microscopia confocal de células MDA-MB-231 tratadas
con doxorrubicina en presencia del péptido TcPaSK

Analisis de la expresion de genes biomarcadores de resistencia a
quimioterapia en células A549 tratadas con el péptido TcPaSK

Evaluacién de la actividad citotoxica del quimioterapéutico doxorrubicina en
combinacion con el péptido TcPaSK en células A549

Actividad citotoxica de diferentes conjugados poliméricos del péptido
TcPaSK en células MDA-MB-231

Evaluacion de la actividad citotoxica de Psar-NHS-TcPaSK en combinacion

con doxorrubicina 0 PGA-HydDox en células MDA-MB-231

124

125

125

127

129

13






Abreviaturas

ACPs
ADNCc
AK2
AKT
AMPs
ARNm
ASNA
BCSC
BRCA

BSA
CAFs
CPPs
CSC
DENR
DMEM
E-cad
ECGM2
ECM
EDTA
EGFR
EMA
EMT
EMT-TFs
ER
ERK
ESRP1

FAK
FBS
FDA

FGF
FGFR1

FITC

(Anticancer Peptides) Péptidos anticancerigenos

ADN complementario

(Adenylate kinase 2) Adenilato quinasa 2

(Protein Kinase B) Proteina quinasa B

(Antimicrobial Peptides) Péptidos antimicrobianos

ARN mensajero

(Arsenical Pump-Driving ATPase) ATPasa conductora de la bomba de arsénico
(Breast Cancer Stem Cells) Células madre cancerosas de mama

(Breast Cancer Susceptibility Protein) Proteina de susceptibilidad al cancer de
mama

(Bovine Serum Albumin) Albimina de suero bovino

(Cancer-associated fibroblasts) Fibroblastos asociados al cancer

(Cell Penetrating Peptides) Péptidos de penetracion celular

(Cancer Stem Cells) Células madre cancerosas

(Density-regulated protein) Factor de reinicio y liberacion regulado por densidad
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

E-cadherina

Endothelial Cell Growth Medium 2

(Extracellular Matrix) Matriz extracelular

(Ethylenediaminetetraacetic acid) Acido etilendiaminotetraacético
(Epithermal Growth Factor Receptor) Receptor de crecimiento epidérmico
(European Medicine Agency) Agencia europea de medicamentos
(Epithelial-Mesenchymal Transition) Transicion epitelio-mesénquima
(EMT Transcription Factors) Factores de transcripcion EMT

(Estrogen Receptor) Receptor de estrogenos

(Serine/Threonine Protein Kinase) Proteina quinasa serina/treonina

(Epithelial Splicing Regulatory Protein 1) Proteina epitelial reguladora de
splicing 1

(Focal Adhesion Kinase) Quinasa de adhesion focal
(Fetal Bovine Serum) Serum fetal bovino

(Food and Drug Administration) Administracion de alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos

(Fibroblast Growth Factor) Factor de crecimiento de fibroblastos

(Fibroblast Growth Factor Receptor 1) Receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 1

Fluoresceina-5-isotiocianato

15



FN
FRPL1
FSH
GATA
hBD-3
HBSS
HER2
HIF

HRE

HRP

HUVEC

IASLC

IARC

ICB
IBC
IFN
IL-8

ILK
IP
JNK
KRAS

LAP
LARPI1

LDH
LH
LHRH

LPS
LTA
MAPK
MET
miARN
MMPs

16

Fibronectina

(Formyl Peptide Receptor) Receptor 1 de péptido N-formilado

(Follicle Stimulating Hormone) Hormona foliculoestimulante

(GATA Binding Protein) Proteina de union GATA

(Human Beta Defensin 3) Beta defensina humana 3

Hank's Balanced Salt Solution

(Epidermal Growth Factor 2) Factor de crecimiento epidérmico humano 2

(Hypoxia-Inducible Factors) Factores inducibles por hipoxia
(Hypoxia-Response Element) Elementos de respuesta a hipoxia

(Horseradish peroxidase) Peroxidasa de rabano

(Human Umbilical Vein Endothelial Cell) Células endoteliales de venas

umbilicales humanas

(International Association for the Study of Lung Cancer) Asociacion
internacional para el estudio del cancer de pulmén

(International Agency for Research on Cancer) Agencia internacional para la
investigacion sobre el cancer

(Inmune Checkpoint Blockers) Inhibidores de puntos de control inmunitarios
(Inflammatory Breast Cancer) Cancer de mama inflamatorio
Interferon

Interleucina 8

(Integrin-Linked Kinase) Quinasa ligada a integrina
Yoduro de propidio
(¢c-Jun N-terminal Kinase) Quinasa c-Jun N-terminal

(Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene) Oncogén viral del sarcoma de rata de
Kirsten

(Latency-Associated Peptide) Péptido asociado a latencia

(La Ribonucleoprotein 1, Translational Regulator) Regulador traslacional
ribonucleoproteina 1 La

Lactato deshidrogenasa
(Luteinizing Hormone) Hormona luteinizante

(Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) Hormona liberadora de la hormona
luteinizante

Lipopolisacarido

(Lipoteichoic Acid) Acido lipoteicoico

(Mitogen-Activated Protein Kinase) Proteina quinasa activada por mitégenos
(Mesenchymal-Epithelial Transition) Transicion mesénquima-epitelio
MicroARN

(Matrix Metalloproteinases) Metaloproteinasas de matriz



mTORCI

MTS

MYC

N-cad
NGR
NHS
NSCLC
PARP
PBS
PCNA
PD
PDGF

PEG

PGA

PI3K

PMS
POLD1

PR
Pri-miARN
PRRT

PS
Psar
PTEN
PYK-2
RGD
ROS
RTK
RT-qPCR
SCLC
SDS
SEM
siARN
Slug

(Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) Diana del complejo de rapamicina
1 de mamifero

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio

(MYC Proto-Oncogene, bHLH Transcription Factor) Protooncogén MY C factor
de transcripcion bHLH

N-cadherina

Tripeptido Asn-Gly-Arg

N-hidroxisuccinimida

(Non Small Cell Lung Cancer) Cancer de pulmoén de células no microcitico
Poli ADP-ribosa polimerasa

(Phosphate Buffered Saline) Tampon fosfato salino

(Nuclear Cell Proliferation Antigen) Antigeno de proliferacion celular nuclear
(S)-2-piridiltio cisteamina

(Platelet-Derived Growth Factor) Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Polietilenglicol

(Polyglutamic Acid) Acido poliglutamico
(Phosphoinositide-3-kinase) Fosfatidilinositol 3-quinasa
Metosulfato de feniazina

Polimerasa delta 1

(Progesterone Receptor) Receptor de progesterona
miARN primario

(Peptide Receptor Radionuclide Therapy) Terapia de radionuclidos con receptor
de péptidos

(Phosphatidilserine) Fostatidilserina

Polisarcosina

(Phosphatase And Tensin Homolog) Homoélogo de fosfatasa y tensina
(Proline-Rich Tyrosine Kinase) Tirosina quinasa rica en prolina
Tripéptido Arg-Gly-Asp

(Reactive Oxygen Species) Especies reactivas de oxigeno
(Tirosin-Kinase Receptors) Receptores tirosina quinasa

(Reverse Transcriptasa Quantitative PCR) PCR cuantitativa en tiempo real
(Small Cell Lung Cancer) Cancer de pulmoén de células microciticas
Docecilsulfato sodico

(Scanning Electron Microscopy) Microscopia electronica de barrido
(Small Interference RNA) ARN pequetio de interferencia

(Snail Family Transcriptional Repressor 2) Represor transcripcional 2 de la
familia Snail

17



Snail

Src

SWATH
TAMs
TBS
TEM
TGF-B

TLR
TME
TM9SF4

TNBC
TNFa
TP53
TTP
TRXRI1

Twist

U2AF2

UROD
VEGF

VIM
ZEB

18

(Snail Family Transcriptional Repressor 1) Represor transcripcional 1 de la
familia Snail

(Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase) Protooncogén Tirosina-Proteina
Quinasa

(Sequential Window Acquisition of All Theoretical Fragment lon Mass Spectra)
(Tumor-Associated Macrophages) Macrofagos asociados a tumor

(Tris Buffered Saline) Tampon Tris salino

(Transmission Electron Microscopy) Microscopia electronica de transmision

(Transforming Growth Factor Beta) Factor de crecimiento transformante beta

(Toll-Like Receptor) Receptor de tipo Toll
(Tumoral Microenvironment) Microambiente tumoral

(Transmembrane 9 superfamily member 4) Miembro 4 de la superfamilia
Transmembrana 9

(Triple Negative Breast Cancer) Cancer de mama triple negativo
(Tumor Necrosis Factor Alpha) Factor de necrosis tumoral alfa
(Tumoral Protein 53) Proteina tumoral 53

(Targeted Therapeutic Peptides) Péptidos terapéuticos dirigidos
Tioredoxina reductasa 1

(Twist Family BHLH Transcription Factor) Factor de transcripcion de la familia
BHLH

(U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 2) Factor auxiliar 2 de ARN nuclear
pequefio U2

(Uroporphyrinogen Decarboxylase) Uroporfirindogeno descarboxilasa

(Vascular Endothelial Growth Factor) Factor de crecimiento endotelial vascular

Vimentina
(Zinc Finger E-Box-Binding Homebox) Proteina dedo de zinc de unién a E-Box



Resumen

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides) son parte de la inmunidad
innata de muchos organismos y se ha estudiado su uso fundamentalmente como alternativa a los
antibioticos para controlar infecciones causadas por microorganismos patogenos. Algunos AMPs
cationicos, ademas de actividad antibacteriana, poseen actividad antivirica, antifingica y
potencial anticancerigeno, mostrando efectos sinergisticos con otras estrategias terapéuticas
dirigidas a contrarrestar la aparicion de resistencias en células tumorales.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han permitido demostrar que el
péptido TcPaSK, derivado del insecto coledptero Tribolium castaneum, posee actividad
antimicrobiana frente al patdgeno humano Staphylococcus aureus y actividad antiproliferativa en
células MDA-MB-231 de cancer de mama triple negativo (TNBC). El tratamiento de dichas
células mamarias tumorales con una dosis subcitotoxica del péptido TcPaSK bloqued la
progresion del ciclo celular en fase G1-S y, mediante andlisis protedmico, se confirmé la
alteracion de los niveles de proteinas implicadas en el crecimiento celular y la progresion tumoral,
asi como también de proteinas que sensibilizan a las células cancerosas a la radioterapia y/o
farmacos quimioterapéuticos convencionales.

En la presente tesis, se han caracterizado los efectos del péptido TcPaSK sobre la
viabilidad y la funcion celular en dos lineas celulares metastasicas, MDA-MB-231 (de cancer de
mama TNBC) y A549 (de cancer de pulmén no microcitico NSCLC). El péptido TcPaSK presenta
capacidad antiproliferativa en células tumorales mamarias de raton y humanas, asi como en
células no tumorales de epitelio mamario de ratdon. A concentraciones subcitotoxicas, el péptido
TcPaSK altera el metabolismo celular y posee efecto citolitico en células MDA-MB-231 y A549.
En ambas lineas celulares demostramos que el péptido TcPaSK también actia modificando el
microentorno tumoral, puesto que tiene propiedades antiangiogénicas y disminuye la cantidad
relativa del factor de respuesta a hipoxia HIF-1a. La alteracion de estos procesos se puede explicar
por el efecto inhibitorio que ejerce el péptido en el programa de la transicion epitelio-mesénquima
(EMT) en células MDA-MB-231 y A549, reprimiendo la expresion de factores de transcripcion
reguladores de EMT y marcadores mesenquimales, pero sin producirse la reversion a un fenotipo
epitelial. La represion de la expresion del gen que codifica para la glicoproteina de membrana
CD44 y algunas de sus isoformas generadas por splicing alternativo, junto con la induccion de la
expresion de los miARNs reguladores de la EMT de la familia miR-200, confirman el efecto del
péptido TcPaSK sobre la EMT.

El primer contacto de los AMPs cationicos con las células cancerosas es la interaccion
electroestatica a través de las cargas negativas de sus membranas plasmaticas. Los resultados

obtenidos muestran que el péptido TcPaSK se une a la membrana de las células tumorales MDA-
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MB-231 y A549, interacciona con integrinas avp3 y posteriormente se internaliza via endocitosis
mediante vesiculas cuyo destino son los lisosomas. Se propone que la interaccion del péptido
TcPaSK con la integrina avB3 se produciria a través un motivo RGD-like (17RGG19) contenido en
su secuencia aminoacidica.

La resistencia adquirida a los agentes quimioterapéuticos por parte de las células
tumorales pone de manifiesto la necesidad de disponer de nuevos farmacos que minimicen el
desarrollo de resistencia y a su vez aumenten la eficacia de los tratamientos. El péptido TcPaSK
sensibiliza a las células MDA-MB-231 frente a compuestos quimioterapéuticos con diferente
modo de accién (cisplatino, doxorrubicina y un conjugado polimérico de doxorrubicina, PGA-
HydDox) y a las células A549 frente a doxorrubicina. Esto evidencia el gran interés terapéutico
del péptido TcPaSK en terapias de combinacion contra el cancer.

La conjugacion de AMPs con polimeros mejora su utilidad terapéutica de estos, ya que
aumenta su solubilidad y los protege de la degradacion proteolitica. En colaboracion con la Dra.
Vicent, jefa del Laboratorio de Polimeros Terapéuticos del CIPF, se sintetizaron varios conjugados
del péptido TcPaSK, utilizando como portadores poliméricos polisarcosina (Psar) y acido
poliglutamico (PGA). El conjugado Psar-NHS-TcPaSK muestra una actividad antiproliferativa
superior a la del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231 y disminuye significativamente la
viabilidad celular en combinacion con el polimero de doxorrubicina PGA-HydDox (polimero
sintetizado en el laboratorio de la Dra. Vicent).

En conjunto, los resultados de esta tesis demuestran el potencial del péptido TcPaSK para
el tratamiento eficaz del cancer en terapias de combinacion con agentes quimioterapéuticos y para
su uso en formulaciones de conjugados con biopolimeros. La traslacion de estas investigaciones
in vitro al ambito clinico requerira la validacion en modelos animales del alcance terapéutico del

péptido TcPaSK en el tratamiento del cancer metastasico.
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1. Cancer

El cancer es una enfermedad genética, producida por mutaciones hereditarias o
esporadicas, en la que a partir de la transformacién de una sola célula se origina un crecimiento
descontrolado en cualquier tejido del organismo (National Cancer Institute, NIH). Todas las
células derivadas por division de esta primera célula ancestral y su progenie también muestran
una proliferacién desregulada. El término "tumor" se utiliza para describir la proliferacién
anormal de células y se distingue entre tumor benigno o maligno. Las caracteristicas que
diferencian las lesiones malignas de las benignas estan bien establecidas y comprenden una rapida
tasa de crecimiento, aumento del recambio celular, crecimiento invasivo, metastasis e invasion de
los canales linfaticos y/o vasculares. Los tumores benignos permanecen confinados en su
ubicacion original, sin invasion de los tejidos sanos proximos al tumor, ni propagacion ni
diseminacion a distancia (Alzahrani et al., 2021). Sin embargo, los tumores malignos a menudo
invaden el tejido circundante e incluso algunas células tumorales pueden diseminarse llegando a
tejidos u drganos distantes causando asi metastasis. Solo los tumores malignos se denominan
canceres, y la capacidad invasiva de estos frecuentemente conlleva un peor prondstico para el
paciente que sufre cancer.

El modelo clésico de desarrollo de cancer contempla tres etapas bien definidas a nivel
celular: iniciacion, promocién y progresion. La iniciacion se produce cuando factores genéticos,
metabolicos o cancerigenos actlian dafiando la molécula de ADN e induciendo mutaciones, a
través de un proceso denominado carcinogénesis (Alzahrani et al., 2021). Los agentes externos
gue aumentan la probabilidad de mutacién pueden ser carcinégenos fisicos, como la radiacion
ionizante o la ultravioleta, carcin6genos quimicos, como los componentes del humo del tabaco,
el alcohol o la contaminacion, y carcinégenos biolégicos como las infecciones por ciertos virus,
bacterias o parasitos (Wild et al., 2020). La segunda etapa del desarrollo del cancer es la
promocion. Esta es una etapa prolongada, que comienza con la proliferacion de las células cuyo
material genético se ha alterado en el paso previo de iniciacion, perdiendo el control del ciclo
celular. La progresion es la tercera y Gltima etapa y se distingue por la metastasis de las células
tumorales que se desarrollan durante el paso de proliferaciéon (Alzahrani et al., 2021).

Una caracteristica central de la vision molecular actual del cancer es que se produce como
resultado de la acumulacidn secuencial a lo largo del tiempo de muchos cambios genéticos, cada
uno de los cuales contribuye con algunas de las caracteristicas que finalmente conducen a la
malignizacion. Esta hipotesis fue inicialmente propuesta por Nordling (1953) y posteriormente
por Knudson (1971).

En este proceso de multiples pasos hay dos categorias de genes que desempefian un
importante papel en el desencadenamiento del cancer: los protooncogenes y los genes supresores
de tumores. En un tejido sano, los productos de estos genes intervienen en la regulacién

coordinada de los mecanismos basicos encargados de mantener en equilibrio el nimero de células:
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el control del ciclo celular y la muerte celular programada o apoptosis. En las células cancerosas
estos mecanismos de regulacion estan alterados, debido a que la acumulacion de mutaciones en
el material genético conlleva la activacion de oncogenes y/o la desactivacion de genes supresores
de tumores (Evan y Vousden, 2001). Las mutaciones en estas dos categorias de genes son
responsables de la pérdida de control del ciclo celular que se produce en la mayoria de canceres
humanos. Ademas, mutaciones en genes implicados en los sistemas de reparacion del ADN
(reversion directa del dafio, reparacion por escisién o reparacion posterior a la replicacién),
pueden conducir a una reparacion ineficiente, incrementando la frecuencia de mutaciones en la
célula que promueven la progresion y la evolucién del cancer (Alhmoud et al., 2020).

Otros factores que contribuyen al desarrollo de canceres esporadicos estan relacionados
con los mecanismos celulares que limitan el nimero de veces que una célula puede dividirse. Uno
de ellos es el acortamiento progresivo del ADN telomérico a medida que las células se dividen a
lo largo de la vida, para finalmente entrar en proceso de senescencia. Las células sanas maduras
préacticamente carecen de telomerasa, mientras que las células tumorales son capaces de adquirir
inmortalidad activando la telomerasa, la cual es capaz de restaurar y mantener la longitud del
ADN telomérico (Wild et al., 2020).

Recientemente, se ha identificado el papel de las alteraciones epigenéticas en el desarrollo
de carcinomas esporadicos. Estas causan cambios en la expresion génica sin afectar a la secuencia
del ADN, y estan asociados con patrones de metilacion e hidroximetilacion del ADN y
modificacion de histonas que a su vez sirven para modular la expresion de protooncogenes y
genes supresores de tumores. Los eventos epigenéticos son estocasticos y heredables, pueden
conferir propensién a desarrollar crecimientos aberrantes y estdn influidos por agentes

oncogénicos ambientales (Sarkar et al., 2013).

1.1 Caracteristicas de las células cancerosas

Las células tumorales poseen tanta heterogeneidad genotipica como tipos de tumores
existen. La acumulacion de mutaciones y la inestabilidad genémica promueve una serie de
alteraciones comunes a nivel celular, las cuales facilitan la proliferacion, la supervivencia y la
diseminacion de estas, y van apareciendo a medida que las células sanas van progresando hacia
células tumorales. Dichas alteraciones proporcionan a las células capacidades para evadir las
sefiales inhibidoras del crecimiento, mantener la autosefializacion de proliferacion y replicarse
ilimitadamente, inducir angiogénesis, evadir la apoptosis y activar la invasion y la metastasis
(Hanahan, 2022) (Figura 1). Otras caracteristicas importantes que poseen las células neoplasicas
son la reprogramacion epigenética y del metabolismo energético, el desbloqueo de la plasticidad
fenotipica y la evasion de la deteccion y destruccion por parte del sistema inmunitario (Hanahan,
2022) (Figura 1).
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La metéstasis es la diseminacion de células cancerosas desde el lugar donde se formo el
tumor inicial hasta otra parte del cuerpo (National Cancer Institute, NIH). Es el proceso
responsable de alrededor del 90% de las muertes por cancer, y se desarrolla en una serie de etapas
secuenciales interrelacionadas. Para poder completar el proceso de metéstasis, las células
tumorales deben desprenderse del tumor primario, intravasarse en el sistema circulatorio y el
sistema linfatico, evadir el ataque inmunolégico, extravasarse en lechos capilares distantes y
proliferar e invadir los nuevos 6rganos. Las células con capacidad metastasica establecen un
microambiente que facilita la angiogénesis y la proliferacion celular, lo que resulta en la
formacion de tumores secundarios en sitios distantes (Seyfried y Huysentruyt, 2013). Uno de los
procesos mediante el cual las células tumorales adquieren capacidades metastasicas es la
transicion epitelio-mesénquima (EMT; Epithelial-Mesenchymal Transition) en la cual
profundizaremos mas adelante. El avance de carcinogénesis y metastasis también puede derivarse
de procesos epigenéticos reversibles como la metilacion del ADN, las modificaciones de histonas
y cambios en la expresion de microARN (miARN). Los miARN son moléculas pequefias de ARN
no codificante que acttan regulando la expresion del ARNm, ya sea activando o bloqueando la
traduccion o promoviendo la degradacién de estos (Grose y Senga, 2021; Santos Ramos et al.,
2017).

Mantenimiento de la sefializacion Evasion sefiales inhibidoras
autocrina de proliferacion del crecimiento

Reprogramacion

Desbloqueo de la ST :
epigenética no mutacional

plasticidad fenotipica

Desregulacion del Y Evasion del sistema
metabolismo inmunitario
energético »
> ’ <
< N
-~ l\ k) e . .z
Evasion de la apoptosis "YW %4 4 R('eph(?amon
) v ilimitada
‘ >
<
-
s
Inestabilidad genémica Inflamacion promotora
y mutacién de tumores
Células senescentes | Q ﬂ Microbiomas polimérficos
Angiogénesis Activacion de invasion y metastasis

Figura 1. Caracteristicas distintivas de las células tumorales. Adaptada de Hanahan (2022).
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1.2 Microambiente tumoral

Actualmente la biologia de un tumor no puede entenderse Unicamente como un conjunto
de células cancerosas individuales, sino méas bien como un 6rgano formado por células
heterogéneas, tumorales y no tumorales, implicadas en la regulacion de la sefializacion celular y
gue contribuyen a la formacion de un microambiente tumoral (TME, tumoral microenvironment)
(Xiaoy Yu, 2021). El entorno del TME engloba moléculas de sefializacion, la matriz extracelular
(ECM, extracellular matrix) y distintos tipos celulares como células endoteliales, pericitos,
macréfagos asociados a tumor (TAMs, tumor-associated macrophages), células inmunitarias
inflamatorias, fibroblastos asociados al tumor (CAFs; cancer-associated fibroblasts), células
cancerigenas que inician el tumor y células madre cancerosas (CSC, cancer stem cells) (Wang et
al., 2018). Los TAMs desempefian un papel importante en la regulacion de la tumorogénesis al
facilitar la migracion celular, la invasion y la metéstasis. Las células tumorales conducen al
reclutamiento de neutréfilos en los sitios de tumorogénesis mediante la secrecion de quimiocinas
e interleucina (IL-8), lo que suele ir acompafiado de un mal pronéstico. Los CAFs pueden ser
fibroblastos residentes y también pueden provenir de las células del musculo liso, de los pericitos
o de las células mesenquimales derivadas de la médula dsea, lo que da lugar a una poblacién
celular heterogénea. Los factores de crecimiento, secretados por las células tumorales y las células
inmunitarias infiltrantes, gobiernan en gran medida el reclutamiento de fibroblastos del estroma.
El factor de crecimiento transformante (TGF-p), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) son mediadores clave de la activacion
de los fibroblastos. Ademas, los CAFs alteran la estructura de la ECM y la reprogramacion
metabdlica e inmunolégica de TME y secretan factores de crecimiento y algunas quimiocinas
gue, junto con varios miARN, en un contexto de desequilibrio entre los factores activadores e
inhibidores de la angiogénesis estimulan las células endoteliales y sus pericitos asociados para
desarrollar angiogénesis tumoral (Brassart-Pasco et al., 2020). La Figura 2 ilustra el

microambiente tumoral y procesos celulares interrelacionados que tienen lugar en el mismo.
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Figura 2. Representacion esquematica del TME. Se muestran componentes de la matriz extracelular
y células estromales e inmunes implicadas en la remodelacion metabdlica, celular y tisular. Adaptada
de Mendes et al. (2021).

1.2.1 Hipoxiay angiogénesis

El endotelio vascular se encarga de numerosas funciones como el suministro de agua y
nutrientes, el mantenimiento de la homeostasis metabolica, el trafico de células inmunitarias y la
formacion de nuevos vasos sanguineos (Sobierajska et al., 2020). En el TME se induce la
angiogénesis en respuesta a una creciente necesidad de oxigeno y nutrientes, sin los cuales los
tumores no podrian prosperar cuando se produce una proliferacion celular descontrolada. Dicha
neovascularizacion del tumor requiere de la cooperacion de maltiples tipos de células del TME,
cuya orquestacion a menudo esté regulada por hipoxia (Quail y Joyce, 2013). Los tumores s6lidos
normalmente se ven afectados por la hipoxia cuando el tumor supera un didmetro de
aproximadamente 1 mm (Emami et al., 2021).

Las respuestas inducidas por hipoxia en los tumores incluyen: expresion génica alterada,
supresion de la apoptosis 0 promocion de la autofagia, estimulacion de la EMT y metastasis,

aumento de la angiogénesis y cambios en el fenotipo anabdlico del metabolismo celular. Ademas,
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la hipoxia también estd implicada en la inestabilidad gendémica debido al aumento de la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y alteraciones en las vias de reparacion del
dafo del ADN (Emami et al., 2021).

A nivel transcripcional, se logra mantener la homeostasis de oxigeno en los tejidos
mediante la accion de factores inducibles por hipoxia (HIF; hypoxia-inducible factors), que
median la reprogramacién del transcriptoma de cada célula en respuesta a la disminucion de la
disponibilidad de O.. La transcripcion inducida por HIF promueve la expresién de mas de 150
genes que codifican, entre otros, para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
eritropoyetina, transferrina y receptores de transferrina, enzimas necesarias para la glucolisis,
factores antiapoptoticos, multiples factores de crecimiento, como el TGF-B, y otras proteinas
involucradas en la homeostasis de oxigeno en células sanas. Aunque estos factores son parte de
la respuesta adaptativa de las células que les permite compensar la reduccién de oxigeno y de
nutrientes, las células cancerosas hipdxicas sobreexpresan dichos factores para aumentar la
supervivencia, la angiogénesis aberrante, el crecimiento celular extremo y la metastasis (Emami
etal., 2021).

Las HIF son proteinas heterodiméricas que consisten en una subunidad sensible a
oxigeno (HIF-1a, HIF-2a o HIF-3a) y una subunidad de expresion constitutiva HIF-1B. En
condiciones de normoxia, las subunidades HIF-o hidroxiladas se ubiquitinan y son dirigidas al
proteasoma para su degradacion mientras que, en condiciones de hipoxia, dichas subunidades no
hidroxiladas se acumulan y dimerizan con la subunidad HIF-1B, se unen a HRE (hypoxia-
response element) en genes diana y activan la transcripcion de genes relacionados con
angiogénesis y factores de supervivencia celular (Wicks y Semenza, 2022) (Figura 3). Aungue en
los tejidos tumorales la densidad de capilares sanguineos suele ser alta, encontramos con
frecuencia hipoxia aguda y cronica, mediadas principalmente por HIF-lo y HIF-2a
respectivamente, que conducen a una necrosis tumoral central rodeada de areas hipoxicas. La
presion intersticial en los tumores, junto con una formacion andmala de los capilares provocan un
suministro sanguineo deficiente. La hipoxia y la angiogénesis en los tumores son caracteristicas
relacionadas con la malignidad (Sebestyén et al., 2021). Dado que las proteinas HIF son los
principales reguladores de la homeostasis del oxigeno en hipoxia, las estrategias dirigidas a HIF
constituyen una atractiva alternativa para el tratamiento de tumores (Emami et al., 2021;
Sebestyén et al., 2021).

Los factores proangiogénicos y sus receptores son diana de los factores de transcripcion
HIF y estan implicados en el mecanismo molecular por el cual la hipoxia regula la angiogénesis
(Emami et al., 2021). En las células endoteliales, la eliminacion del gen HIF-/a reduce la
neovascularizacion y el crecimiento tumoral interrumpiendo la retroalimentacion autocrina
mediada por VEGF (Tang et al., 2004). Los nuevos vasos sanguineos que se desarrollan en

condiciones hipoxicas muestran malformaciones, adoptando formas inusualmente alargadas y
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tortuosas, a veces con extremos ciegos que conducen a una interrupcion en el flujo sanguineo.
Debido al aumento de permeabilidad en las paredes de los vasos sanguineos causada por las
malformaciones, la hipoxia favorece la extravasacion de las células tumorales en un entorno hostil

y aumenta la invasividad y la diseminacién metastasica (Emami et al., 2021).

Proteasoma

"o *
\.)\

Degradacién via proteasoma
(NN

Figura 3. Via de sefializacion celular del factor inducible por hipoxia HIF-1a, en presencia o
ausencia de oxigeno. Adaptada de Vito et al. (2020).

1.2.2 Matriz extracelular (ECM)

La ECM es una red tridimensional dinamica de macromoléculas que, ademas de
proporcionar soporte estructural a células y tejidos, proporciona sefiales bioquimicas y
biomecanicas que influyen en la comunicacion celular y dirigen el crecimiento, la supervivencia,
la migracion y la diferenciacion celular. Estd compuesta por proteinas y glucoproteinas, como
colagenos, fibronectina, lamininas, tenascinas, proteoglicanos, y glicosaminoglicanos, como el
hialuronano y el heparan sulfato que se unen a receptores celulares, como CD44 e integrinas,
responsables de la adhesion celular (Arneth, 2019; Karamanos et al., 2021) (Figura 4). Las
diferentes matrikinas derivadas de macromoléculas de ECM, coldgenos, glicoproteinas o
proteoglicanos pueden ejercer propiedades pro o antitumorales en varios modelos de cancer. Se
ha demostrado que las matrikinas derivadas del coladgeno IV y del coldgeno XIX actlan a través
de la union a las integrinas a3f1, aSp1 o avB3. Dicha union provoca una inhibicion de la via

FAK/PI3K/AKt/mTORC1, una de las principales vias intracelulares involucradas en las
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alteraciones metabdlicas de TME, y conducen a una disminucién de las propiedades proliferativas

e invasivas de las células tumorales en algunos tipos de cancer (Brassart-Pasco et al., 2020).

La ECM limita el avance del cancer en etapas tempranas, pero promueve la progresion
de la enfermedad hacia la malignidad en etapas mas avanzadas. En el cancer de mama se ha
demostrado que la composicion de la ECM en el entorno del TME es un indicador del prondstico
clinico. Los tumores con alta expresion de inhibidores de proteasas en su ECM se asocian con un
buen prondstico, mientras que los tumores con alta expresion de integrinas y metaloproteasas se

correlacionan con un mal prondstico y un mayor riesgo de recurrencia (Quail y Joyce, 2014).

Fibronectina Elastina Laminina

Colageno

ECM

Membrana
plasmatica

Citoplasma

Citoesqueleto

Figura 4. Composicion de la matriz extracelular. Adaptada de Morales et al. (2021).

e Integrinas

Las integrinas son proteinas transmembrana heterodiméricas con subunidades, a y B, que
actian como moléculas de adhesion a componentes especificos de la ECM y transmiten
sefializacién entre el entorno extracelular y vias de sefializacion intracelulares implicadas en
procesos reguladores de crecimiento, angiogénesis, migracion, invasion y adaptacion a nuevos
entornos durante la metastasis (Sani et al., 2021). Las subunidades a y B estan constituidas por un
gran dominio extracelular, una hélice transmembrana y un dominio citoplasmatico corto (Figura
5), y se combinan formando al menos veinticuatro integrinas distintas. EI dominio extracelular
proporciona especificidad de ligando con varias macromoléculas de la ECM o con superficies
celulares adyacentes. Las integrinas se suelen agrupar en cuatro categorias, en funcién de las
secuencias diana que reconocen: los motivos de union a RGD (Arg-Gly-Asp); los receptores de
laminina; los receptores especificos de leucocitos; y receptores de colageno (Kechagia et al.,
2019). ElI motivo peptidico RGD se encuentra en algunas proteinas de la ECM como la
fibronectina, la vitronectina, la osteopontina y la trombospondina entre otras y representa un sitio
de unidn selectivo para integrinas a la ECM. De las veinticuatro integrinas conocidas solo ocho,
avBl, avB3, avps, avpo, avp8, aSP1, a8B1 y allbp3 se unen a ligandos con motivos RGD. De
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ellas, las integrinas mas estudiadas en oncologia en las Gltimas dos décadas son avp3, avp5 y
a5B1 (Nieberler et al., 2017; Sani et al., 2021). Las integrinas avp3 y aSB1 se encuentran
sobreexpresadas en los vasos sanguineos del TME y en las células tumorales y tienen capacidad
de internalizarse en las células a través de endosomas. Por ello, se estan desarrollando estrategias
basadas en estas integrinas para conseguir un transporte mas especifico de los farmacos
antitumorales. Los ligandos RGD acoplados a farmacos citotdxicos pueden servir como
portadores para aumentar la biodisponibilidad y la eficacia de dichos farmacos (Sani et al., 2021).
Varios estudios han implicado a las integrinas avp3 y a6p4 como reguladores positivos de la
tumorogénesis, ya que ambas son capaces de cooperar con receptores tirosina quinasa (RTKS)
oncogénicos (Cheng et al., 2021). Por ejemplo, la integrina a6p4 interacciona con el receptor de
EGF y c-Met RTK para amplificar la sefializacion oncogeénica en varios carcinomas. De manera
similar, la integrina avp3 se une al receptor PDGF, activando la sefializacion mediada por este

receptor en los glioblastomas que sobreexpresan PDGF (Cooper y Giancotti, 2019).
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Figura 5. Estructura bésica de un heterodimero de integrina. Adaptada de Ameneheslami (2006).
https://www.scq.ubc.ca/the-role-of-integrins-in-wound-healing/

Tras la unién a sus ligandos, las integrinas se concentran en la superficie celular en las
adhesiones focales que actlan, no solo como conectores estructurales entre la EMC vy el
citoesqueleto de actina, sino también como sitios de transduccion de sefiales desde la EMC a las
vias de sefalizacion intracelular, como la quinasa de adhesion focal (FAK), quinasa Src, quinasa
ligada a integrina (ILK), tirosina quinasa rica en prolina (PYK-2), proteina quinasa activada por
mitégenos (MAPK), incluida la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), c-Jun N-
terminal quinasa (JNK) y p38, asi como fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y proteina quinasa B
(AKT) (Naci et al., 2015) (Figura 6).
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Otra via de sefializacion especifica de integrinas es la activacion del TFG-p. La familia
TGF-B incluye las isoformas TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, las cuales poseen actividades de
sefializacién similares, pero expresién variable en diferentes células y tejidos. De las tres, TGF-
B1 es la isoforma mas abundante y desregulada en cancer (Brown y Marshall, 2019). TGF-B1 se
traduce inicialmente como un propéptido que comprende el factor de crecimiento y el péptido
asociado a latencia (LAP). Dicho péptido LAP posee un motivo de union RGD, el cual es
reconocido por integrinas av, en concreto avpl, avB3, avp5, avp6 y avp8. La union de LAP con
las integrinas libera el homodimero de TGF-B1, lo que resulta en la activacion de este y su unioén
al receptor de TGFBRIL iniciando la sefalizacion via TGF-B-Smad que promueve la transicion
epitelio-mesénquima EMT (Mamuya y Duncan, 2012; Brown y Marshall, 2019). La sefializacion
mediante TGF-f tiene dos vias posibles, la canonica mediada por proteinas Smad y la no canonica
que incluye las rutas PI3BK/AKT, y Ras/ERK, entre otras (Figura 7). Tanto la via canénica como
la no candnica pueden inducir la expresion de genes implicados en EMT (Mamuya y Duncan,
2012; Brown y Marshall, 2019).
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o CD44

La proteina transmembrana CD44 es una molécula de adhesion celular que media la
comunicacién entre células adyacentes y la ECM, sirviendo como receptor de hialuronato.
Interviene en varios procesos como la linfopoyesis y la angiogénesis y dirige la sefializacion
intracelular de proliferacion y migracion. Ademas, en células que experimentan EMT su
expresion se ve aumentada, estando implicada en procesos que permiten a las células tumorales
comportarse como células CSC (Hassn et al., 2021). El pre-ARNm de CD44 en humanos incluye
19 exones, que codifican una gran cantidad de isoformas mediante splicing alternativo. Los
exones 1-5 y 15-19 son exones constantes que codifican para la isoforma estandar (CD44s) que
posee los dominios N-terminal y C-terminal de la proteina y cuya expresion esta regulada por
ESRP1 (Epithelial Splicing Regulatory Protein 1). Los exones 6-14 son exones variables que se
escinden o no alternativamente y codifican para las distintas isoformas variables (CD44v). Estas
isoformas CD44v pueden contener un solo exdn variable o una combinacion de varios exones
variables lo que resulta en muchas combinaciones posibles, generando una gran diversidad (Chen
et al., 2018; Hassn et al., 2021). Se ha demostrado que la disminucion y el aumento de expresion
de ESRP1 y CD44s respectivamente, estan estrechamente relacionados con la EMT vy la

invasividad en tumores de ovario y de mama (Brown et al., 2011; Chen et al., 2017).
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1.2.3 Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT)

La EMT se describio por primera vez en el desarrollo embrionario y se observa en algunos
procesos fisiolégicos como la cicatrizacion de tejidos, la homeostasis y la fibrosis. Recientemente,
se ha demostrado que la EMT posee un papel importante en la tumorogénesis de diferentes tipos
de cancer, incluidos los de préstata, pulmén, higado, pancreas y mama (Ribatti et al., 2020). La
EMT es un proceso por el cual las células epiteliales, que poseen uniones célula-célula, una
polaridad apico-basal y un potencial migratorio limitado, adquieren caracteristicas de células
mesenquimales, es decir, una polaridad anteroposterior y un fenotipo migratorio e invasivo. Los
marcadores de superficie celular tipicos de células epiteliales son la E-cadherina, las
citogueratinas, la ocludina y las claudinas, entre otras. Por otra parte, entre los marcadores de
superficie celular de las células mesenquimales se encuentran la N-cadherina, la fibronectina y la
vimentina, entre otros.

El proceso inverso a la EMT se conoce como transicion mesénquima-epitelio (MET;
Mesenchymal- Epithelial Transition) y posibilita la colonizacién de sitios distantes por parte de
las células tumorales y la formacion de tumores secundarios (Brabletz et al., 2018). El proceso
EMT-MET no es binario, las células sometidas a EMT atraviesan una serie de estados intermedios
denominados EMT parciales (pEMT; partial EMT) en los que expresan tanto marcadores
epiteliales como mesenquimales (L6nd et al., 2021). La progresion a través de la EMT se asocia
con la adquisicion de potencial para iniciar tumores, el cual alcanza su méaximo en algin punto a
lo largo del espectro de la EMT parcial (Figura 8). En las células tumorales rara vez se completa
la transicion a célula mesenquimal, ya que esta activacién parcial incrementa la motilidad de las
células y permite una reversién a MET mas rapida potenciando el asentamiento, favoreciendo la

diseminacion y la invasién (Brabletz et al., 2018; Chaffer et al., 2016).
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Figura 8. Espectro de fenotipos de EMT en cancer. Adaptada de Chaffer et al. (2016).
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e [Factores de transcripcion de EMT (EMT-TFs)

Los cambios gque experimentan las células en la EMT estan mediados por EMT-TFs que
activan o reprimen genes relacionados con los marcadores moleculares tipicos de células
epiteliales 0 mesenguimales. Los EMT-TFs son Snail (Snail), Slug (Snai2), Zebl, Zeb2, Twistl
y Twist2. Juntos, suprimen la expresion de marcadores epiteliales como E-cadherina, claudina y
ocludina, entre otros, y activan marcadores mesenquimales como N-cadherina, vimentina y
fibronectina, entre otros. En los carcinomas humanos, Snail tiene un papel principal como
inductor de EMT, mientras que Twist y Zeb 1/2 estan principalmente involucrados en retener el
fenotipo mesenquimal. La vimentina se expresa a altos niveles en muchos tumores epiteliales,
incluidos el cancer de mama, el cancer de préstata, el melanoma y el cancer de pulmoén, y su
expresion es determinante para el crecimiento tumoral, la invasion y el mal prondstico (Debnath
et al., 2022; Ribatti et al., 2020).

Los EMT-TFs, ademas de aumentar la motilidad de las células tumorales, promueven la
progresion de la malignidad ya que estan implicados en la reparacion del ADN, evasion de la
senescencia e induccion de un fenotipo anti-apoptético, favoreciendo su mantenimiento como
CSCs. También desencadenan efectos protumorales en la composicion del TME, aumentando la
expresion de citocinas proinflamatorias en las células tumorales. En conjunto, estos procesos
favorecen la quimioresistencia de las células tumorales lo que los convierte en excelentes dianas

en nuevos tratamientos contra el cancer (Brabletz et al., 2018).

e mIiARNSs

En los ultimos afios, se estan estudiando los miARNs como reguladores de la EMT en el
cancer, debido a que se ha observado que son capaces de influir en los fenotipos mesenquimal y
epitelial de las células. Los miARNSs son ARNs pequefios (de 19 a 25 nucle6tidos de longitud) no
codificantes, de cadena sencilla, que controlan la expresion génica dirigiéndose a los transcritos
de ARNm vy provocando su represion o degradacion traduccional, segun el nivel de
complementariedad con ellos. Los miARNSs se expresan especificamente en tejidos concretos y
en distintos momentos del desarrollo, y se utilizan como biomarcadores para diagnéstico y
prondstico en cancer (Zaravinos, 2015). Los genes de miARNS suelen ser intrénicos, se agrupan
en clusters y son transcritos por la ARN polimerasa Il produciendo un miARN primario (pri-
miARN). Los pri-miARN se escinden en sitios especificos del nucleo por la RNasa Drosha,
generando un pre-miARN que se transloca al citoplasma donde la RNasa Dicer lo vuelve a cortar
para producir el miARN maduro. Finalmente, el miARN maduro se une a la secuencia
complementaria dentro de las regiones UTR de sus ARNm diana. La complementariedad perfecta
entre el miRNA y su mRNA diana a menudo conduce a la degradacion del mRNA, mientras que
la complementariedad imperfecta conduce a la inhibicion de la traduccion (Zaravinos, 2015)
(Figura 9).

35



Introduccion

Existen varios miARNS que tienen como dianas EMT-TFs. Los miARNs miR-205, miR-
29b, miR-30a, miR-148a, miR-34, miR-203 y la familia miR-200 regulan la EMT en canceres de
mama, de préstata y de pulmon, entre otros, y a menudo participan en circuitos de
retroalimentacion con los EMT-TFs, controlando la plasticidad de las células epiteliales durante

su diferenciacion y la progresion del cancer (Santos Ramos et al., 2017; Zaravinos, 2015).
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En particular, los miARNs de la familia miR-200 se han descrito como marcadores
epiteliales con una funcion importante en el proceso de EMT, ya que suprimen el cambio de
células epiteliales a mesengquimales uniéndose directamente a los ARNm de Zeb1 y Zeb2 (Santos
Ramos et al., 2017). La familia miR-200 incluye cinco miARNS conservados evolutivamente que
estan codificados en dos grupos. En humanos, un grupo se localiza en el cromosoma 1y se
produce a partir de un pri-miRNA que codifica miR-200b, miR-200a y miR-429 y otro grupo que
incluye miR-200c y miR-141, est4 ubicado en el cromosoma 12 y se produce a partir de un pri-
miRNA con dos sitios de inicio de la transcripcion. Se ha observado que aguas arriba del inicio
de transcripcidn de los pri-miRNA de ambos grupos hay elementos de unién E-box tipo Zeb y se
demostrd que Zebly Zeb2 reprimen la expresion del grupo miR200-b/miR-200a/miR-429. Por
tanto, Zeb1/2 y miR-200, que ejercen funciones opuestas sobre EMT, se regulan reciprocamente
en un doble circuito de retroalimentacién negativa (Cavallari et al., 2021). Por una parte, la
represion de Zeb conduce a un patrén de expresion génica epitelial a través de la induccién de los
miembros de la familia miR-200. Por el contrario, la induccidon de la expresion de Zeb promueve
un patron de expresion génica mesenquimal a través de la supresion de miR-200. Se ha
demostrado que este circuito de retroalimentacion desempefia un papel importante en la
estabilizacion de la diferenciacion celular en respuesta a sefiales extracelulares prevalentes
(Cavallari et al., 2021; Zaravinos, 2015).

1.3 Incidencia y mortalidad en cancer

La carga sanitaria de morbilidad por cancer sigue aumentando a nivel mundial. En 2020
uno de cada seis fallecimientos fue debido a esta enfermedad, la cual ocasiond cerca de 10
millones de defunciones. Actualmente, el cancer constituye la segunda causa de muerte en el
mundo (World Health Organization, WHO).

Segun los datos de la IARC (International Agency for Research on Cancer), el cancer de
mama es el mas cominmente diagnosticado y la principal causa de muerte por cancer en las
mujeres, seguido por el cancer colorrectal y de pulmén para incidencia y viceversa para la
mortalidad (Figura 10A). En los varones, el cancer de pulmoén es el mas frecuente y la causa
principal de muerte por cancer, seguida por el cancer de préstata y colorrectal en cuanto a
incidencia, y el cancer de higado y colorrectal en cuanto a mortalidad (Figura 10B).

Teniendo en cuenta ambos sexos, el cancer de mama femenino es el mas cominmente
diagnosticado (11,7% del total de casos), mientras que el cancer de pulmén es la primera causa

de muerte por cancer (18 % del total) (Figura 10C).
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Figura 10. Distribucién de incidencia y mortalidad de los siete tipos de cancer mas comunes en 2020 a nivel
mundial. A) Mujeres. B) Varones. C) Ambos sexos. Global Cancer Observatory (GCO) 2020.

2. Cancer de mama

El cancer de mama fue el tipo de cdncer més diagnosticado en el mundo en 2020, siendo
la causa de muerte mas frecuente en mujeres y la quinta causa de muerte mas comun por cancer
en general. Concretamente, hubo méas de 2,26 millones de nuevos casos y casi 685.000 muertes
debidas a este tipo de cancer (Sung et al., 2021) (Figura 10A).
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El cancer de mama es muy heterogéneo en cuanto a su etiologia y caracteristicas
patoldgicas, en algunos casos presenta un crecimiento lento y con buen pronéstico, mientras que
en otros casos el curso clinico es muy agresivo y de fatal prondstico (Tao et al., 2015). El cancer
de mama temprano, es decir, el cancer contenido en la mama o que solo se ha propagado a los
ganglios linfaticos axilares, se considera curable. Las mejoras en la terapia combinatoria han
llevado a aumentar las posibilidades de curacion en alrededor del 70 a 80% de pacientes. Por el
contrario, el cancer de mama avanzado o metastasico no se considera curable con las opciones
terapéuticas actualmente disponibles. Es una enfermedad tratable, para la cual los objetivos
principales de la terapia son prolongar la supervivencia y controlar los sintomas de toxicidad
asociada al tratamiento (Harbeck et al., 2019).

La clasificacion de los tipos de tumores mamarios segin su morfologia incluye el
carcinoma ductal infiltrante, el carcinoma lobulillar infiltrante, tubular, mucinoso, medular y
carcinoma adenoide quistico. El grado histolégico, el cual incluye el grado de diferenciacién
celular, el pleomorfismo nuclear y el recuento mitético, se utiliza en la subclasificacion adicional
de los tumores de mama, para planificar el tratamiento y determinar el prondstico (Tao et al.,
2015).

Aproximadamente el 10% de los canceres de mama son hereditarios y estan asociados
con antecedentes familiares, siendo las mutaciones mas comunes las que se encuentran en los dos
genes supresores de tumores BRCALl (17921) y BRCA2 (13ql3), cuyas proteinas estan
involucradas en la reparacién del ADN, y muestran un patrén de herencia autosémico dominante.
Otros genes que se han encontrado con elevadas tasas de mutacién en las células tumorales son
TP53, PIK3CA, MYC, PTEN, CCND1, ERBB2, FGFR1 y GATA3 (Harbeck et al., 2019).

En base a las evidencias moleculares, el cancer de mama generalmente se clasifica en tres
grupos: los que expresan receptores hormonales, ya sean de estrégenos (ER+) o progesterona
(PR+); los que expresan receptores para el factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2+);
y el cancer de mama triple negativo, TNBC (por sus siglas en inglés, triple negative breast
cancer), el cual no presenta receptores hormonales, ni del factor de crecimiento epidérmico 2
(ER-, PR- y HER2-) (Barzaman et al., 2020). En general, los tumores ER+ son mas pequefios y
mas comunes que los tumores ER- y también tienen menor propagacion a los ganglios linfaticos.
El grupo ER/PR+ se clasifica, a su vez, en dos subgrupos el luminal Ay el luminal B. Por otro
lado, el grupo ER- se clasifica en tres subgrupos: el subtipo HER2+ que se caracteriza por tener
una expresion elevada de HER2; el subtipo basal que estd asociado con una alta expresion de
genes que normalmente se identifican en células mioepiteliales; y el subtipo normal el cual
muestra un perfil de expresion génica variado. Tanto el subtipo HER2+ como el subtipo basal de
ER- presentan peor prondstico que los de los subtipos luminales de ER+ y el de tipo normal de
ER-. Aproximadamente el 15% de los canceres de mama son TNBC y suelen ser tumores méas

grandes con un fenotipo muy agresivo (Barzaman et al., 2020; Tao et al., 2015).
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Ademaés de los subtipos anteriores, existe otro tipo de tumor mamario conocido como
cancer de mama inflamatorio (IBC) que es clinica y biol6gicamente distinto. El IBC bloguea los
vasos linfaticos dérmicos, cursa con una inflamaciéon mamaria generalizada y se suele presentar
en una etapa avanzada. Casi el 50 % de los IBC tienen un nivel elevado de HER2, en comparacion
con el 20% en los canceres de mama de otros tipos y esto probablemente contribuye al alto grado
de metéstasis tempranas observado en IBC, que también presenta una alta actividad angiogénica
y angioinvasiva debida a los altos niveles de expresion de factores proangiogénicos (Lim et al.,
2018; Tao et al., 2015).

2.1 Cancer de mama triple negativo (TNBC)

Los datos epidemioldgicos muestran que el TNBC es mas prevalente en mujeres jovenes
premenopausicas menores de 40 afios, que representan aproximadamente el 15-20% de todos los
pacientes con cancer de mama. En comparacion con otros subtipos, el tiempo de supervivencia
del paciente con este tipo de cancer es mas corto y la tasa de mortalidad es del 40% en los 5 afios
siguientes al diagndstico. EI TNBC es altamente invasivo y alrededor del 46% de pacientes
presentan metastasis, principalmente en el cerebro y los pulmones, dado que este tipo de tumor
se disemina preferentemente por via hematogena. EI tiempo medio de supervivencia después de
la metéstasis es de solo 13,3 meses y la tasa de recurrencia llega al 25%. Mientras que el tiempo
promedio de recaida en pacientes con otros tipos de cancer de mama es de 35 a 67 meses, en
pacientes con TNBC es solo de 19 a 40 meses V la tasa de mortalidad en los 3 meses posteriores
a la recurrencia es de hasta el 75% (Kumar y Aggarwal, 2016; Yin et al., 2020). EI TNBC incluye
tumores con deficiencia del gen BRCAL y un subtipo de tumores denominados bajos en claudina
gue se definen por una baja expresion de genes de adhesidn celular, una alta expresién de genes
de EMT y patrones de expresion génica similares a los de células madre. Ademas, los tumores
bajos en claudina son gendmicamente estables, posiblemente debido a un estado menos
diferenciado y a un efecto protector mediado por el factor de transcripcion relacionado con EMT
ZEB1 (Fougner et al., 2020; Kumar y Aggarwal, 2016).

En comparacion con otros tipos de cancer de mama, el TNBC tiene opciones de
tratamiento limitadas, es propenso a la recurrenciay la metastasis y tiene un mal pronéstico. Como
es un tipo de cancer de mama en el que no se expresa ER, PRy HER2, los tumores no son sensibles
a la terapia endocrina, ni a la terapia molecular dirigida, por lo que la quimioterapia es el
tratamiento sistémico principal (Yin et al., 2020). No hay evidencia de que ningun agente
quimioterapéutico particular sea mas activo contra un fenotipo de cancer de mama TNBC en el
tratamiento neoadyuvante o adyuvante. Las terapias mas comunes incluyen antraciclinas
(doxorrubicina o epirrubicina) y taxanos (paclitaxel o docetaxel) y constituyen el tratamiento
estandar actual para pacientes con cancer de mama en general, incluido el TNBC. En tumores con

mutaciones en el gen BRCA1 se utilizan agentes quimioterapéuticos de platino (cisplatino o
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carboplatino) que impiden la reparacion defectuosa del ADN que conduce al dafio en el ADN y
subsecuentemente induce apoptosis en este tipo de células cancerosas (Kumar y Aggarwal, 2016).

Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente VEGF, se ha
utilizado en combinacion con farmacos quimioterapéuticos como tratamiento antiangiogénico del
TNBC en algunos paises, pero el tiempo de supervivencia de los pacientes no aumentd
significativamente (Yin et al., 2020). Por lo tanto, es urgente desarrollar tratamientos alternativos
dirigidos a nuevas dianas, pero debido a la alta heterogeneidad del TNBC, es particularmente
dificil descubrir nuevas dianas terapéuticas y realizar una terapia dirigida. Actualmente, hay una
gran cantidad de ensayos clinicos en curso dirigidos a receptores especificos para tratamiento del
TNBC, como los inhibidores de la proteina PARP, la inmunoterapia y los tratamientos dirigidos

a receptores de andrdgenos, entre otros (Yin et al., 2020).

3. Cancer de pulmon

Con 2,2 millones de nuevos casos estimados y 1,8 millones de muertes (Figura 10C), el
cancer de pulmon fue el segundo cancer mas comdnmente diagnosticado a nivel mundial y la
principal causa de muerte por cancer en 2020, lo que representa aproximadamente uno de cada
10 cénceres diagnosticados y uno de cada 5 fallecimientos por cancer (Sung et al., 2021). En la
gran mayoria de los casos (85-90%), el cancer de pulmén esta asociado con el tabaquismo,
incluido el tabaquismo pasivo. Ademas, en un gran porcentaje de casos, el cancer de pulmon se
diagnostica en exfumadores, ya que el riesgo sigue aumentando afios después de dejar de fumar
(Romaszko y Doboszynska, 2018). En base al isotipo principal, los carcinomas de pulmén se
dividen en dos grandes grupos: los carcinomas microciticos o de células pequefias (SCLC; Small
Cell Lung Cancer) que corresponden al 15% de los casos; y los carcinomas de células no pequefias
(NSCLC; Non Small Cell Lung Cancer) que corresponden al 83% de los casos (Rodriguez-
Canales et al., 2016). A pesar de los avances recientes en el diagndstico, la clasificacion y el
tratamiento, la supervivencia general sigue siendo baja. Se necesita una mejor comprension de la
patologia de estos tumores a nivel molecular con el objetivo implementar terapias personalizadas
(De Sousa y Carvalho, 2018).

El cancer de pulmon constituye un grupo de tumores heterogéneos, con varios grados de
diferenciacion. Teniendo en cuenta la heterogeneidad histoldgica, la clasificacion diferencia entre
carcinomas epidermoides, adenocarcinomas, carcinomas de pulmén de células pequefias,
carcinomas de células grandes, carcinomas neuroendocrinos de células grandes, carcinomas
adenoescamosos, carcinomas sarcomatoides y pleomorficos, entre otros. Esta heterogeneidad
tumoral se explica tanto por la propia heterogeneidad genética del tumor como por la presién
selectiva relacionada con el TME, el sistema inmunoldgico y células de la ECM (De Sousa y

Carvalho, 2018). El gen Tp53 es uno de los genes mutados con mayor frecuencia en los canceres
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de pulmon, presente en un 50% de los tumores NSCLC y en casi todos los tumores SCLC. Entre
otros de los genes mutados mas importantes responsables de la heterogeneidad genética se
encuentran EGFR, KRAS, MET, LKB1, BRAF, PIK3CA, ALK, RET y ROS. De ellos, los méas
comunes en adenocarcinomas son KRAS, EGFR, MLL3 y STK11; en los carcinomas de células
escamosas son PI3KCA, SOX2, CDK2, P63 y FGFRL; y en el cancer de pulmoén de células
pequefias son RB1, MLL2, SMO y PI3KCA (De Sousa y Carvalho, 2018; Romaszko y
Doboszynska, 2018).

Los mecanismos de resistencia a los farmacos por parte de las células tumorales de
pulmon estan relacionados con la activacion redundante de la transduccién de sefiales, nuevas
mutaciones, interacciones sinérgicas con el gen diana, adquisiciéon del fenotipo EMT,
hipermetilacion del ADN y la aparicion de nuevos subclones de células tumorales con mutaciones
secundarias resistentes a la terapia previa. La recurrencia tras la resistencia terapéutica es una de
las causas mas importantes de muerte relacionada con el cancer de pulmén (De Sousa y Carvalho,
2018).

3.1 Carcinomas de pulmon células no pequefias (NSCLC)

Mas del 80% de los canceres de pulmén son NSCLC y la tasa de supervivencia a 5 afios

para los pacientes con este tipo de cancer es solo del 21% a nivel mundial (American Cancer
Society, 2023). La WHO y la IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer)
clasifican el NSCLC en tres subtipos principales: el carcinoma de células escamosas (25%), el
adenocarcinoma (40%) y el carcinoma de células grandes (10%).
Las alteraciones genéticas mas comunes en NSCLS, ademéas de en Tp53 comentado
anteriormente, ocurren en los genes EGFR y KRAS. Generalmente estan presentes en los clones
fundadores, lo que indica un papel principal de estos genes en la iniciacién del tumor, y
constituyen dianas interesantes para objetivos terapéuticos. Las mutaciones de KRAS y EGFR
suelen ser mutuamente excluyentes, pero cuando coexisten, las mutaciones de KRAS pueden
conferir resistencia a los inhibidores de EGFR (Herbst et al., 2018). Algunas mutaciones crean
neoantigenos que son reconocidos por las células T citotdxicas infiltrantes en tumores,
adquiriendo mayor sensibilidad a los tratamientos con inhibidores de puntos de control
inmunitarios (ICBs, por sus siglas en inglés Immune Checkpoint Blockers). Las alteraciones
genéticas afectan al TME en el NSCLC de varias formas, como por ejemplo la inactivacion del
gen supresor de tumores STK11 (que ocurre en un tercio de los tumores con mutaciones en el gen
KRAS) que conlleva una acumulacion de neutrofilos en el TME. Se requieren estudios a gran
escala para correlacionar los genomas de los tumores NSCLC con los constituyentes celulares del
TME con la finalidad de comprender como los diferentes genotipos determinan la composicion
celular del TME (Herbst et al., 2018).
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La alta mortalidad por cancer de pulmon se debe a la presencia de metéstasis ya en el
momento del diagndstico en la mayoria de los pacientes, por lo que para mejorar la supervivencia
a largo plazo se precisan terapias sistémicas mas eficaces (Alexander et al., 2020). Dependiendo
del estadio, la histologia, las alteraciones genéticas y la condicidn del paciente, los enfoques de
tratamiento en NSCLC suelen incluir cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapiay terapia
dirigida, ya sea sola o combinada. La quimioterapia adyuvante para pacientes con cancer de
pulmén en etapa temprana consiste en una combinacion a base de cisplatino, mientras que el
tratamiento quimioterapéutico en pacientes con cancer metastasico combina el cisplatino con
gemcitabina, vinorelbina, o taxanos como paclitaxel o docetaxel. La inmunoterapia combinada
con la quimioterapia ha cambiado significativamente el panorama del tratamiento del NSCLC, ya
que ha demostrado mejorar la eficacia de los agentes quimioterapéuticos en comparacién con el
tratamiento con solo quimioterapia para pacientes con NSCLC metastasico (Duma et al., 2019).
Por otra parte, la terapia dirigida ha mejorado los resultados clinicos significativamente en
pacientes con NSCLC avanzado. En este sentido, ya estan aprobados inhibidores de la tirosina
quinasa dirigidos a las alteraciones genéticas de EGFR, para el tratamiento de pacientes con varios
subtipos de NSCLC, y se han asociado con una mayor supervivencia en comparacion con
pacientes tratados con terapias no dirigidas (Alexander et al., 2020; Herbst et al., 2018).

4. Péptidos terapéuticos en el tratamiento del cancer

La principal limitacion de la quimioterapia convencional en el tratamiento del cancer
radica en la dificultad para administrar selectivamente a las células cancerosas la dosis terapéutica
efectiva del agente citotdxico sin afectar a las células sanas. EI denominado tratamiento
“biologico” del cancer incluye el uso de anticuerpos monoclonales, proteinas y péptidos. La
utilizacién de moléculas de gran tamafio, como los anticuerpos monoclonales y las proteinas, se
ha restringido a dianas vasculares presentes en el endotelio de vasos tumorales o neoplasias
hematolégicas malignas. Aunque no exentos de limitaciones, los péptidos poseen muchas
ventajas, como son el tamafio pequefio, la facilidad de sintesis y modificacion, la capacidad de
penetracién en el tumor, y una mejor farmacocinética y biocompatibilidad. Maximizar la eficacia
terapéutica y reducir la toxicidad son dos de los objetivos mas importantes que persigue la
quimioterapia dirigida basada en el uso de una nueva generacién de péptidos relacionados con
tumores (Thayer, 2011).

Hasta la fecha, se han utilizado mas de 600 péptidos en investigaciones clinicas y
preclinicas, de los cuales 60 han sido aprobados como farmacos para distintas aplicaciones
terapéuticas entre las que se incluye el tratamiento del cancer (Ghaly et al., 2023).

Los péptidos se utilizan de diferentes formas en el tratamiento del cancer: directamente

como farmacos (por ejemplo, como inhibidores de la angiogénesis); como agentes dirigidos

43



Introduccion

contra tumores transportando farmacos citotdxicos y radionuclidos (quimioterapia y radioterapia
dirigidas); en hormonoterapia; y como vacunas peptidicas. En la Figura 11 se esquematizan
distintas alternativas de utilizacién de péptidos en el tratamiento del cancer. Ademas de su uso
terapéutico, los péptidos constituyen una valiosa herramienta como biomarcadores para el

diagnostico y progresion del cancer (Li et al., 2023).
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Figura 11. Opciones de terapias antitumorales basadas en péptidos. Adaptada de Thundimadathil (2012).

e Hormonas peptidicas

El paradigma de la aplicacion de péptidos en el tratamiento del cancer es el uso de
agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), introducida por Schally
etal., (2017) en la terapia del cancer de prostata. La administracion de agonistas de LHRH (como
buserelina, leuprolida, goserelina, y triptorelina) causa la represion de la expresion del receptor
de LHRH en la pituitaria, conduciendo a la inhibicion de la liberacion de LH y en menor medida
de FHS (hormona foliculoestimulante) con el consiguiente descenso en la produccion de
testosterona. Por el contrario, los antogonistas de LHRH bloquean directamente el efecto de
LHRH en la pituitaria causando una inhibicién rapida y mantenida de testosterona, LH y FSH.
Cetrorelix fue el primer antagonista de LHRH aprobado para su comercializacion y utilizado en
clinica. Con posterioridad, se ha aprobado una nueva generacion de antagonistas de LHRH, tales
como abarelix y degarelix. Los efectos antiproliferativos que subyacen a estos tratamientos
incluyen induccidn de apoptosis, inhibicion de rutas de factores de crecimiento y disminucién del

potencial metastatico (Tolkach et al., 2013).
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e Péptidos como portadores de fArmacos quimioterapéuticos y radionuclidos

Hay dos tipos principales de péptidos que pueden ser conjugados a un farmaco citotdxico
para dirigirlo selectivamente a las células cancerosas: péptidos dirigidos a dianas celulares y
péptidos que penetran en las células (CPPs) (Samec et al., 2022).

Los péptidos dirigidos a dianas celulares se conjugan con farmacos citotoxicos o con
sistemas de nanoparticulas, con la finalidad de incrementar la selectividad hacia las células
tumorales, disminuir los efectos secundarios, reducir la dosis de farmaco administrado y
concentrar el farmaco en el sitio de accion. Los péptidos RGD (Arg-Gly-Asp) y NGR (Asn-Gly-
Arg) representan la primera generacion de este tipo de péptidos dirigidos a tumores,
independientemente de la naturaleza del tumor porque unen receptores celulares sobreexpresados
durante la angiogénesis en células tumorales. Los péptidos RGD tienen una alta afinidad hacia
integrinas av en la vasculatura angiogenica, mientras que los péptidos NGR tienen como receptor
la aminopeptidasa N, sobreexpresada en los vasos sanguineos angiogénicos.

Los CPPs son péptidos pequefios, generalmente de menos de 40 aminoacidos, que tienen
la capacidad de penetrar en las células de manera muy eficiente. Se pueden utilizar para liberar
farmacos y otras moléculas terapéuticas como siARN, debido a que son internalizados en la célula
por endocitosis. A diferencia del anterior tipo de péptidos transportadores, se trata de péptidos
especificos de tipos celulares. Ejemplos de este tipo de péptidos utilizados en tratamiento de
cancer son la clasica proteina Tat del HIV-1, el péptido R9 conjugado al péptido citotoxico
caPeptide (del antigeno de proliferacion celular nuclear, PCNA) en tratamiento del cancer de
mama y neuroblastoma, o F3y LyP-1 capaces de internalizarse en las células tumorales y células
endoteliales de la sangre (F3) y linfaticas (LyP-1) (Smith et al., 2020; Song et al., 2019; Hu et al.,
2013).

La terapia radionuclidica de receptores peptidicos (PRRT, Peptide receptor radionuclide
therapy) es un tipo de tratamiento antitumoral para pacientes con tumores neuroendocrinos
metastasicos no operables. Los péptidos portan radionuclidos que causan dafio al ADN y se
dirigen a células cancerosas que tienen sobreexpresados los receptores diana de dichos péptidos.
El péptido radionuclidico Lutathera ([*”’Lu]Lu-DOTA-TATE) fue aprobado a finales de 2017 por
la EMA (European Medicines Agency) y a principios de 2018 por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de tumores neuroendocrinos gastroenteropancreaticos SST2-
positivos. Actualmente, se esta trabajando en el aumento de eficacia y en terapias de combinacion
para incrementar la radiosensibilidad con agentes que inducen estrés de replicacion, dafio directo
en el ADN, inhibicion de la reparacion del ADN, incremento de la expresion del receptor diana,

e interferencia con la proteostasis o el metabolismo celular (Feijtel et al., 2020).
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e Vacunas peptidicas

Las vacunas de péptidos sintéticos se encuadran en las estrategias de inmunoterapia del
cancery tienen por objetivo elicitar y expandir células T especificas de tumor capaces de controlar
o erradicar el tumor. Las vacunas peptidicas son sencillas de sintetizar, relativamente econdémicas,
de facil aplicacion en la practica clinica, versatiles en cuanto al antigeno diana y de bajo riesgo
de anafilaxis inducida por antigeno. Las dos principales limitaciones son que su éxito depende de
la apropiada seleccion del epitopo inmunogénico y que, en general, presentan una débil
inmunogenicidad (Kumai et al., 2017). Desde 1996, cuando se llevo a cabo el primer ensayo
clinico con una vacuna peptidica basada en MAGE-1, antigeno tumoral humano capaz de
desencadenar una respuesta inmune autologa especifica, hasta la actualidad, se han desarrollado
numerosas vacunas, algunas ya comercializadas y otras en distintas fases de ensayos clinicos. Liu
et al., (2022a) han realizado una reciente revision que incluye una seleccion de la aplicacion
clinica de vacunas peptidicas en distintas fases de ensayo en los ultimos 5 afios.

e Péptidos anticancerigenos (ACPs)

Los péptidos anticancerigenos (ACPs, Anticancer peptides) son un tipo de pequefios
péptidos compuestos por 10-60 aminoacidos que pueden inhibir la proliferacion celular o la
migracion, o suprimir la formacién de vasos sanguineos tumorales. La actividad anticancerigena
de diferentes ACPs se atribuye a una variedad de mecanismos, principalmente: destruccion de la
estructura de la membrana celular, apoptosis, antiangiogénesis y regulacion inmune (Ghaly et al.,
2023).

Los ACPs se pueden clasificar en tres categorias principales segin su origen: naturales
(obtenidos a partir de animales, plantas, bacterias y hongos); modificados artificialmente
(mediante protedlisis); y sintéticos (mediante sintesis quimica 0 con aproximaciones
biotecnoldgicas a partir de ADN recombinante).

Los ACPs naturales mayoritariamente son péptidos antimicrobianos (AMPs;
Antimicrobial peptides) que ademéas poseen actividad antitumoral. Los AMPs son las moléculas
efectoras del sistema inmune innato que actGan mediante la interaccion con patégenos
directamente a través de sus membranas o sobre dianas internas de las células. Utilizados en
terapia contra el cancer, el rdpido modo de accion de los AMPs antitumorales les confiere la
ventaja de una menor probabilidad de desarrollo de resistencia por parte de las células diana.

Las dos limitaciones mas importantes de las terapias basadas en ACPs son la estabilidad
in vivo comprometida por la degradacién por proteasas, y su toxicidad para las células sanas a
altas concentraciones de péptido. Para incrementar la actividad anticancerigena al tiempo que se
reduce su citotoxicidad, las investigaciones se han centrado principalmente en la modificacion
quimica de la cadena polipeptidica de los ACPs o en la adicion de secuencias que dirigen los

péptidos al tumor. Las estrategias basadas en el uso de peptidomiméticos y de liberacién de
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péptidos en nanoparticulas han logrado incrementar la estabilidad, la eficacia y la selectividad, y
disminuir la toxicidad.

Un interesante ejemplo de ACPs sintéticos es el desarrollo de una serie de péptidos
sintetizados utilizando una estrategia minimalista de disefio de novo basada en las caracteristicas
estructurales requeridas para un ACP a-helicoidal. La férmula general para esta serie de ACPs es
C(XXYY)s, en laque C representa el aminoacido cisteina, X representa aminoacidos hidrofébicos
(isoleucina o leucina), e Y representa aminoacidos catidnicos (arginina o lisina). Estos ACPs
sintéticos mostraron selectividad hacia células de cancer colorectal y cervical con minima
toxicidad hacia fibroblastos dérmicos (Hadianamrei et al., 2022).

Recientemente, se han empleado métodos computacionales basados en inteligencia
artificial, tanto para el disefio de péptidos como para reducir los posibles efectos adversos
derivados de su inmunogenicidad o de la accion de peptidasas (Liscano et al., 2020).

5. Péptidos antimicrobianos (AMPs)

Los péptidos antimicrobianos son una clase de pequefios péptidos que constituyen parte
importante de la inmunidad innata de numerosos organismos (Huan et al., 2020) y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, desde bacterias, hongos y plantas hasta animales
vertebrados e invertebrados (Kumar et al., 2018). En insectos, se observé por primera vez
actividad antibacteriana en pupas de las polillas de seda gigantes Samia Cynthia y Hyalophora
cecropia, las cuales presentaban inmunidad contra distintos microrganismos (Faye et al., 1975).
Steiner y colaboradores (1981) purificaron dos proteinas de pequefio tamafio con caracter
catiénico y anfipético, aisladas de la hemolinfa de H. cecropia y responsables de dicha actividad,
denominadas cecropinas. Durante esa década se descubrieron diversas proteinas pequefias con
actividad antibacteriana, pero fue en 1987 cuando Zasloff asenté el término de péptidos
antimicrobianos con el descubrimiento de las magaininas, dos péptidos de 23 aminoacidos con
actividad antibacteriana de amplio espectro, aislados de la piel de la rana Xenopus laevis (Zasloff,
1987).

5.1 Caracteristicas de los AMPs

Los AMPs son péptidos de pequefio tamafio (entre 15y 150 aminoacidos) con actividad
de amplio espectro antibacteriana, antivirica, antifngica y antitumoral que poseen una serie de
caracteristicas comunes (Lazzaro et al., 2020). La mayoria de AMPs presentan cargas positivas
que van desde +2 a +9, lo que les permiten interaccionar electroestaticamente con las cargas
negativas de las membranas de diversos microrganismos y de las células tumorales (Liscano et
al., 2020; Tornesello et al., 2020) y se expresan de manera constitutiva o inducible por diferentes

tipos celulares, dependiendo del organismo y del tejido infectado (Téllez y Castafio, 2010). La
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hidrofobicidad es otra caracteristica clave de los AMPs que se define como el porcentaje de
residuos hidrofébicos e hidrofilicos presentes en la secuencia peptidica. Esta hidrofobicidad
determinara su solubilidad en agua y su capacidad para permeabilizar la membrana celular
(Kumar et al., 2018; Lazzaro et al., 2020). Por ultimo, es comlin a todos los AMPs la
anfipaticidad, que se mide por el momento hidrofébico y se refiere a la abundancia relativa de
residuos hidrofébicos e hidrofilicos. En conjunto, estas caracteristicas facilitan las interacciones
electrostaticas e hidrofébicas del péptido con las cabezas anionicas y la cadena hidrofébica de los
fosfolipidos de las membranas (Kumar et al., 2018; Liscano et al., 2020).

Se dispone de diversas bases de datos de péptidos antimicrobianos que contienen
informacién acerca de diferentes tipos de AMPs en mas de 3000 organismos y constituyen
herramientas de gran utilidad (Ramazi et al., 2022). En la Tabla 1 se recogen las principales bases
de datos, clasificadas en dos categorias: bases de datos generales que contienen secuencias de
AMPs de cualquier tipo; bases de datos especializadas, creadas a partir de caracteristicas

especificas como origen, organismo, estructura, etc.

Tabla 1. Bases de datos de AMPs generales y especializadas. Adaptada de Ramazi et al. (2022).

Bases de datos generales

Base de datos Clases de AMPs Tamario Tipo de AMP Afio

26 clases principales de actividad funcional en
dbAMP 3044 organismos
Antibacteriano, antiflngico, antivirico y

~26 440 Natural y sintético 2022

DBAASP antitumoral en 7 organismos y células ~15 700 Natural, sintético y patentado 2021
cancerosas y de mamiferos
LAMP ?uﬁlceil(s)ﬁzll;l.;ncmnales principales y 38 actividades ~ 23250 Natural, sintético y patentado 2020
Antimicrobiano, antifingico, antivirico, _ Natural, sintético, patentado y
Dl antitumoral, antiprotozoos e insectida 2zt farmacos AMP en desarrollo O
dbAMP 26 clases funcionales en 3044 organismos ~26 440 Natural y sintético 2018
InverPep Péptidos antimicrobianos de invertebrados ~770 Natural 2017
. . o L ~8160 secuencias  Natural
CAMP Antibacteriano, antifingico y/o antivirico 757 estructuras Predicho y patentado 2016
Compuestos antimicrobianos (farmacos, N
MEGARes biocidas, metales, etc.) 8000 Natural 2016
ADAM Archaea, bacterias, plantas y animales ~7000 Natural 2015
APD Antibacteriano ~1230 Natural y patentado 2008
Defensins . R
Knowledgebase Defensinas, antimicrobiano ~360 Natural 2007
Bases de datos especializadas
Base de datos Clase de AMPs Tamafio Tipo de AMP Afio
BaAMPs Péptidos anti-biofilm ~237 BaAMPs naturales 2015
CancerPPD Péptidos anticancerigenos ~3490 ACPs naturales y predichos 2015
ParaPep Péptidos antiparasiticos ~860 APPs naturales y predichos 2014
YADAMP Péptidos antibacterianos ~2525 ABPs naturales y predichos 2012
DADP Péptidos de anfibios ~2570 Péptidos naturales 2012
g Tiopéptidos naturales 'y
THIOBASE Tiopeptidos naturales ~100 predichos 2012
BACTIBASE Bacteriocinas ~177 ABPs naturales y predichos
2010
Cybase Cyclétidos ~1270 AMPs naturales y predichos 2008
Defensins
Knowledgebase Defensinas =) ALl el 2007
Peptaibol database Peptaiboles ~317 AMPs naturales 2004
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5.2 Clasificacion de los AMPs

Los AMPs constituyen un grupo muy heterogéneo por su diversidad en cuanto a
estructura primaria y secundaria, caracteristicas fisicoguimicas, actividad biolégica, mecanismo
de accién y regulacién de su expresion genica. Por ello, se suelen clasificar atendiendo a los

siguientes criterios: origen, estructura, mecanismo de accion y actividad bioldgica (Figura 12).

5.2.1 Clasificacion de los AMPs segun su origen

Atendiendo al origen, los AMPs mas estudiados provienen de microorganismos, plantas,
insectos y animales vertebrados (Tabla 2).

En bacterias y hongos la produccién de AMPs no tiene una finalidad de proteccion frente
a infecciones, sino como una estrategia de supervivencia para eliminar a otros microorganismos
con los que compiten por nutrientes en un mismo nicho (Jenssen et al., 2006). Los AMPs
bacterianos se conocen también como bacteriocinas y constituyen una familia heterogénea con
una potente actividad antimicrobiana. Entre las méas conocidas se encuentran la Nisina y la
Gramicidina de Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, y Bacillus brevis (Cao et al., 2018).

Los péptidos bioactivos son componentes esenciales de los mecanismos de defensa de las
plantas y no solo exhiben actividades microcidas, sino que también estan implicados en
sefializacion celular (Salas et al., 2015). Se han aislado de raices, tallos, hojas, semillas y flores.
Se han descrito 10 familias de AMPs de plantas, siendo las mejor estudiadas las defensinas,
tioninas y snhakinas (Moretta et al., 2021).

En insectos, los AMPs se sintetizan en los cuerpos grasos y en la hemolinfa, y
desempefian una importante funcion en la proteccién frente a ataques microbianos (Vilcinskas,
2013). Se han aislado méas de 200 AMPs procedentes de insectos gque, en base a sus secuencias
aminoacidicas y actividades antimicrobianas, se dividen en varios grupos: cecropinas, defensinas,
péptidos ricos en prolina y ricos en glicina (Manniello et al., 2021).

Entre los animales vertebrados, los anfibios, particularmente las ranas, son una importante
fuente de AMPs secretados por las glandulas cutaneas. El paradigma de los AMPs en estos
organismos es la magainina, activa contra levaduras, hongos, bacterias y virus (Borah et al., 2020)
y algunos de los mejor caracterizados son esculentinas, nigrocinas, brevininas y temporinas
(Patocka et al., 2019).

Por otra parte, catelicidinas y defensinas son los principales AMPs encontrados en
mamiferos y se producen en los lugares constantemente expuestos a microbios, como son la piel
y mucosas. Algunos AMPs de mamiferos tienen una funcién adicional relevante en la activacién
de la inmunidad innata (Moretta et al., 2021). La catelicidina LL-37 es el Gnico AMP que se
produce en humanos, mientras que se han identificados seis a-defensinas y mas de 30 genes que

codifican B-defensinas en el genoma humano (Xu y Lu, 2020).
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Figura 12. Clasificacion de AMPs. Adaptada de Huan et al., (2020).
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Tabla 2. AMPs naturales de diferentes origenes. Tomada de Koehbach y Craik (2019)

Clase Fuente Eggzﬂf ﬁfé:\é;lgg Estudios
AMPs procedentes de microorganismos
Bacteriocina Bacterias Bacillus spp. Mersacidina Antibacteriana In vivo
Bacteriocina Bacterias Lactobacillus gasseri Lactocillina Antibacteriana In vitro
Bacteriocina Bacterias Lactococcus lactis Nisina Antibacteriana Uso clinico
Bacteriocina Bacterias Bacillus subtilis Ericina Antibacteriana In vitro
Defensina Hongos Penicillium chrysogenum PAF Antifingica In vivo
Defensina Hongos Aspergillus giganteus AFP Antifungica In vitro
AMPs procedentes de plantas
Defensina Phaseolus vulgaris PvD1 Antifingica In vitro
Defensina Persea americana PaDef Antibacteriana In vitro
Tionina Triticum aestivum al-purothionina Antibacteriana In vitro
Snakina Ziziphus jujuba Snakina-Z Antifungica In vitro
AMPs procedentes de insectos
Cecropina Hyalophora cecropia CecA Antibacteriana In vitro
Cecropina Spodoptera litura Spodopsina la Antibacteriana En estudio
Defensina Drosophila melanogaster Drosomicina Antifingica In vitro
AMPs ricos en prolina  Apis mellifera Abaecina Antibacteriana In vitro
Atacina Hyphantria cunea Atacina-B Antibacteriana In vitro
AMPs ricos en glicina  Drosophila melanogaster Diptericina Antibacteriana In vitro
AMPs procedentes de animales
Catelicidina Bovina BMAP-28 Antibacteriana In vivo
Brevinina Rana boylii Brevinina-1BYa Antifingica In vivo
Catelicidina Porcina Protegrina-1 Antibacteriana In vitro

AMPs procedentes de humanos

Catelicidina Granulocitos humanos hCAP18/LL-37
Defensina Monocitos humanos hBD, hBD2, hBD3
Histatina Saliva humana Histatina-1

Antibacteriana
Antibacteriana

Antibacteriana
Antiflngica

Ensayo clinico
In vivo
Uso clinico

50



Introduccién

5.2.2 Clasificaciéon de los AMPs segun su estructura

En funcién de la estructura secundaria que adoptan los AMPs, se clasifican en cuatro
clases: a-helicoidal lineal, hoja-B, conformacion af3 (con estructuras a-helice y hoja-p), péptidos
“extendidos” lineales (sin a-hélices ni hojas ) y péptidos ciclicos (Figura 13) (Koehbach 'y Craik,
2019). En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas fundamentales de algunos de los AMPs mas

representativos de las 5 clases estructurales principales de AMPs.

¢ ¢-Helicoidal lineal

Los péptidos lineales a-helicoidales son la clase més estudiada. Por la distribucion de los
aminoacidos apolares y polares que presentan, suelen poseer una alta hidrofobicidad. Adoptan
conformaciones aleatorias en soluciones acuosas y adquieren su conformacion helicoidal al
interactuar con las membranas. Esta clase comprende las magaininas, las cecropinas, la LL-37,
las temporinas y la melitina, entre otros.

Los AMPs a-helicoidales suelen ser ricos en lisina y arginina y poseen amplio espectro
microcida, siendo activos contra bacterias Gram + y Gram -, hongos y protozoos. Algunos
también poseen gran actividad hemolitica (Auvynet y Rosenstein, 2009).

En insectos, este tipo de AMPs se producen en el cuerpo graso, un érgano de funcion
equivalente al higado de los mamiferos, y seguidamente son secretados a la hemolinfa. En
vertebrados, se localizan en la piel de los anfibios, las secreciones, la mucosa gastrica, en el
epitelio intestinal y en algunas células pertenecientes al sistema inmunitario (Auvynet y
Rosenstein, 2009).

e Hoja-p
Los péptidos con hojas-p contienen de tres a cinco residuos de cisteina que les permite
estabilizar su conformacion formando puentes disulfuro. Generalmente exhiben un caréacter
anfipatico, con los dominios polares y apolares distribuidos en las diferentes hojas. Estos AMPs
poseen una estructura muy estable que no se ve alterada en su interaccion con la membrana
fosfolipidica de las células (Blyukkiraz y Kesmen, 2022).
Este es el segundo grupo de AMPs mas abundantes y en él se incluyen péptidos como la

taquiplesina, las protegerinas y la familia de las defensinas (Tornesello et al., 2020).

e Conformacion aff
También se conocen AMPs con conformacion mixta de o-hélices y hojas-p en su
estructura que esta estabilizada por 3 0 4 puentes disulfuro. Poseen una estructura anfipatica en la
que los residuos cargados positivamente se encuentran localizados en la a-hélice, mientras que la

hoja-p contiene los residuos aminoacidicos hidrofébicos (Buyikkiraz y Kesmen, 2022).
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Un ejemplo de AMPs de este tipo son las p-defensinas humanas. Concretamente, a la
hBD-3 se le atribuye una actividad antibacteriana mayor que a las otras dos defensinas (hBD-1y
hBD-2), gracias a su estructura dimérica y a una mayor densidad de carga en la superficie de la
proteina (Wang., 2014).

o “Extendidos” lineales (no af)
Los péptidos extendidos, como las histatinas y la indolidicina, no presentan ninguna de
las tres conformaciones anteriores, son generalmente lineales y suelen ser ricos en triptdfano,

prolinay glicina (Koehbach y Craik., 2019).

¢ Ciclicos
Por ultimo, en la clase de los péptidos ciclicos encontramos principalmente algunas
bacteriocinas que adquieren su conformacion uniendo los aminoécidos en posicion N-terminal y
C-terminal, estabilizando las estructuras a través de enlaces tioéter y disulfuro (Bin Hafeez et al.,
2021).

Helice-a Hoja-p Conformacion off Conformacion Péptido ciclico
extendida

Figura 13. Estructura de los AMPs. Hélices-a representadas en naranja, hojas-p representadas en verde y
versiones extendidas y giros representadas en gris. Adaptada de Koehbach y Craik, (2019).
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Tabla 3. Péptidos representativos de las 5 clases estructurales principales de AMPs. Tomada de Koehbach y
Craik (2019).

Tamario Carga

Péptido (origen) Comentarios

(N°AA)  neta

Péptidos a-helicoidales lineales

LL-37 (humano) 37 +6 Prototipo de catelicina humana, HDP

Magainina-2 (anfibio) 23 +3 Prototipo de AMP a-helicaoidal

Peptidos ‘extendidos’ lineales

Indolicidina (bovina) 13 +4 Rica en Trp, estructura unida a micelas de DPC y SDS

Drosocina (Drosophila) 19 +5 Rico en Pro/Ser/Thr, o-glicosilado, fragmento de drosocina unido
a DnaK

Pirrocoricina (insecto) 20 +3 Rico en Pro, Thr, o-glicosilado, no estructurado, con vueltas

PR-39 (porcina) 39 +10 Rico en Proy Arg, adopta hélice PP-II

Péptidos hoja-p

Protegrina-1 (porcina) 18 +7 Péptido con 2 hojas-B estabilizadas por 2 puentes disulfuro

HD-5 dimero (humano) 64 +8 Dimero de defensina Co-Simétrico

Ratusina (roedores) 62 +16 Dimero de defensina Co-Simétrico

Péptidos con elementos estructurales a-hélice y hoja-p

Phormicina (insecto) 40 +3 Prototipo CSaf de defensina de insectos

HBD-1 (humano) 36 +4 f3-defensina 1 humana

Péptidos ciclicos y otras topologias complejas

Bacteriocina AS-48 (bacteria) 70 +6 Péptido con 5 a-hélices con esqueleto ciclico, sin otras caracteristicas
comunes aotros AMPs

Kalata B1 (planta) 29 0 Prototipo ciclido con motivo nodal de cisteinas ICK

RTD-1 (mamifero) 18 +5 Tres enlaces disulfuro organizados en una estructura en escalera

Subtilosina A (bacteria) 35 =i Sactibiotico ciclico con 3 puentes azufre-a-carbono

Microcina J25 (bacteria) 21 =i Péptido con cadena ciclica cabeza-cadena lateral enroscado por la
cola C-terminal

Nisina-A (bacteria) 34 +3 Lantibidtico altamente modificado post-traduccionalmente

Sublancina 168f (bacteria) 37 +3 Péptido con residuo S-Glycosylado via cisteina

5.2.3 Clasificacion de AMPs segin su mecanismo de accion

Los mecanismos de accion de los AMPs se pueden dividir en dos clases principales, los
AMPs gque directamente destruyen las células y los AMPs que modulan la inmunidad mediante
sefializacién proinflamatoria y antiinflamatoria o en procesos de cicatrizacion. A su vez, los
AMPs que destruyen las células pueden ser membranoliticos 0 no membranoliticos (Kumar et al.,
2018).

Los AMPs cationicos membranoliticos interaccionan inicialmente con la superficie de las
membranas de las células cargadas negativamente a través de interacciones electrostaticas. Las
interacciones hidrofébicas posteriores entre el dominio anfipatico y los fosfolipidos de membrana
provocan la formacion de poros.

La selectividad preferencial de los AMPs por las membranas bacterianas frente a las de

las células eucariotas se debe a su mayor carga negativa, por la presencia de fosfolipidos cargados
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negativamente (como cardiolipina y fostatidilglicerol), LPS, LTA, etc. Las membranas de células
eucariotas, por el contrario, se caracterizan por tener una mayor cantidad de lipidos zwitterionicos
0 neutros, como colesterol en animales y ergosterol en el caso de los hongos (Malanovic y Lohner,
2016).

Actualmente se proponen tres mecanismos de accion mediante los cuales los AMPs son
capaces de desestabilizar y permeabilizar la membrana de las células: el modelo de barril, el

modelo de alfombra y el modelo de poro toroidal (Boparai y Sharma, 2020).

e Modelo de barril
El modelo de barril (Figura 14A) se caracteriza por la acumulacion de monémeros de
péptido en la superficie de la célula, los cuales se van agregando y fuerzan la exposicién de la
parte hidrofébica del péptido a la parte hidrofébica de la membrana. De este modo, generando
cambios conformacionales, se va formando un poro con forma de barril en la membrana de la
célula. Finalmente, estos poros provocan muerte celular debido a la pérdida del equilibrio
osmotico y del potencial de membrana. Este mecanismo parece ser el mas compatible con

péptidos altamente hidr6fobos (Kumar et al., 2018; Tornesello et al., 2020).

e Modelo de alfombra
En el modelo de alfombra (Figura 14B) los AMPs permanecen paralelos a la superficie
celular sin insertarse en la bicapa lipidica, hasta alcanzar una densidad umbral en la que la
concentracion de péptido se vuelve critica y provoca un aumento en la fluidez de la membrana.
Esta se curva formando micelas que finalmente destruyen la bicapa lipidica y provocan la muerte
celular por pérdida del contenido citoplasmatico (Kumar et al., 2018; Tornesello et al., 2020).
Algunos ejemplos de péptidos antimicrobianos con este tipo de mecanismo son las cecropinas, la

dermaseptina y algunas magaininas (Teixeira et al., 2012).

o Modelo de poro toroidal

En el modelo de poro toroidal (Figura 14C) los péptidos permanecen dispuestos de forma
paralela a la membrana e inactivos a bajas concentraciones. Al alcanzar una concentracién limite
se disponen de forma perpendicular a la membrana, forzando a la bicapa a plegarse sobre si misma
formando un poro, pero conservando la integridad de esta. La constitucion de un poro toroidal
implica que los residuos polares de los péptidos se asocien con las cabezas de los grupos lipidicos,
y debido a esto, la membrana se curva permitiendo conectar las dos partes de esta, la externay la
citoplasmica. Con ello se crea una tension elastica desfavorable que puede provocar la
desintegracion del poro, mecanismo mediante el cual algunos péptidos se translocan penetrando
en el interior de la célula y actuando sobre dianas intracelulares (Kumar et al., 2018; Tornesello
et al., 2020).
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El modelo de poro toroidal se diferencia del modelo de barril en la composicion del canal
que en el poro toroidal es mixto y esta formado por lipidos de membrana y péptidos, mientras que

en el poro del modelo de barril esta formado Unicamente por péptidos (Téllez y Castafio, 2010).
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Figura 14. Mecanismos de accion de los AMPs membranoliticos. La membrana lipidica esta representada en
azul (cabezas polares de los lipidos) y amarillo (colas alifaticas apolares de los lipidos). Las regiones hidrofobicas
e hidrofilicas de los AMPs estan representadas en verde y morado respectivamente. A) Modelo de barril B) Modelo
de alfombra C) Modelo de poro toroidal. Adaptada de Bin Hafeez et al. (2021).

Por otra parte, los AMPs con mecanismos de accién no membranoliticos ejercen su
actividad antimicrobiana sin afectar a la estabilidad de la membrana. Estos AMPs penetran
directamente en las células e interfieren con actividades celulares esenciales, como la replicacion
del ADN, la transcripcion, la traduccion, el plegamiento de proteinas y la division celular.
Algunos ejemplos de péptidos con este mecanismo de accion son las buforinas, la indolicidina, la
defensina humana a5 y algunos AMPs ricos en residuos de prolina derivados de insectos (Bin
Hafeez et al., 2021).

En la Tabla 4 se muestran algunos AMPs representativos de los distintos mecanismos.
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Tabla 4. AMPs representativos de los distintos mecanismos de accion y sus dianas. Tomada de Koehbach y Craik

(2019).

Péptido

Mecanismo/diana

Péptidos a-helicoidales lineales

LL-37 a-hélice
Magainina-2 a-hélice
Buforina a-hélice

Permeabilizacion de la membrana via poro toroidal, diversas actividades
inmunomoduladoras y de defensa

Permeabilizacién de la membrana via poro toroidal

Uni6n e inhibicion de ARN y ADN

Peptidos ‘extendidos’ lineales

Drosocina Ricaen Pro  Inhibiciéon de la traduccion de proteinas via union a la subunidad
ribosémica 50S o 70S

Pirrocoricina Ricaen Pro  Unién e inhibicién de la chaperona bacteriana DnaK

Péptidos hoja-p

Taquiplesina Hoja-f Unidn e inhibicién del ADN

HNP-1 a-defensina  Inhibicién de la biosintesis de la pared celular via unién a lipido Il

Péptidos con elementos estructurales a-hélice y hoja-p

Plectasina Defensina  Inhibicion de la biosintesis de la pared celular via unién a lipido 11
(hongos)

NaD-1 Defensina  ynign al 4cido fosfatidico y permeabilizacion de la membrana via
(plantas) estructuras semejantes al modelo de alfombra

Péptidos ciclicos y otras topologias complejas

Nisina-A Lantibiotico  Inhibicién de la biosintesis de la pared celular via unién a lipido I1

Microcina J25 Péptido lasso  Inhibicion de la ARN polimerasa, membranolitico

Kalata B1 Ciclétido Union a lipidos fosfatidiletanolamina

5.2.4 Clasificacion de AMPs segln su actividad biolédgica

Los AMPs no poseen unicamente la capacidad antimicrobiana de la inmunidad innata. En

animales vertebrados acttian también en la inmunidad adaptativa con funciones moduladoras en

quimiotactismo, sefializacion en procesos inflamatorios y cicatrizacion de heridas. Ademas,

algunos AMPs exhiben actividad antitumoral. En la Figura 15 se muestran los porcentajes de

AMPs descritos con distintos tipos de actividades biol6gicas (Jhong et al., 2022).
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Figura 15. Actividades bioldgicas de los AMPs.
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e Actividad antimicrobiana

Como se ha mencionado anteriormente, los AMPs poseen actividad antibacteriana (tanto
en Gram+ como en Gram-), antivirica, antifungica y antiparasitaria (Kumar et al., 2018;
Tornesello et al., 2020).

Los AMPs antibacterianos ejercen su actividad alterando la permeabilidad de la
membrana perfordndola o penetrando en el interior de ella para llevar a cabo acciones
intracelulares. Los AMPs catidnicos tienen una afinidad mayor por patégenos bacterianos debido
a la presencia de componentes anidnicos particulares en las membranas bacterianas, tales como
el LPS de las bacterias Gram- y el LTA de las Gram+.

La rapidez con la que los AMPs destruyen las bacterias y sus efectos genéricos a nivel de
membrana e intracelulares, no dirigidos a moléculas o rutas especificas, previenen el desarrollo
de resistencia a AMPs por parte de las bacterias. Por esta razén, los AMPs son moléculas
especialmente atractivas para su aplicacién, solos o en combinacion con otros agentes, en el
manejo de la resistencia bacteriana.

De acuerdo con el mecanismo de sintesis de las bacteriocinas se clasifican en dos grupos:
péptidos sintetizados por ribosomas, activos contra un reducido nimero de bacterias y hongos; y
péptidos de sintesis no ribosomal con una amplia actividad antibacteriana (Zhang et al., 2021).

Entre las bacteriocinas mas usadas destacan la Nisina (producida por Lactococcus lactis),
la Gramicidina (producida por Bacillus brevis) y la Daptomicina (producida por Streptomyces
roseosporus), la tltima de cuales con la particularidad de ser aniénica (Moretta et al., 2021).

Se ha propuesto que la actividad antivirica de los AMPs tiene lugar durante la adsorcion
viral y el proceso de entrada, como resultado de una interaccion entre el péptido y la envoltura
virica. No se ha establecido una relacion directa entre la estructura secundaria del péptido y la
actividad antivirica de los AMPs. Por ejemplo, algunos péptidos con estructura hélice-a, como
las cecropinas o las catelicidinas, carecen de efecto sobre el virus herpes simplex (VHS), mientras
que las magaininas y los péptidos con estructura de hojas B, como las defensinas y las
protegerinas, si poseen una fuerte actividad contra dicho virus (Wang et al., 2016).

El nimero de AMPs con actividad antifingica identificados es cada vez mayor. Entre los
mecanismos de accidn antiflngica descritos hasta el momento se encuentran la lisis celular y la
inhibicion de la sintesis de pared celular. Muchos de los péptidos con actividad antifingica poseen
aminoacidos polares y neutros, lo cual sugiere una relacion entre la actividad y la estructura. Sin
embargo, en algunos estudios se ha observado actividad antifungica en péptidos muy variables en
cuanto a estructura y secuencia aminoacidica (Wang et al., 2016).

La actividad de los AMPs antiparasitarios parece depender de caracteristicas peptidicas
distintas a las requeridas para las actividades antibacterianas, antifungicas o antiviricas, aunque
los modos de accion si que muestran cierto paralelismo (revisado en Huan et al., 2020). La

magainina 2 fue uno de los primeros AMPs en mostrar actividad antiparasitaria, provocando la
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lisis osmotica del paramecio Paramecium caudatum. La catelicidina porcina PMAP-23 actla
contra huevos de Caenorhabditis elegans, mediante la formacidn de poros y la interaccion directa
con la bicapa lipidica. En péptidos analogos de defensinas del mejillon, se ha observado actividad

contra Leishmania brucei y Trypanosoma sp.

e Actividad quimiotactica

Los péptidos antimicrobianos favorecen indirectamente la quimiotaxis mediante la
induccién y el aumento de la secrecion de quimioquinas. Las familias de las defensinas y las
catelicidinas son las mas importantes en cuanto a actividad quimiotactica. Las o y B defensinas
atraen neutrdfilos, linfocitos B y macréfagos, y promueven la activacion y desgranulacion de
mastocitos, que a su vez reclutan a mas neutrofilos y activan la transcripcion de interleuquinas
(Auvynet y Rosenstein, 2009). La catelicidina humana LL-37, recluta monocitos, neutréfilos,
mastocitos y linfocitos T CD4 y su actividad quimitéctica esta mediada por el receptor acoplado
a proteinas G FRPL1 (Formyl Peptide Receptor) (Wang, 2014).

e Actividad proinflamatoria y antiinflamatoria
La actividad de algunos AMPs es principalmente proinflamatoria, aunque en
determinados contextos, pueden inducir un efecto antiinflamatorio promoviendo la secrecion de
citoquinas antiinflamatorias. Tanto las defensinas como las catelicidinas presentan actividad
antiinflamatoria, induciendo la liberacion de IL-10 en el sitio de la inflamacion y suprimiendo las
respuestas de la via de sefalizacion de los TLR, disminuyendo la expresion de TNFa y evitando

el choque séptico (Téllez y Castafio, 2010).

e Actividad cicatrizante

Algunos AMPs, o fragmentos de estos con actividad inmunomoduladora, actian sobre el
proceso de cicatrizacion de heridas, ya que inducen la expresion de interleuquinas, estimulan la
proliferacion de queratinocitos, inhiben la actividad oxidasa de los neutréfilos y promueven la
formacion de moléculas de la matriz extracelular responsables del proceso cicatrizacién, como
sindecanos, proteoglucanos y heparansulfato (Téllez y Castafio, 2010).

La regeneracion de un tejido lesionado implica la liberacion de factores de crecimiento
que promuevan la migraciéon y proliferacion de fibroblastos, los cuales segregardn matriz
extracelular para que se puedan depositar las nuevas células epiteliales. Estos factores de
crecimiento junto con la IL-1 inducen la secrecion en los queratinocitos de LL-37, hBD-3 y otros
AMPs. Las actividades y funciones de los péptidos antimicrobianos secretados son
complementarias y ayudan a regular la homeostasis en los tejidos, a través de bucles de regulacion

complejos que responden a distintas vias de sefializacion (Moretta et al., 2021).
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e Actividad antitumoral

Algunos de los AMPs mencionados anteriormente, como las cecropinas, las magaininas,
la melitina y la buforina, también poseen actividad antitumoral (revisado en Felicio et al., 2017).
La forma en la que los AMPs interaccionan con las células tumorales es similar a la de las
membranas bacterianas ya que, a diferencia de las células sanas, las células tumorales presentan
en la cara externa de la membrana moléculas anionicas como la fosfatidilserina (PS), el heparan
sulfato, mucinas, glicolipidos y glicoproteinas y una mayor proporcion de proteinas asociadas a
la membrana que les proporcionan una carga neta negativa y las hace susceptibles a los AMPs
cationicos (Felicio et al., 2017; Liscano et al., 2020). Otras de las caracteristicas que diferencian
la superficie de las células sanas y las tumorales son que las segundas presentan un menor
contenido de colesterol y un mayor nimero de filopodios y microvellosidades. Estas
microvellosidades aumentan la superficie de la membrana y el area de interaccion y, como
consecuencia, mejoran la atraccion de los AMPs por las células tumorales (Tornesello et al.,
2020).

Ademas de las actividades liticas observadas en AMPs antitumorales, tanto en la
membrana celular (necrosis) como en la membrana mitocondrial (apoptosis), algunos también
presentan actividades no membranoliticas después de interaccionar con las membranas, ya sea
reclutando células del sistema inmune o dirigidas a proteinas celulares esenciales, por ejemplo,
inhibiendo la angiogénesis (Felicio et al., 2017). Otros AMPs también tienen capacidad de
penetrar en las células, bien de manera directa con el modelo de alfombra o de poro toroidal
explicados en el apartado anterior (Figura 14B y C), o bien de manera indirecta mediante
endocitosis (Norouzi et al., 2022). Por Gltimo, un tercer tipo de interaccién de los AMPs con las
células la presentan los péptidos dirigidos a tumores que se unen a receptores de superficie de
celulas tumorales para llevar a cabo su internalizacion (Norouzi et al., 2022; Vale et al., 2020).

Los aminoacidos mas abundantes en péptidos dirigidos a tumores son cisteina, arginina,
glicina, leucinay serina, siendo generalmente la cisteina el que mas contribuye a su composicion.
Ademas, estos péptidos tienen algunos motivos comunes como los RGD y NGR, los cuales son
ligandos para las integrinas avp3 y avp5 y la aminopeptidasa N, sobreexpresadas en células
tumorales metastasicas y células endoteliales, respectivamente (Norouzi et al., 2022; Vale et al.,
2020).

5.3 Aplicaciones terapéuticas basadas en AMPs y potencial clinico

Debido a las numerosas ventajas que ofrecen los AMPs, entre las que se encuentran su
alta eficacia, el amplio espectro de accidn, la baja citotoxicidad y la escasa acumulacion en los
tejidos, existen diversas terapias basadas en AMPs que se encuentran en el mercado, como la
daptomicina que tiene como diana las bacterias Gram+, o0 en estudios clinicos y preclinicos, como

MX-226 y HB-107 entre otros muchos, para el tratamiento de infecciones dermatoldgicas y
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cicatrizacion de heridas (Boparai y Sharma, 2020). Dado que poseen un mecanismo de accion
diferente a los antibidticos convencionales, los AMPs se convierten en buenos candidatos para
contrarrestar el desarrollo de resistencias por parte de los patdgenos. Ademas, pueden tener un
efecto sinérgico cuando se administran junto con antibidticos de uso comun (Kang et al., 2017).

El reciente desarrollo de nuevos agentes terapéuticos dirigidos a vias moleculares
especificas involucradas en la iniciacion y la progresion del cancer ha puesto a los AMPs en el
foco del disefio de nuevas estrategias para el tratamiento del cancer, debido a su eficacia y
selectividad contra las células tumorales a bajas concentraciones (Boparai y Sharma, 2020). Los
péptidos antimicrobianos bombinina H2 y temporina A han demostrado caracteristicas
antineopléasicas en estudios preclinicos para el tratamiento del cancer de pulmoén (Swithenbank et
al., 2020). Muchos estudios sugieren que los AMPs pueden mostrar propiedades
quimiosensibilizantes y que, por lo tanto, el uso de AMPs combinados con terapias
convencionales, como la radioterapia y la quimioterapia, puede aumentar la eficacia de estas,
siendo necesaria para el tratamiento una menor concentracién y mejorando asi la calidad de vida
de los pacientes (Jafari et al., 2022).

Sin embargo, existen algunas limitaciones para el uso clinico de los AMPs como la poca
estabilidad fisicoquimica, la susceptibilidad a la degradacion proteolitica y una vida media corta
en circulacion por el torrente sanguineo. Para aumentar la biodisponibilidad y la estabilidad de
los farmacos basados en AMPs, se estan desarrollando formulaciones con distintos materiales
como polimeros, nanoparticulas, liposomas e hidrogeles, entre otros (Wang et al., 2021a). La
conjugacion de AMPs con polimeros ofrece la oportunidad de mejorar la utilidad terapéutica de
estos, ya que se pueden disefiar de manera que se optimice la tasa de liberacion y se modulen las
respuestas inmunitarias del huésped (Cui et al., 2021).

En la actualidad hay algunos AMPs en distintas fases de ensayos clinicos, como la
Bacitracina, Pexiganan, Omiganan, LL-37, LTX-109 y Brilacidina (Moretta et al., 2021). En la

Tabla 5 se encuentra un listado de AMPs naturales empleados en clinica.

Tabla 5. AMPs naturales de uso clinico. Tomada de Moretta et al. (2021)

Péptido Origen Mecanismo de accién  Indicaciones
Nisina Bacteria Despolarizacion de la Infecciones bacterianas
(Lactococcus lactis) membrana
Gramicidina Bacteria Despolarizacion de la Conjuntivitis bacteriana
(Brevibacillus brevis) membrana/Lisis
Melitina Insecto Disrrupcion de la Aplicaciones antiinflamatorias
(Apis mellifera) membrana
Daptomicina Bacteria Despolarizacion de la Infecciones de la piel
(Streptomyces roseosporus) ~ membrana/Lisis
Lactoferricina Mamiferos Despolarizacion de la Aplicaciones antiinflamatorias
membrana
Histatina Humanos Inhibicién de la Infecciones viricas
respiracion
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6. Actividad antimicrobiana y antiproliferativa del péptido TcPaSK

En trabajos previos del grupo de investigacion, estudiando la respuesta inmune del insecto
coledptero Tribolium castaneum tras intoxicacion con la toxina Cry3Aa de Bacillus thuringiensis,
se identificd un fragmento peptidico de la defensina 3 de este insecto (TcPaSK) con actividad
antimicrobiana contra la bacteria Staphylococcus aureus (Robles-Fort et al., 2021).

En la Tabla 6 se muestra la secuencia de los 31 aminoacidos del péptido TcPaSK vy las
predicciones teoricas de las propiedades fisicoquimicas y estructurales del mismo. La estructura
primaria del péptido comparte similitud con secuencias de AMPs de estructura of3, conteniendo
los motivos tipicos de estos péptidos, confirmados en la prediccion de estructura secundaria de la
molécula: secuencia N-terminal, seguida de una secuencia a-hélice y dos hebras 3 antiparalelas

estabilizadas por puentes disulfuro entre cisteinas (Figura 16).

Tabla 6. Predicciones tedricas de los parametros fisicoquimicos del péptido TcPaSK. Tomada de Robles-Fort
etal. (2021).

TcPaSK
KVNHAACAAHCLLKRKRGGYCNKRRICVCRN
Secuencia . . . . .
31 residuos: residuos hidrofobicos en rojo; G en
azul; residuos cargados positivamente en magenta
MW (Daltons) 3543.30
Carga neta (pH=7) +9
Punto isoeléctrico (PI) 10,6
Ratio Hidrofébico (HR) 45%
Hidrofobicidad (H) 0,225
GRAVY -0,545
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A % % Protein UniProtkB
Length Identity Coverage E-value name ID Model
TcPaSK --=---=---- kvnhaacaahcllkrkrggycnkrricvern 31

211d:A ATCDLLSGTGVKHSACAAHCLLRGNRGGYCNGRAICVCRN 40 767 968 56x10' Lucifensin  P18313 (SAPE_SARPE) NMR
114v:A ATCDLLSGTGINHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKAVCVCRN 40 700 968 56x10% Sapecin  P864T1 (LUCFE_LUCSE) NMR
lica:A ATCDLLSGTGINHSACARHCLLRGNRGGYCNGKGVCVCRN 40 70.0 968  3.6x10™ Phormicin  P18313 (SAPE_SARPE) NMR

2nz3:A ATCDLASIFNVNHALCAAHCIARRYRGGYCNSKAVCVCRN 40 677 1000 1.3x10° Defensin Q17027 (DEFI_ANOGA) NMR
(mut. DEF-AcAA)

--------- e e
1234567890123456789012345678901234567890
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Residue colours: red = helix, blue =strand, green = turn, black = coll
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Figura 16. Estructura del péptido TcPaSK. (A) Alineamiento FASTA por homologia de secuencia de AMPs
tipo afd con el péptido TcPaSK. (B) Representacion esquematica de la estructura secundaria del péptido. La hélice
o esta representada por una cinta espiral morada y las hebras  por flechas moradas. Se indican los diferentes
motivos estructurales, incluida una horquilla  (representada por D) y un motivo CHS. Los puentes disulfuro se
representan como lineas de conexion amarillas. (C) Prediccidn de la estructura 3D del péptido, utilizando como
modelo molecular la cadena A de Lucifensina (codigo PDB 2LLD). Detalles en Robles-Fort et al. (2021).

El péptido TcPaSK muestra actividad antibacteriana contra S. aureus en un rango de MIC
de 16 a 32 ug/mL, y a una concentracion de 25 pg/mL su actividad es un 33% mayor que la de la
defensina humana hBD-3 (Robles-Fort et al., 2021). Esta actividad actimicrobiana se correlaciona

con la capacidad del péptido para disrumpir la membrana celular bacteriana (Figura 17).
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S. aureus sin
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S. aureus
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Figura 17. Células de S. aureus tratadas con el péptido TcPaSK. (A) Imégenes de analisis SEM. Las flechas
rojas indican rupturas y protuberancias en la membrana, las flechas verdes detritos citoplasmicos y las flechas
azules ampollas y células fantasma. El circulo amarillo resalta una célula en division. (B) Imagenes de analisis
TEM. Las flechas rojas indican restos citoplasmicos y de la pared celular; las flechas verdes distorsiones celulares,
desprendimiento de membranas y adelgazamiento de peptidoglicano; las flechas azul claro indican lisis celular; las
flechas amarillas indican vacuolizacion citoplasmatica; las flechas naranjas indican inhibicién del tabique de
division; y las flechas azul oscuro indican estructuras altamente electrodensas que solo aparecen en células tratadas

con el péptido TcPaSK. Detalles en Robles-Fort et al. (2021).

En células de S. aureus uno de los efectos del péptido es la inhibicién de la division del

septo, impidiendo la division celular y en células tumorales de cancer de mama triple negativo

MDA-MB-231 también es capaz de bloquear la progresion del ciclo celular, deteniéndolo en fase

G1-S (Figura 18) (Robles-Fort et al., 2021).
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Figura 18. Actividad antiproliferativa del péptido TcPaSK contra células tumorales MDA-MB-231. A)
Control (H20). B) TcPaSK (100 pg/mL). C) Grafica del porcentaje de células observado en cada fase del ciclo
celular. Detalles en Robles-Fort et al. (2021).

El analisis protebmico mediante SWATH en células MDA-MB-231 tratadas con el
péptido TcPaSK confirmé la alteracién de los niveles de proteinas implicadas en el crecimiento
celular y la progresion tumoral. Se encontraron catorce proteinas reguladas negativamente y tres
proteinas reguladas positivamente en las células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK,
en comparacion con las células de control. Varias de las proteinas cuyos niveles estan alterados
se han correlacionado especificamente con la progresién de la enfermedad y el prondstico
adverso, como ocurre con: La-related protein 1 (LARP1) en los canceres de cuello uterino y de
pulmon de células no pequefias; density-regulated protein (DENR) en carcinoma hepatocelular,
cancer gastrico, cancer de rifién, cancer de laringe y cancer de pulmon; factor de splicing U2AF2
en cancer de prostata; proteina adenilato quinasa 2 (AK2) en adenocarcinoma pulmonar;
subunidad catalitica delta de la polimerasa de ADN (POLD1) en cancer de mama; endofilina A
en canceres de mama de tipo basal; tiorredoxina reductasa (TRXRZ1) en carcinoma hepatocelular;
matrix metalloproteinase 14 (MMP14) en cancer colorrectal; y glutation peroxidasa 1 (GPX1) en
carcinoma oral de células escamosas. En once de las proteinas cuyos niveles se redujeron tras el
tratamiento con el péptido se ha descrito que su disminucién provoca inhibicion del crecimiento
celular y/o invasién tumoral, bloqueo del ciclo celular o induccién de apoptosis. Las proteinas
ASNAL ATPasa, UROD, LARP1y TM9SF4, cuyos niveles se redujeron en células tratadas con
el péptido TcPaSK, se ha demostrado que sensibilizan a las células cancerosas a la radioterapia
y/o farmacos quimioterapéuticos convencionales cuando su expresion se encuentra disminuida
(revisado en Robles-Fort et al., 2021).
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En estudios previos de nuestro grupo de investigacion hemos demostrado que el péptido
TcPaSK, derivado del insecto coledptero 7. castaneum, posee actividad antimicrobiana frente al
patogeno humano S. aureus y actividad antiproliferativa en células MDA-MB-231 de céncer de
mama triple negativo (TNBC). Los resultados del analisis proteémico masivo de células TNBC,
tras el tratamiento con una dosis subcitotoxica de dicho péptido, permitié identificar niveles
reducidos de las proteinas ASNA1, Uroporfirindgeno descarboxilasa, LARP1 y TM9SF4, de las
que se ha descrito en la literatura que la disminucion de su expresion incrementa la sensibilidad
de diferentes tipos de células tumorales a agentes quimioterapéuticos convencionales.
Actualmente, la quimioterapia es la unica opcién de tratamiento sistémico contra TNBC y el
procedimiento clinico mas empleado en tumores NSCLC en estado metastasico. Sin embargo, la
alta toxicidad de los compuestos empleados, también para las células sanas, y la adquisicion de
resistencia por parte de las células tumorales limitan la eficacia del tratamiento y esto ha
impulsado el desarrollo de nuevos farmacos, que ellos mismos o en combinacion con los ya
existentes puedan ser eficaces para el tratamiento de este tipo de tumores metastasicos. Los
péptidos antimicrobianos han mostrado un gran potencial en este campo, ya que pueden penetrar
eficientemente en las células tumorales, lo que les permite ejercer su actividad intrinseca
anticancerigena o en sinergia con otros agentes terapéuticos.

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es caracterizar los efectos del péptido TcPaSK
sobre la viabilidad y la funcion celular en lineas celulares de cancer metastasico y explorar el
potencial del péptido para el tratamiento eficaz del cancer en terapias de combinacion con agentes
quimioterapéuticos y para su uso en formulaciones de conjugados con biopolimeros. Para ello,
planteamos los siguientes objetivos especificos:

e Caracterizacion de la actividad anticancerigena del péptido TcPaSK en lineas celulares
tumorales de cancer de mama TNBC (MDA-MB-231) y de cancer de pulmén NSCLC
(A549).

e Analisis del reconocimiento celular, patron de internalizacion y destino celular del péptido
TcPaSK en las lineas celulares MDA-MB-231 y A549.

e Estudio del efecto del péptido TcPaSK en la expresion de factores de transcripcion y
marcadores moleculares implicados en la transicion epitelio-mesénquima en las lineas
celulares MDA-MB-231 y A549.

e Evaluacion en las lineas celulares MDA-MB-231 y A549 del efecto citotoxico de
tratamientos combinados del péptido TcPaSK con agentes quimioterapéuticos que

presentan diferente modo de accion.

e Formulacion de polimeros terapéuticos del péptido TcPaSK y validacion de su eficacia,

solo y en combinacion con doxorrubicina, en la linea celular MDA-MB-231.
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1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las células de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-231 fueron cedidas por
el Dr. S. Drover (Memorial University of Newfoundland) o adquiridas en la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (ATCC), y las células de carcinoma mamario de raton 4T1 fueron
proporcionadas por el Dr. D.Waisman (Dalhousie University). Las células se cultivaron en medio
DMEM complementado con 10 % de FBS, 100 U/mL de penicilina, 100 g/mL estreptomicina, L-
glutamina 2 mM y HEPES 5 mM (pH 7.,4), y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con 5-
10% CO..

Las células epiteliales mamarias de raton HC11 fueron suministradas por el Dr. H.S. Ro
(Dalhousie University), se cultivaron en medio DMEM complementado con 10 % de FBS 100
U/mL de penicilina y 100 g/mL estreptomicina y se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera de
10% COa.

Las células MDA-MB-231 transfectadas con luciferasa, utilizadas para ensayos de
viabilidad celular con los diferentes compuestos quimioterapéuticos y conjugados del péptido
TcPaSK realizados en colaboracion con el grupo de la Dr. Vicent (CIPF), se cultivaron en medio
DMEM/F-12 suplementado con 10% FBS y 20% puromicina, y se mantuvieron a 37 °C en una
atmosfera con 5% COa.

Las células HUVEC, cedidas por el Dr. Ortega (Universitat de Valéncia), se cultivaron en
medio ECGM2 suplementado con 2% FCS, EGF (5 ng/mL), BFGF (10 ng/mL), IGF (20 ng/mL),
VEGF (0,5 ng/mL), acido ascorbico (1 pg/mL), heparina (22,5 pg/mL) e hidrocortisona (0,2
pug/mL), y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con 5% COx.

La linea celular humana de cancer de pulmon de células no pequefias A549 se adquirio
en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y se cultivé en medio DMEM suplementado
con 10% FBS, 1% penicilina, 1% estreptomicina y 0,1% fungizona. Se mantuvieron a 37 °C en

una atmosfera con 5% CO..

2. Péptidos y polimeros utilizados

El péptido sintético TcPaSK (KVNHAACAAHCLLKRKRGGYCNKRRICVCRN) y su
conjugado con fluoresceina-5-isotiocianato (TcPaSK-FITC) se adquirieron en GenScript Co. con
un grado de pureza del 95,8% y 96,1%, respectivamente.

El polimero de doxorrubicina PGA-HydDox (carga = 11,33 % peso de doxorrubicina) fue
cedido por el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos del CIPF.

Los conjugados del péptido TcPaSK, PGA-PD-TcPaSK, PGA-Mal-TcPaSK, Psar-PD-
TcPaSK y Psar-NHS-TcPaSK (carga = 10,5; 21; 25,6 y 7,9 % peso de TcPaSK, respectivamente)

se sintetizaron en el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos del CIPF.
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3. Ensayos de viabilidad celular MTS

Se utilizé el ensayo colorimétrico MTS para determinar el efecto sobre la viabilidad
celular del péptido TcPaSK, de sus conjugados poliméricos (PGA-PD-TcPaSK, PGA-Mal-
TcPaSK, Psar-PD-TcPaSK y Psar-NHS-TcPaSK), y de las combinaciones con agentes
quimioterapéuticos (doxorrubicina, cisplatino, placlitaxel, 5-luoruoacilo (Abcam), PGA-
HydDox). Se sembraron células MDA-MB-231, 4T1, HC-11 y A549 en placas de 96 pocillos con
una densidad de 5 x 10° 0 7,5 x 10? células/pocillo y se incubaron toda la noche a 37 °C.

En los tratamientos con el péptido TcPaSK (rango de concentracion ensayado de 0 - 1000
pg/mL) las células de epitelio mamario se incubaron durante 24 h a 37 °C y las células tumorales
de pulmoén A549 durante 72 h a 37 °C. En los tratamientos con los conjugados del péptido TcPaSK
(rango de concentracion ensayado de 0 - 200 pg/mL), tanto las células MDA-MB-231 como las
A549 se incubaron durante 72 h a 37 °C. Se afiadieron 10 pL/pocillo de una disolucion 1:20 de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] (MTS)
(Promega) y metosulfato de feniazina (PMS) (Promega) y la mezcla se incub6 durante 2 h a
37 °C. Se midi6 la absorbancia a 490 nm, utilizando un lector de microplacas (BMG-LABTECH
o Tecan). La viabilidad de las células sometidas a los distintos tratamientos se expresdé como
porcentaje relativo a las células control, utilizando la formula [100 x T/C], donde T es la
absorbancia de células tratadas y C la absorbancia de las células de control (tratadas con el medio
con el que se realizo la dilucion de los péptidos y de los compuestos ensayados).

En los tratamientos combinados del péptido TcPaSK con compuestos quimioterapéuticos,
en las células MDA-MB-231 se utiliz6é una concentracion del péptido TcPaSK de 100 pg/mL y
en las células A549 de 200 pg/mL. En estos ensayos, el rango de concentraciones de los
compuestos quimioterapéuticos utilizados fue el siguiente: doxorrubicina [0 — 4 uM], cisplatino
[0—100 pM], paclitaxel [0—100 uM], 5-fluorouracilo [0 — 1000 uM] y el polimero PGA-HydDox
[0 — 1,6 ng/mL doxorrubicina equivalente].

En los tratamientos del conjugado del péptido TcPaSK con polisarcosina en combinacion
con doxorrubicina o el polimero PGA-HydDox, las células MDA-MB-231 se trataron con Psar-
NHS-TcPaSK (100 pg/mL), y doxorrubicina (rango de concentracion 0 - 1 uM) o PGA-HydDox
(rango de concentracion O - 1,6 pg/mL doxorrubicina equivalente).

Todos los compuestos quimioterapéuticos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO)
excepto el cisplatino que se disolvio en NaCl 0,9% con sonicacion. El polimero PGA-HydDox y

los conjugados del péptido TcPaSK se disolvieron en medio de cultivo.
4. Ensayos de viabilidad celular LDH

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la interconversion de piruvato y

lactato. Esta enzima se utiliza para evaluar la toxicidad y el dafio provocado por diferentes
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compuestos, ya que las células liberan LDH al medio cuando la estabilidad de la membrana se ve
comprometida y hay actividad citolitica.

Las células MDA-MB-231 se sembraron en una placa de 96 pocillos con una densidad
celular de 7,5 x 10° células/pocillo y se incubaron toda la noche a 37 °C. Se afiadi6 el péptido
TcPaSK (50, 100, 200 y 350 pg/mL) o medio de cultivo (control) y las células se incubaron a
37 °C durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, se recogio el medio de los pocillos correspondiente
a las cuatro réplicas técnicas de cada concentracion y se cuantifico la actividad LDH con el kit
Lactate Dehydrogenase Activity Assay (Sigma-Aldrich), mediante colorimetria a una longitud de
onda de 450 nm con el lector de placas CLARIOstar (BMG-LABTECH), siguiendo las

instrucciones del fabricante. La actividad LDH se determino con la siguiente formula:

B
tiempo de la reaccion X V

Actividad LDH = < ) X factor de dilucion de la muestra

Donde B es la cantidad de NADH (nmol) generado en el tiempo de reaccion (Tiniciat —
Trina) (min), y V es el volumen de muestra (mL). El porcentaje de viabilidad de las células tratadas
con TcPaSK se expres6 como porcentaje relativo a las células control (100 x T/C, donde T es la
actividad LDH de células tratadas con el péptido TcPaSK y C la actividad de LDH de las células

de control no tratadas).

5. Ensayos de proliferacion celular Oregon Green 488

Se sembraron células MDA-MB-231 en medio sin suero en una placa de 6 pocillos y se
incubaron toda la noche a 37 °C. Las células adherentes (1,5 x 10* células/pocillo) se tifieron con
el colorante fluorescente Oregon Green 488 (Life Technologies Inc.) (1,25 uM) utilizado para
estimar el nimero de divisiones celulares, en medio DMEM sin suero. Tras incubacion durante
45 min a 37 °C, las células de uno de los pocillos se fijaron con paraformaldehido 1 % (p/v), para
establecer la fluorescencia de referencia, y el resto de las células se trataron durante 72 h con
péptido TcPaSK (200 pg/mL) o H>O (control). Posteriormente, se fijaron las células y analizaron
los resultados con el citometro de flujo FACSCalibur y el software Cell Quest™ (version 3.3; BD
Biosciences). El nimero de divisiones celulares (n) se calculd utilizando la siguiente formula en
la que MF es la fluorescencia media:

—_ 9n
MFreferencia =2"x MFtratamiento

6. Ensayos de adhesion celular

Los ensayos se llevaron a cabo con células MDA-MB-231 o A549 (8 x 10*
células/pocillo) resuspendidas en una solucion HBSS (Hank's balanced salt solution: HEPES 50
mM, BSA 1 mg/mL, CaCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, pH 7,4). Las cé¢lulas MDA-MB-
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231, previamente incubadas durante 30 min con el péptido RGD (Sigma-Aldrich) (100 pg/mL),
se trataron con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 15 min o 1 h a temperatura ambiente, se
sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con gelatina 2% (Sigma-Aldrich), y se incubaron
a 37 °C durante 2 h. Las células A549, previamente incubadas durante 30 min con el anticuerpo
anti-integrina avP3 (Proteintech®) (20 pg/mL), se trataron con el péptido TcPaSK (200 pg/mL)
durante 30 min a temperatura ambiente, se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con
vitronectina 5 pg/mL (Sigma-Aldrich), y se incubaron a 37 °C durante 2 h.

Las células MDA-MB-231 0 A549 no adherentes se eliminaron con PBS (NaCl 137 mM,
KH,PO4 1,8 mM y Na,HPO4-7H>O 10 mM, pH 7,4) y las células adheridas se tifieron con una
solucion de cristal violeta 0,5 % en metanol 25 %, durante 20 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, se realizaron 3 lavados de los pocillos con PBS y se dejaron secar al aire sin tapar
entre 16 y 24 h. Finalmente, se afiadieron 200 pL de metanol y, tras una incubacioén de 20 min a
temperatura ambiente, se leyeron los resultados por colorimetria a 570 nm con un lector de
microplacas (Tecan). Los resultados se expresan como porcentaje de células adherentes relativo

a las células no tratadas.

7. Ensayo de cicatrizacion de herida

Las células MDA-MB-231 y A549 se sembraron en placas de 24 pocillos con una
densidad de 6 x 10* células/pocillo y se incubaron a 37 °C durante 48 h hasta obtener un 95% de
confluencia. Se abrié una brecha fisica (“herida”) en la monocapa de células, empleando una
punta de pipeta de 200 pL. Después de retirar con PBS las células desprendidas, se afiadieron los
tratamientos, péptido TcPaSK (100 pg/mL en MDA-MB-231 y 200 pg/mL en A549) o medio en
los controles. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y las heridas se fotografiaron cada 2
h durante 24 h con el microscopio optico invertido ZEISS Axio Vert equipado con camara

integrada.

8. Ensayos in vitro de migracion e invasion celular

Los ensayos de migracion e invasion celular se realizaron con el kit CytoSelect™ 24-Well
Cell Migration and Invasion Assay Combo Kit (8 um, fluorometric format) (Cell Biolabs, Inc.)
siguiendo las especificaciones del fabricante, utilizando insertos con membrana de policarbonato
con un tamafio de poro de 8 um o insertos recubiertos con membrana basal, para analizar las
propiedades migratorias o invasivas de células. Se prepararon suspensiones celulares de MDA -
MB-231 y A549 con 5 x 10° células/mL que se trataron con péptido TcPaSK (100 pug/mL en
MDA-MB-231 y 200 pg/mL en A549) o medio sin suero para los correspondientes controles, y
se suplement6 o no con TGF-f1 (Humankine®) 5 ng/mL (para los ensayos de migracion con
inductor). Se depositaron 300 uL de las supensiones celulares en los insertos, ubicados en pocillos

con 500 uL de medio con FBS 10% como quimioatrayente. Se incubaron a 37 °C durante 6 h
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(células MDA-MB-231) o 24 h (células A549) para los ensayos de migracion y 24 h (células
MDA-MB-231) o0 48 h (células A549) para los ensayos de invasion. Finalmente, las células que
traspasaron la membrana se lisaron y tifieron con el tampon de lisis/CyQuant® GR Dye y la
fluorescencia se midid a una longitud de onda de excitacion/emision 480/520 nm en un lector de

microplacas (Tecan).

9. Ensayos de angiogénesis

Los ensayos de formacion de tubulos utilizados para comprobar el efecto antiangiogénico
del péptido TcPaSK se llevaron a cabo con el kit Endothelial Tube Formation Assay (In vitro
Angiogénesis) (Cell Biolabs, Inc.), de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se
sembraron las células HUVEC a una densidad de 1,5 x 10* células/pocillo en una placa de 96
pocillos recubiertos previamente con 50 ul. de gel ECM (matriz extracelular). Las células
endoteliales se trataron con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) o con medio (controles) y se
incubaron a 37 °C durante 4 h. Los pocillos se examinaron y fotografiaron con el microscopio

optico invertido ZEISS Axio Vert equipado con camara integrada.

10. Microscopia confocal

En los ensayos de microscopia confocal se utilizaron células MDA-MB-231 y A549
sembradas en camaras de 8 pocillos u-Slide 8 Well high 1bidi®, pretratadas con ibiTreat o con
poli-L-lisina a una densidad célular de 6 x 10* células/pocillo.

Para observar la interaccion del péptido TcPaSK con la membrana celular, se utilizé el
conjugado del péptido con el fluorocromo fluoresceina S-isotiocianato (FITC) (longitud de onda
de excitacion: 488 nm; longitud de onda de emision: 520 nm). Las células MDA-MB-231 y A549
se trataron con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) o con medio (control) y se incubaron a 37 °C durante
I5miny 1 h.

En los ensayos de competencia en las células MDA-MB-231, previamente al tratamiento
durante 15 min o 1h con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) o con medio (control), las células se incubaron
a 37 °C con péptido RGD (1 mg/ml) o anticuerpo anti-integrina avB3 (20 pg/mL) durante 30 min.
En los ensayos de competencia en las células A549, previamente al tratamiento durante 15 min o
lh con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) o con medio (control), las células se incubaron a 37 °C con
anticuerpo anti-integrina avp3 (20 ug/mL) durante 30 min.

Para la deteccion de dafio en la membrana de las células MDA-MB-231 y A549 tratadas
con el péptido TcPaSK (25 pg/mL), se utilizé la tincion con yoduro de propidio (IP) (Sigma
Aldrich) (longitud de onda de excitacion: 559 nm; longitud de onda de emision: 619 nm). Las
células se incubaron con una dilucién 1:1000 de IP durante 10 min.

La identificacion de lisosomas en las células MDA-MB-231 y A549 tratadas con el

péptido TcPaSK (25 ug/mL) se llevo a cabo tifiendo las células durante 30 min con LysoTracker™
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Red DND-99 (Invitrogen™) (longitud de onda de excitacion: 559 nm; longitud de onda de
emision: 603 nm).

Para observar la localizacion celular de doxorrubicina en células tratadas con el péptido
TcPaSK, células MDA-MB-231 se incubaron durante 1 h a 37° C con doxorrubicina (0,20 uM) o
con doxorrubicina (0,20 pM) en combinaciéon con TcPaSK-FITC (25 pg/mL). La
autofluorescencia de doxorrubicina se detect6 a una longitud de onda de emision de 590 nm
(longitud de onda de excitacion: 480 nm).

En todos los experimentos, los nticleos celulares se tifieron con Hoechst 33342 (Sigma
Aldrich) (longitud de onda de excitacion: 405 nm; longitud de onda de emision: 455 nm). Todas
las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal Olympus FV1000 con aceite de

inmersion en el objetivo 60x.

11. Citometria de flujo

Para los ensayos de doble tincion Anexina V-FITC/IP, las células MDA-MB-231 se
sembraron a una densidad de 3 x 10° células/pocillo en una placa de 12 pocillos y se incubaron a
37 °C toda la noche. Las cé€lulas se trataron durante 24 h con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) o
con medio (control), se disgregaron mediante tripsinizacion y se sigui6 el protocolo del kit FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen™), de acuerdo las especificaciones del
fabricante. La tincién con Anexina V-FITC se usa tipicamente junto con un colorante vital como
el IP permitiendo diferenciar entre células viables intactas (FITC negativo, IP negativo), células
apoptdticas tempranas (FITC positivo, IP negativo), células apoptoéticas tardias (FITC positivo,
IP positivo) y células necroticas (FITC negativo, IP positivo). Las células viables con membranas
intactas excluyen al IP, mientras que las membranas de las células muertas y dafiadas son
permeables a este. Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo con el equipo BD
LSR-Fortessa (Beckton Dikinson).

Para el analisis del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ymm), se sembraron células
MDA-MB-231 a una densidad de 6 x 10* células/pocillo en una placa de 24 pocillos, se incubaron
a 37 °C toda la noche y se trataron con péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 24, 48 y 72 h.
Después del tratamiento, se realizé un lavado con PBS y se anadio tripsina-EDTA 0,25 % (100
uL) durante 2 min a 37 °C. Una vez neutralizada la tripsina con medio FBS 10%, se centrifugaron
las células a 500 x g durante 5 min, se eliminé el sobrenadante y se resuspendié el sedimento de
células en 100 pL de yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOCs) 10 nM (Sigma Aldrich).
Después de una incubacion de 30 min a 37 °C, se anadieron 900 uL de medio sin suero y se
centrifugd de nuevo a 500 x g durante 5 min. Seguidamente, se descartd el sobrenadante y se
realiz6 un nuevo lavado con PBS y centrifugacion a 500 x g durante 5 min. Finalmente, se
descarto el sobrenadante, se resuspendio el sedimento en 500 uL de PBS y se detecto la

fluorescencia de las células separadas mediante citometria de flujo con el equipo BD LSR-
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Fortessa (Beckton Dikinson). EI DiOC6 es un colorante verde fluorescente (longitud de onda de
excitacion: 482 nm; longitud de onda de emision: 504 nm) de caracter lipofilico y catidénico que
es permeable a las células y se acumula en las mitocondrias, lo cual permite utilizarlo como
indicador de integridad mitocondrial relacionando la disminucion de fluorescencia con la pérdida

de potencial transmembrana e indirectamente con sefalizacion pro-apoptoética.

12. Extraccién de ARN, sintesis de ADN¢, RT-PCR y RT-qPCR

El ARN total de las células MDA-MB-231 y A549 se aislo usando el kit Nucleospin XS
RNA kit (Macherey Nachel), siguiendo el protocolo del fabricante. La calidad de la extraccion de
ARN se comprobd mediante electroforesis en un gel de agarosa/TAE 1%, y se evaluo su pureza
y cantidad a partir de las absorbancias a 260 nm y 280 nm, obtenidas en un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

La sintesis del ADNc se llevo a cabo a partir de 500 ng de ARN total utilizando el kit
PrimeScript™ RT Reagent (Takara), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
retrotranscripcion de miARNs se realizo a partir 1 pg de ARN total, previa poliadenilacion con
E. coli poly(A) polimerasa (New England Biolabs).

Para la amplificacion del transcrito pri-miRNA200a que codifica para miR200a y
miR200b se realiz6 una RT-PCR en la que se utilizaron 10 ng de ADNc junto con cebadores
especificos para el transcrito, disefiados con la herramienta Primer-Blast de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 7) y la polimerasa TaKaRa Ex Taq®
DNA Polymerase. Las condiciones de los ciclos de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 s, hibridacion y elongacion a 60 °C durante 30 s, en un total
de 40 ciclos. El producto amplificado se detectd mediante electroforesis en gel de agarosa 2%.

Los niveles de expresion de genes y miARNS se analizaron mediante RT-qPCR usando el
kit SYBR Green PCR Mix (Takara), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las amplificaciones
se realizaron en un termociclador “StepOnePlus Real-Time PCR system” (Applied Biosystems),
aplicandose los siguientes ciclos de tiempo y temperatura: 95°C durante 30 s para activar la
polimerasa, desnaturalizacion a 95 °C durante 5 s, e hibridacion y elongacion a 60 °C durante 30
s, en un total de 40 ciclos. Los cebadores para la amplificacion de los genes se disefiaron con la

herramienta Primer-Blast de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 7)

y los cebadores para la amplificacion de los miARN se disefiaron segtin se propone en Balcells et
al. (2011) (Tabla 8). Para cada grupo, se analizaron tres réplicas bioldgicas, realizandose 3 réplicas
técnicas de cada una de ellas y normalizandose los genes con los datos de expresion del gen que
codifica para la proteina ribosomal 18S en el caso de los genes y con el gen U6 en el caso de los
miARNS. El andlisis de datos se llevo a cabo con el programa LinRegPCR (Ruijter et al., 2009)
y se aplico el test estadistico -Student (p < 0.05) para analizar las diferencias de expresion entre

grupos.
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Tabla 7. Cebadores usados para analizar la expresion génica mediante RT-qPCR. Directo (Fw) y reverso (Rv).

Gen Identificador Cebadores
NCBI
TM9ISF4 NM_014742.3 Fw ACTCCTTTTCCCCTCTGCTG
Rv GCAGTAAAGACCACGGCAAC
ASNA1 NM_004317.3 Fw AGCTGCCTGACGAGTTCTTC
Rv TGCCGTGTCAAATACCACCA
UROD NM_000374.4 Fw TTGTTGTACCCCAGGCACTG
Rv AGGGTGATGGCTTGGAACAC
LARP1 NM_015315.4 Fw CAGAGCTGGATTTCCAAGAGG
Rv CAGGGAATGGCAATGGCTTC
Snail NM_005985.4 Fw TAGCGAGTGGTTCTTCTGCG
Rv AGGGCTGCTGGAAGGTAAAC
Slug NM_003068.5 Fw TCATCTTTGGGGCGAGTGAG
Rv TTCAATGGCATGGGGGTCTG
Zebl NM_001128128.3 Fw AACTGCTGGGAGGATGACAC
Rv GTCCTCTTCAGGTGCCTCAG
Zeb2 NM_014795.4 Fw CCTGGCACAACAACGAGATTC
Rv ATTGCGGTCTGGATCGTGG
Vimentina NM_003380.5 Fw AACTTAGGGGCGCTCTTGTC
Rv GAGGGCTCCTAGCGGTTTAG
Fibronectina NM_212482.4 Fw GATGAGGTGCACGTGTGTTG
Rv GACGCTTGTGGAATGTGTCG
E-Cadherina NM_004360.5 Fw GGGGTTAAGCACAACAGCAAC
Rv GGGTATTGGGGGCATCAGC
N-Cadherina NM_001308176.2 Fw GTCAACTGCAACCGTGTCTG
Rv GGTCCTGAGCAGTGAATGTTG
Ocludina NM_002538.4 Fw TGGAGGAAGTGGCTTTGGTAG
Rv CGCGGCAATGAAACAAAAGG
Twistl NM_000474.4 Fw TCAAGAGGTCGTGCCAATCAG
Rv TGCAGGCCAGTTTGATCCC
RP18S NM_022551.3 Fw GGATGTAAAGGATGGAAAATACA
Rv TCCAGGTCTTCACGGAGCTTGTT
TmiR200a XR_007065348.1 Fw TCGGGGAGGGTTGGATTTC
Rv GTGATCCCGGCGTGAAAAC
ESRP1 NM_001034915.3 Fw TTTATGGCTGCACAGAAGTGTC
Rv ATGGCGGTGGGGATAAGC
CD44tot NM_000610.4 Fw ACCTCCCAGTATGACACATATTGC
Rv CACCTTCTTCGACTGTTGACTG
CD44s NM_000610.4 Fw GGAGCAGCACTTCAGGAGG
Rv GGAATGTGTCTTGGTCTCTGGTAG
CD44v5 NM_000610.4 Fw GCTTATGAAGGAAACTGGAACCC
Rv TGTGCTTGTAGAATGTGGGGTC
CDA44v6 NM_000610.4 Fw GGCAACTCCTAGTAGTACAACGG
Rv TGGGAGTCTTCTTTGGGTGTTTG
CD44v7 NM_000610.4 Fw CATACCAGCCATCCAATGCAAG
Rv TCCTTCTTCCTGCTTGATGACC
CD44v8 NM_000610.4 Fw TGGACTCCAGTCATAGTATAACGC
Rv GGTCCTGTCCTGTCCAAATCTTC
CD44v9 NM_000610.4 Fw GCAGCAGAGTAATTCTCAGAGC
Rv CTTGATGTCAGAGTAGAAGTTGTTGG
CD44v10 NM_000610.4 Fw CCTCTCATTACCCACACACGAAG

Rv CTGCAGTAACTCCAAAGGACCC
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Tabla 8. Cebadores usados para analizar la expresion de miARN mediante RT-gPCR. Directo (Fw) y reverso (Rv).

miARN Identificador Cebadores
NCBI

hsa-miR200a  MIMAT0000682 Fw CGCAGTAACACTGTCTGGTAAC

Rv CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACATC
hsa-miR200b MIMATO0000318 Fw CGCAGTAATACTGCCTGGTAAT

Rv CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCTACT
hsa-miR200c = MIMATO0000617 Fw GCAGTAATACTGCCGGGTAATG

Rv CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTTACCT

U6 NR_004394.1 Fw CGCTTCGGCAGCACATATAC

RvATTTGCGTGTCATCCTTGCG

13. Extraccién de proteinas y Western-blot

Las células MDA-MB-231 y A549 se sembraron en placas de 24 pocillos con una
densidad celular de 6 x 10* células/pocillo y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Las
células se trataron con el péptido TcPaSK (100 pg/mL en las células MDA-MB-231; 200 ug/mL
en las células A549) o con medio (controles) y se incubaron a 37 °C durante 24 o 48 h en
condiciones de normoxia (O, 21%) o hipoxia (O2 1%). Para realizar la extraccion proteica, en
primer lugar, se elimin6 el medio del pocillo, se afiadieron 100 pL de tampon RIPA 1x con
inhibidor de proteasas cOmplete™ Mini (Roche) y se incubaron durante 5 min en hielo.
Seguidamente, se rasco el fondo del pocillo con una punta de pipeta, se recogié todo el
sobrenadante y se realiz6 otra incubacién de 30 min en hielo. Posteriormente, se realizaron 3
pulsos de sonicacion con ciclos de 0,5 s y una amplitud del 70% durante 5 s, manteniendo las
muestras en hielo en el intervalo de 30 s entre pulsos. Finalmente, las muestras se incubaron otros
30 min en hielo y se centrifugaron a 10000 x g durante 10 min a 4 °C, quedando las proteinas en
el sobrenadante.

La concentracion de proteina total en las muestras se cuantifico a partir de la absorbancia
a 280 nm medida en un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), las proteinas se
separaron mediante electroforesis SDS-PAGE 10% y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Amersham™ Hybond™ ECL™). Las membranas se bloquearon con leche
desnatada en polvo o BSA 5% en TBST 0,1% (Tris 20 mM, NaCl 150 mM y Tween20® 0,1 %
(w/v)) durante 1 h a temperatura ambiente y se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes (Tabla 9), durante toda la noche a 4 °C. Después de lavar las membranas varias
veces con TBST 0,1%, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario (IgG de conejo o IgG de ratén, dependiendo del origen del anticuerpo primario)
conjugado con HRP (horseradish peroxidase). La proteina GAPDH se usé como proteina de
referencia. Las membranas se revelaron con el reactivo quimioluminiscente Western BLoT Hyper

HRP Substrate (Takara) en el equipo ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare).
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Tabla 9. Anticuerpos utilizados en los ensayos Western-blot

Anticuerpos primarios Concentracion Casa comercial
Anti-HIF-1a 1:5000 Invitrogen
Anti-E-cad 1:1000 Cell Signaling
Anti-GADPH 1:5000 Abcam
Anticuerpos secundarios Concentracion Casa comercial
Anti-IgG conejo HRP 1:20000 Sigma Aldrich
Anti-IgG raton HRP 1:10000 Sigma Aldrich

14. Analisis estadistico

El analisis estadistico para los estudios en los que se compararon las medias de dos grupos
se llevo a cabo mediante una prueba #-Student y las diferencias entre grupos experimentales se
consideraron significativas cuando p-valor < 0.05. Para las comparaciones entre medias de varios
grupos se realizd una prueba ANOVA aplicando el test de Tukey para comparaciones multiples
post hoc, con el software SPSS statistics.

Para los analisis in silico de correlacion de la expresion del gen que codifica para la
integrina B3 y de la de los genes Snail, Zebl, VIM y FN en distintos tipos de carcinomas humanos
se empleo la base de datos RNA-Seq (TCGA, https://cancergenome.nih.gov, Firehose Legacy),
utilizando como coeficiente de correlacion entre dos variables la 720 de Spearman. La correlacion

positiva o negativa se considero significativa cuando p-valor < 0.05.
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1. Caracterizacion de la actividad antitumoral del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231

1.1 Ensayos de viabilidad celular in vitro

Algunos péptidos antimicrobianos, ademas de ser efectivos contra los microorganismos,
también poseen actividad anticancerigena selectiva y se consideran candidatos prometedores en
la terapia contra el cancer, ya sea solos o0 en combinacion con farmacos existentes (Felicio et al.,
2017). En la presente tesis, para investigar la potencial actividad antiproliferativa del péptido
antimicrobiano TcPaSK, se trataron con diferentes concentraciones de dicho péptido células de
cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-231 y de carcinoma mamario de ratén 4T1,
asi como células epiteliales mamarias no tumorales de ratobn HC11. En colaboracion con el grupo
del Dr. Hoskin (Dalhousie University, Canada), se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular
en los cultivos utilizando el método colorimétrico MTS. Se observé una disminucion del nimero
de células viables estadisticamente significativa y dependiente de la concentracion del péptido,

tanto en las células epiteliales mamarias tumorales, como en las no tumorales (Figura 19).

kiokikad

[ ook 2 |
I i \
ns ns ns

160 -
140
120
100
80
60
40
20

mEHC-11
4T1
= MDA-MB-231

% Viabilidad cleular

100 200 400 560 700

TcPaSK (pg/mL)
Figura 19. Efecto del péptido TcPaSK en la viabilidad de células tumorales y no tumorales de mamifero. Células

tumorales de mama humanas MDA-MD-231, tumorales de mama de ratén 4T1 y no tumorales de raton HC11 se
cultivaron en presencia de medio, vehiculo del péptido (H20) o diferentes concentraciones del péptido TcPaSK durante
24 h'y se evalud la viabilidad celular mediante un ensayo MTS. Los resultados se normalizaron con respecto a las
células cultivadas con medio y el vehiculo del péptido. Se representan las medias + SE de al menos tres réplicas
bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (ANOVA vy test de
Tukey, ns: no significativo, ***p < 0,001).

El ensayo MTS de viabilidad celular esta basado en la utilizacion de un compuesto
derivado de tetrazolio que se reduce en las células vivas para formar un producto coloreado
soluble y es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para evaluar el potencial
anticancerigeno de un péptido antimicrobiano. En la base de datos “Cancer PPD”, empleando
esta metodologia o ensayos MTT (de fundamento similar a la MTS, aunque mas laboriosa y
menos sensible y precisa que la MTT), se recogen valores de citotoxidad experimentalmente
verificados de 441 péptidos anticancerigenos con un amplio rango de citotoxicidad in vitro en

diferentes lineas celulares.
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Aunque la citotoxicidad para las células sanas de los mamiferos puede suponer una
limitacién en el uso de AMPs en la terapia contra el cancer, en dosis subcitotoxicas los AMPs han
demostrado ser Utiles como agentes quimiosensibilizadores en terapias combinadas con otros
farmacos anticancerigenos convencionales (Hilchie et al., 2011; Thundimadathil, 2012). Para
explorar si el péptido TcPaSK podria usarse como agente anticancerigeno en el tratamiento de
TNBC a concentraciones que resultan inocuas para las células no tumorales, evaluamos la
actividad antiproliferativa del péptido TcPaSK a una concentracion de 200 pg/mL, la cual solo
causo un efecto muy leve en la viabilidad de las células MDA-MB-231 y no tuvo ningun efecto
sobre la linea celular no tumoral de raton analizada (Figura 19). Para determinar el nimero de
divisiones de las células, utilizamos el colorante fluorescente Oregon Green 488, reactivo que se
une covalentemente al azar a grupos amino libres de las células, confiriéndoles una fluorescencia
homogénea que se distribuye aproximadamente en partes iguales entre las células hijas tras cada
division celular. La intensidad de fluorescencia final en relacion a la fluorescencia inicial de las
células proporciona informacion sobre el nimero de ciclos de division celular que han ocurrido.
Se registrd la fluorescencia media del vehiculo de péptido (H20) y de las células MDA-MB-231
tratadas con TcPaSK, y los datos se normalizaron respecto de la fluorescencia de las células
fijadas no proliferativas. Como se muestra en la Figura 20, la cantidad de divisiones celulares
disminuyd significativamente con el tratamiento de las células MDA-MB-231 con el péptido
TcPaSK (33%, p-valor < 0,05), en comparacién con el mismo tipo celular tratado con H.O
(control). La actividad antiproliferativa que exhibe el péptido TcPaSK a la concentracion
subcitotoxica de 200 pg/mL analizada esta de acuerdo con nuestras observaciones previas de que el
tratamiento con el péptido disminuye el nimero de células MDA-MB-231 que entran en fase S del
ciclo celular (Robles-Fort et al., 2021).
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Figura 20. Efecto antiproliferativo del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231. Las células MDA-MD-231 se
tifieron con el colorante fluorescente Oregon Green 488 y se cultivaron en presencia de medio (control), vehiculo del
péptido (agua) o péptido TcPaSK 200 pg/mL, durante 72 h. Tras la separacion de las células mediante citometria de
flujo se cuantificd la fluorescencia emitida por las mismas y se calculd el nimero de divisiones celulares. Se representan
las medias + SE de al menos tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05).

84



Resultados y discusion

1.2 Efecto del péptido TcPaSK sobre la integridad de las células MDA-MB-231

Para obtener una estima cuantitativa de la citotoxicidad del péptido TcPaSK frente a
células MDA-MB-231, realizamos un ensayo LDH basado en la determinacién de la actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa citosolica liberada por las células cuando son dafiadas por el
péptido. Se observé una reduccion estadisticamente significativa de la viabilidad celular a partir
de una concentracion del péptido de 200 pg/mL (Figura 21).
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Figura 21. Actividad citotdxica del péptido TcPaSK frente a células de cAncer de mama triple negativo MDA-MB-
231. Las células MDA-MD-231 se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones del péptido TcPaSK durante 72 hy
se evaluo la citotoxicidad mediante un ensayo LDH. Se representan las medias + SE de al menos tres réplicas biologicas. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-Student, ***p <0,001).

Los resultados demuestran que el péptido TcPaSK, ademas de producir una alteracion
metabolica de las células MDA-MB-231, evidenciada en el ensayo MTS (Figura 19), posee
capacidad citolitica sobre dichas células (Figura 21). Con las dos aproximaciones experimentales
empleadas para analizar la citotoxicidad del péptido TcPaSK (ensayos MTS y LDH) se observa
un efecto significativo sobre la viabilidad de las células tumorales a partir de 200 pg/mL.

Se ha descrito que los AMPs pueden actuar mediante mecanismos no membranoliticos o
membranoliticos, de los cuales los segundos conducen a la formacién de poros o micelas en la
membrana celular. De entre los AMPs que presentan actividad anticancerigena (ACPS), los mas
ampliamente estudiados son los péptidos catiénicos membranoliticos (Gabernet et al., 2016),
particularmente los que contienen en su estructura una region a-helicoidal (Mohideen y Louis,
2021), como el péptido TcPaSK. Para la mayoria de ACPs no se ha establecido el mecanismo de
accion antitumoral, algunos de ellos destruyen las células tumorales via necrosis por lisis celular
o formacion de poros, mientras que otros inducen la muerte celular por apoptosis (Deslouches y
Di, 2017). Se ha demostrado que para una alta actividad antitumoral es esencial una carga neta
positiva en el ACP de alrededor de +7 (Yang et al., 2004).

La muerte celular por necrosis se caracteriza principalmente por la pérdida de la
integridad de la membrana celular y la liberacion de los contenidos citosélicos al espacio
extracelular (D’ Arcy, 2019). El dafio o ruptura en la membrana celular tras el tratamiento con el
péptido que indican los resultados obtenidos en el ensayo LDH podria relacionarse con presencia
de necrosis primaria 0 necrosis secundaria tras apoptosis. Por ello, llevamos a cabo la

cuantificacion de células apoptdticas y necréticas utilizando tincion con anexina V-FITC/IP en
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celulas tratadas con el péptido y en los correspondientes controles de células sin tratar. La anexina
V es una proteina capaz de unirse especificamente a la fosfatidilserina (PS, un fosfolipido que se
transloca a la cara externa de la membrana en los procesos apoptoticos) y conjugada con el
fluorocromo FITC nos permite detectar las células que se encuentran en apoptosis. Se utiliz6 IP
como colorante vital, ya que este compuesto no es capaz de penetrar en las células con la
membrana intacta. Las células necroticas seran aquellas que presentan captacion de IP, pero en
las que no se observa unién de la anexina V.

Se cuantificaron mediante citometria de flujo células MDA-MB-231 tratadas y no
tratadas con el péptido TcPaSK vy tefiidas con anexina V-FITC/IP, observandose un aumento
estadisticamente significativo en las células MDA-MB-231 que solo captaron IP y fueron tratadas
con el péptido TcPaSK, con respecto a las células no tratadas (Figura 22A). Este resultado indica
que el péptido induce muerte celular mediante necrosis y no por procesos apoptéticos en células
MDA-MB-231.
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Figura 22. Ensayos de apoptosis/necrosis en células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK. A)
Cuantificacion mediante citometria de flujo del nimero de células MDA-MB-231 en proceso de apotosis/necrosis
utilizando doble tinccidon Anexina V-FITC/IP. Las células MDA-MB-231 se trataron con el péptido TcPaSK (200
pg/mL) durante 24 h. B) Intensidad de fluorescencia de DiOC6 en células MDA-MB-231 tratadas y no tratadas
con el péptido TcPaSK (100 pg/mL), durante 24, 48 y 72 h. En las gréaficas se representan las medias + SE de al
menos tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(Test t-Student, *p < 0,05).

La cationicidad que caracteriza a muchos AMPs les permite que, una vez internalizados,
sean capaces de unirse a organulos intracelulares con membranas aniénicas como las
mitocondrias y provocar su desestabilizacion. Dicha desestabilizacion se traduce en cambios en
el potencial de membrana mitocondrial y conllevan la liberacion de moléculas pro-apoptéticas.
Como indicador de integridad mitocondrial, se utiliz6 yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina
(DiOC6) que es un colorante de fluorescencia verde, de caracter lipofilico y cationico permeable
a las células y que se acumula en las mitocondrias. La disminucion de fluorescencia puede
correlacionarse con la pérdida de potencial de membrana mitocondrial (AYmm) e indirectamente

con sefializacién pro-apoptotica.
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Mediante citometria de flujo se realizé el recuento de las células que emitian fluorescencia
correspondiente a DiIOC6 en cada grupo (tratadas y sin tratar con el péptido TcPaSK). En ninguno
de los tiempos de tratamiento analizados se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la intensidad de fluorescencia de las células MDA-MB-231 tratadas y no tratadas con TcPaSK
(Figura 22B). Por tanto, al permanecer inalterado el AYmm, podemos concluir que en las
condiciones analizadas el péptido TcPaSK no afecta a la integridad mitocondrial y no
desencadena procesos apoptoticos por esta via.

Estos resultados estan de acuerdo con los de los ensayos de apoptosis/necrosis realizados
con la tincién anexina V-FITC/IP, en los que observamos que el péptido TcPaSK induce muerte
celular mediante necrosis en células MDA-MB-231.

En células tumorales de mama, se ha descrito que el modo de accién de algunos péptidos
como lamaculatina 1.1, el NRC-03 'y el NRC-07 implica dafio en lamembrana celular e induccién
de necrosis, pero no alteracion del potencial de membrana mitocondrial (Hilchie et al., 2011; Sani
etal., 2015). Ting et al. (2016) han descrito que el péptido antimicrobiano catiénico TP4, derivado
de Oreochromis niloticus, selectivamente mata las células MDA-MB-231 mediante induccién de
necrosis, y en modelos in vivo con pez cebra asocian la reduccién del crecimiento del tumor al
efecto del péptido sobre la necrosis. Ademas, demostraron que la inyeccion intratumoral de TP4
causO una extensa necrosis en xenotransplantes de tumores TNBC en raton, sin causar efectos
secundarios. Entre los péptidos antitumorales en ensayos clinicos cabe destacar el péptido
oncomembranolitico LTX-315 que se encuentra en fase | en pacientes con cancer de mama e

induce necrosis e infiltracion de células T CD8+ en tumores sélidos (Spicer et al., 2021).

1.3 Interaccion del péptido TcPaSK con células MDA-MB-231

Para analizar el tipo de interaccién del péptido TcPaSK con las células MDA-MB-231,
se utiliz6 un conjugado del péptido con el fluorocromo FITC. En las imagenes de microscopia
confocal de las células tratadas con el péptido TcPaSK-FITC, observamos que a 15 min este se
localiza principalmente unido a la membrana celular, mientras que tras 1 h de tratamiento, el
péptido se encuentra en el interior de la célula, mostrando un patrén punteado tipico de vesiculas
(Figura 23A). En ningln caso observamos sefial de TcPaSK-FITC en el nucleo celular.

Por otra parte, para comprobar si el péptido TcPaSK causa dafio en la membrana celular,
se incubaron con IP células MDA-MB-231 control o tratadas con TcPaSK-FITC durante 1 h. En
la Figura 23B observamos que las células sin tratar con el péptido no emiten sefial fluorescente
de IP, mientras que las células tratadas con TcPaSK-FITC presentan un punteado rojo en el
citoplasma correspondiente a la captacion de IP. Todo ello confirma que el péptido TcPaSK causa

dafio en la membrana plasmatica de las células MDA-MB-231.
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A TcPaSK-FITC 15 min TcPaSK-FITC 1 h

B Control + IP TcPaSK-FITC1h + 1P
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Figura 23. Interaccion del péptido TcPaSK con la membrana de células MDA-MB-231. Imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal. A) Células MDA-MB-231 tratadas con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) durante 15 min
y 1 h de incubacion. B) Células MDA-MB-231 no tratadas y tratadas con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) durante 1 h,
tras posterior incubacion con IP durante 10 min. Im&genes representativas de 3 experimentos independientes.
Fluorescencia azul corresponde a nucleos tefiidos con Hoechst; fluorescencia verde a regiones en las que se localiza
TcPaSK-FITC; y fluorescencia roja donde se encuentra IP.

El primer contacto de los AMPs cationicos con las células es la interaccion electroestatica
a través de las cargas negativas de sus membranas plasmaéticas y se considera un factor
determinante de la selectividad de los péptidos hacia los distintos tipos de células cancerosas
(Tornesello et al., 2020) que no solo depende de la carga neta del péptido sino también de la
distribucion de cargas, tanto en el péptido como a lo largo de la membrana celular (Quemé-Pefia
et al., 2021) Tras la unidn inicial a la célula, los péptidos se internalizan via penetracion
(formacion de poros y desestabilizacion de la membrana) y endocitosis (macropinocitosis,

endocitosis mediada por clatrina o por caveolina, y endocitosis independiente de
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clatrina/caveolina), dependiendo del tamafio, concentracion y propiedades fisico-quimicas del
péptido (Chiangjong et al., 2020).

El patrén punteado de la fluorescencia del péptido TcPaSK-FITC, observado tras su union a
las células MDA-MB-231, y la captacion de IP (Figura 23) sugieren que uno de los mecanismos por
el cual el péptido ejerce su funcion citolitica es mediante formacion de poros en la membrana, los
cuales permiten la entrada del IP, y posterior endocitosis del péptido a través de vesiculas.

Para comprobar si la internalizacion del péptido ocurre mediante endocitosis y si el
destino de las vesiculas es la fusion con los lisosomas, se trataron las células MDA-MB-231 con
TcPaSK-FITC, se tifieron con LysoTracker™ RedDND-99 y se obtuvieron las iméagenes
mediante microsocopia confocal. LysoTracker™ Red DND-99 es una tincion de fluorescencia
roja utilizada para el etiquetado y el seguimiento de organulos acidicos, como los endosomas
tardios y los lisosomas, en células vivas. En la Figura 24 se muestran las imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal. En la imagen 24A se observa el péptido TcPaSK-FITC alrededor
de la membrana celular y con un patrén punteado en el citoplasma. En la imagen 24B podemos
observar en rojo los endosomas tardios y los lisosomas de las células MDA-MB-231, mediante la
tincion con LysoTracker™., En las imagenes de los paneles 24C y 24D, correspondientes a la
superposicion de la fluorescencia asociada a ambas tinciones, observamos: fluorescencia verde del
péptido adherido a la membrana celular (flecha blanca); punteado verde del péptido en el citoplasma
préximo a la membrana celular (punta de flecha) que puede corresponder con endosomas
tempranos; y punteado amarillo (flecha discontinua) que muestra co-localizacién de la sefial de la
tincion de lisosomas y de la de TcPaSK-FITC. Dicha co-localizacién sugiere que las células MDA-
MB-231 transportan y degradan el péptido via lisosomas a través de vesiculas y que la
internalizacion de este se produce por endocitosis.

Se ha descrito que el transporte y la degradacion de moléculas endocitadas en una célula
ocurre a traves de un proceso de maduracion de endosomas. Los endosomas tempranos se sitlan
en la periferia celular cercanos a la membrana y, conforme van madurando y acercandose a la
region perinuclear, se van transformando en endosomas tardios. Finalmente, se fusionan con los
lisosomas para llevar a cabo la degradacion de las moléculas endocitadas (Bright et al., 2016).
Algunos AMPs como K6L9, K8L9, o melitina, ademas de poseer actividad membranolitica contra
células tumorales, entran en el citoplasma via endocitosis provocando un agrandamiento de los

lisosomas (Kohno et al., 2014).

89



Resultados y discusion

S0pm

Figura 24. Internalizacion del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231. Imégenes obtenidas mediante
microscopia confocal de células MDA-MB-231 tratadas con TcPaSK-FITC (100 pg/mL) durante 1 h y
posteriormente tefiidas con LysoTracker™ Red DND 99 (75 nM). A) Deteccion de la fluorescencia del péptido
TcPaSK-FITC en las células. B) Deteccion de la fluorescencia de LysoTracker™ Red DND 99 en las células,
correspondiente a endosomas tardios y lisosomas. C) Superposicion de las iméagenes A) y B), con magnificacion
de una seccidn en la que la flecha blanca muestra el péptido TcPaSK en la membrana, la punta de flecha muestra
vesiculas solo marcadas con TcPaSK-FITC y la flecha discontinua muestra lisosomas que co-localizan con
TcPaSK-FITC. Iméagenes representativas de 2 experimentos independientes. La fluorescencia azul corresponde a
los ndcleos de las células tefiidos con Hoechst.

2. Efecto del péptido TcPaSK sobre factores que determinan la progresion del cancer

2.1 Angiogénesis
La capacidad de promover la vascularizacion es una caracteristica que adquieren las
células tumorales para proporcionar un mayor aporte de oxigeno y nutrientes al tumor, necesarios

para la proliferacion y el avance de este (De Palma et al., 2017).
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Los ensayos de formacion de tlbulos en células endoteliales se utilizan como modelo in
vitro para determinar la actividad angiogénica o antiangiogénica de diferentes compuestos. En
este trabajo, para comprobar el efecto del péptido TcPaSK en la capacidad de formacién de
tlbulos, se obtuvieron imagenes mediante microscopia Optica de células endoteliales de venas
umbilicales humanas (HUVEC), tratadas y sin tratar con el péptido TcPaSK (Figura 25). En las
imégenes de las células HUVEC sin tratar se observo la formacion de una red de tabulos bien
definida (indicados con flechas negras en la imagen ampliada), mientras que en las iméagenes de
las células tratadas con péptido no se observa ninguna union entre grupos de células. Estas
observaciones indican que el péptido TcPaSK posee capacidad antiangiogénica dado que inhibe
la formacion de tabulos en células HUVEC.

HUVEC sin tratamiento

Figura 25. Efecto del péptido TcPaSK en la angiogénesis. Imagenes obtenidas mediante microscopia dptica de
células HUVEC no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 4 h. Las flechas negras sefialan
los tabulos formados. Imagenes representativas de experimentos con dos réplicas bioldgicas y cuatro réplicas
técnicas cada uno.

En el tratamiento del cancer hay un gran interés por la terapia anti-angiogénica cuya
finalidad, méas que reducir la densidad de los vasos sanguineos en el tumor, es normalizar la
vasculatura tumoral (Gaspar et al., 2013). En la actualidad, se estan desarrollando nuevos agentes
terapeuticos anti-angiogénicos con mayor eficacia y menores efectos secundarios. Los péptidos
pequefios con capacidad para bloquear el proceso de angiogénisis del tumor presentan numerosas
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ventajas frente a farmacos de gran tamafio y estructuras complejas que dificultan su entrada en
los tejidos. Se conocen alrededor de 7000 péptidos y peptidomiméticos derivados de péptidos
naturales con diferentes propiedades terapedticas, algunos de los cuales, solos 0 en combinacion
con otros agentes quimioterapéuticos, poseen actividad anti-angiogénica (Shoari et al., 2021). La
capacidad anti-angiogénica del péptido TcPaSK constituye una caracteristica de gran relevancia
para su uso potencial especialmente en el tratamiento de canceres metastaticos en los que la

angiogeénesis es determinante para la progresion del cancer.

2.2 Hipoxia

La hipoxia es otro factor importante que forma parte del microambiente interno de la
masa tumoral y esta relacionado con la progresion, la resistencia a los tratamientos y el mal
pronostico en muchos tumores (de Heer et al., 2020). Las condiciones hipdxicas de las células
tumorales conducen a la alteracion de rutas metabdlicas, promueven la supervivencia por
adaptacion al microambiente local y activan multiples rutas de sefializacién que conllevan la
proliferacion celular, el incremento de la viabilidad de las células y la metastasis (Xie et al., 2016).
La mayoria de estas alteraciones fenotipicas estdn mediadas por el factor de transcripcion HIF-1
constituido por las subunidades HIF-1o y HIF-1B. Debido a que la expresion del HIF-1pB es
constitutiva, la actividad de HIF-1 exclusivamente puede ser regulada por los niveles de HIF-1aq,
por lo que esta se considera el factor clave que media la adaptacion de las células cancerosas a un
entorno hipéxico.

Mediante Western-Blot se analizaron las diferencias en los niveles de la proteina HIF-1a
en células MDA-MB-231 tratadas y no tratadas con el péptido TcPaSK. Observamos que, en
condiciones de normoxia, en las células tratadas 24 h con el péptido TcPaSK no hay variacién en
HIF-1a, mientras que en las células tratadas durante 48 h con TcPaSK, HIF-1a se encuentra
disminuido (Figura 26). En condiciones de hipoxia, donde HIF-1a se acumula en las células
control, en las células tratadas con el péptido TcPaSK disminuyen los niveles de HIF-1q, tanto a
24 h como a 48 h (Figura 26).
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Figura 26. Western-Blot de la proteina HIF-1a en células MDA-MB-231 tratadas con TcPaSK en
condiciones de hipoxia. Bandas correspondientes a la cantidad relativa de proteina HIF-1a. Las células MDA-
MB-231 se trataron con el péptido TcPaSK (100 ug/mL) durante 24 y 48 h en condiciones de normoxia (O2 21%)
e hipoxia (02 1%). Como control se utilizaron células MDA-MB-231 sin tratar. GAPDH se us6 como proteina
constitutiva de referencia.
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Los resultados indican que el péptido TcPaSK podria inhibir la adaptacion de las células
MDA-MB-231 al microambiente hipoxico de algunas regiones del tumor.

El papel fundamental que desempefia HIF-1a en el mantenimiento de la homeostasis de
oxigeno en relacion a la angiogénesis y a la progresion de los tumores hacen que sea considerada,
ademas de un marcador tumoral, una importante diana potencial para el desarrollo de terapias contra
el cancer (Jing et al., 2019). A este respecto, aunque existen avances en la comprension de las
alteraciones que se producen en los mecanismos de regulacion de la expresion de HIF-1o en células
cancerosas, son escasos los trabajos que, con la finalidad de reducir el crecimiento tumoral, utilizan
péptidos anticancerigenos dirigidos a la inhibicion de la expresion de HIF-1a. El péptido sintético
antitumorogénico CIGB-552 exhibe citotoxicidad selectiva hacia distintas lineas celulares y es
responsable del incremento de supervivencia en ratones con xenotransplantes de tumores (Vallespi
et al., 2014). Se ha demostrado que la capacidad anti-angiogénica de dicho péptido se debe a su
efecto en la modulacién de la ruta de sefializacion de HIF-1y se esta investigando la identificacion
de posibles dianas de este péptido para regular la activacion de HIF-1a (Daghero et al., 2020).

ElI TNBC es un subtipo de cancer de mama altamente hipdxico en comparacion con otros
subtipos (De Heer et al., 2020), por lo que el efecto del péptido TcPaSK sobre los niveles de la
proteina HIF-1o observado en condiciones de hipoxia, podria ser explotado para reducir la
acumulacién de HIF-1o que se produce en respuesta al microambiente hipdxico de este tipo

tumoral.

3. Andlisis de la capacidad antimetastasica del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231

3.1 Adhesion celular

Muchas proteinas que forman parte de la matriz extracelular, como la vimentina, la
fibronectina y el fibringeno, entre otras, poseen sitios RGD de union a integrinas, lo cual
constituye un sistema de reconocimiento para la adhesion celular (Kapp et al., 2017). Se
realizaron ensayos de adhesion celular tifiendo con violeta-cristal y cuantificando las células
MDA-MB-231 adherentes después del tratamiento con el péptido TcPaSK y un péptido RGD
como control positivo. Se observo una disminucion estadisticamente significativa en el nimero
de células adherentes MDA-MB-231 tras el tratamiento con ambos péptidos, respecto a las células
sin tratar (Figura 27). Comparando la actividad entre el péptido TcPaSK 'y el péptido RGD, en el
tratamiento de 15 min no se observan diferencias significativas, mientras que en el tratamiento de
1 h si se observa disminucion estadisticamente significativa en el porcentaje de células adherentes
MDA-MD-231 tratadas con el péptido TcPaSK respecto de las tratadas con el péptido RGD
(figura 27).
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Figura 27. Efecto del péptido TcPaSK sobre la adhesion de células MDA-MB-231. Cuantificacion del
porcentaje de células adherentes MDA-MB-231 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) o el
péptido RGD (100 pg/mL) durante 15 min y 1 h. En las graficas se representan las medias + SE de 3 réplicas
bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (ANOVA y Test
de Tukey, ns: no significativo, **p <0,01).

Estos resultados muestran que el péptido TcPaSK, mediante su interaccion con la
membrana, puede interferir en la capacidad de adhesion de las células tumorales MDA-MB-231.
El correcto anclaje de las células tumorales a la matriz extracelular es un requerimiento basico
para su supervivencia. La pérdida de la adhesion celular es el primer paso que conduce a la
alteracion de una serie de actividades celulares, tales como la difusion, migracion, proliferacion

y diferenciacion, relevantes en la progresion del cancer.

3.2 Migracion e invasion

Se examind la capacidad del péptido TcPaSK para alterar la migracion e invasion de
células TNBC, realizando ensayos de cicatrizacion de herida y cuantificando las células MDA-
MB-231 con capacidad de migracién e invasion, tras tratamiento con el péptido TcPaSK.

En las imagenes de la Figura 28A se observa que, a las 6 h de realizar la estria, en las
células sin tratar ya esta practicamente cerrada, mientras que en las células tratadas con el péptido
TcPaSK apenas se observan cambios, demostrando asi una fuerte inhibicion por parte del péptido
de la capacidad de migracion de las células MDA-MB-231.

Una de las claves del proceso de metastasis es la capacidad de invasion, proceso que
implica la degradacién de la matriz extracelular y la migracion de las células a través de ella. Se
cuantificaron las células con capacidad de migracion a través de una membrana de policarbonato
(migracién) y aquellas que, antes de migrar, fueron capaces de degradar la matriz extracelular
(invasién), tifiéndolas con CyQuant® GR Dye. Como se observa en las Figuras 28B y C, en las
células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK se produce una disminucion
estadisticamente significativa de la extension de la migracion, evidenciando el potencial del

péptido TcPaSK para disminuir la capacidad metastasica de las células MDA-MB-231.
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Figura 28. Efecto sobre la capacidad de migracion e invasion de células MDA-MB-231 tratadas con el
péptido TcPaSK. A) Imégenes de microscopia optica del ensayo de cicatrizacion de la herida a tiempo 0y 6 h.
Estria realizada en la monocapa de células MDA-MB-231 confluentes. B) Cuantificacion de la fluorescencia
relativa (RFU) de células que migran a través de la membrana de policarbonato. C) Cuantificacion de células que
degradan la matriz extracelular tefiidas con CyQuant® GR (invasion celular). Los ensayos fueron realizados en
células MDA-MB-231 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 6 y 24 h. En las gréficas
se representan las medias + SE de 4 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05, ***p < 0,001).

En lineas celulares TNBC, se ha descrito que algunos péptidos antimicrobianos catiénicos
tienen capacidad para inhibir la invasion y la migracion de las células in vitro. El péptido PR39,
una catelicidina porcina rica en aminoacidos prolina y arginina, inhibe significativamente la
invasion y migracion de células 4T1 de epitelio mamario de raton (Tian et al., 2012). En células
MDA-MB-231 los péptidos FR8P y FR11P, derivados de la catelicidina humana LL-37, a
concentraciones sub-1Cso, también mostraron un efecto anti-migratorio y anti-invasivo (Tripathi
etal., 2017).

3.3 Transicion epitelio-mesénquima (EMT)

Tanto la EMT como la MET son necesarias para el proceso de metastasis. Mientras que
la EMT moviliza las células en el tumor primario, la MET da como resultado la colonizacion
distal de células cancerosas finalizando el proceso de migracion (Huang et al., 2022). No obstante,
la EMT no es un proceso binario ETM-MET vy ocurre a través de un espectro de estados
intermedios, en los que encontramos tanto EMT como MET parciales. En estos estados las células
expresan combinaciones de marcadores de células epiteliales y mesenquimales y presentan

caracteristicas fenotipicas intermedias (Luond et al., 2021).
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Los factores de transcripcion Snail, Slug, Zebl, Zeb2 y Twistl activan la EMT, por una
parte, induciendo la expresion de genes relacionados con el fenotipo mesenquimal como los que
codifican N-cadherina, Vimentina, Fibronectina, etc. y, por otra parte, reprimiendo la expresion
de marcadores epiteliales como E-cadherina, Ocludina, ZO-1, etc. (Debnath et al., 2022).

En células MDA-MB-231 tratadas y no tratadas con el péptido TcPaSK, se analizé la
expresion de los factores de transcripcion Snail, Snai2 (Slug), Zebl, Zeb2 y Twistl y de los genes
que codifican las proteinas Vimentina, Fibronectina, N-cadherina, E-cadherina, Ocludinay ZO1,
todos ellos relacionados con la EMT. Se observé una disminucion estadisticamente significativa
de la expresion de todos los factores de transcripcidén y marcadores mesenquimales estudiados
implicados en EMT en células MDA-MB-231 tratadas con TcPaSK, a excepcion del
correspondiente transcrito de Twistl que no se detectd en células sin tratar (Figura 29A y B). Sin
embargo, no se observaron diferencias de expresion en los marcadores epiteliales entre células
tratadas y no tratadas con el péptido (Figura 29 C). Mediante Western-Blot se confirmé que los
niveles de la proteina E-cadherina tampoco variaron después del tratamiento de las células MDA-
MB-231 con el péptido TcPaSK durante 24 h (Figura 29D). Estos resultados muestran que,
aunque el péptido TcPaSK reprime la expresion de los marcadores mesenquimales, no se produce
la reversion a un fenotipo epitelial.

En modelos animales se ha demostrado que la represion de la expresion de factores de
transcripcion implicados en EMT disminuyé significativamente la metastasis de los tumores
primarios y, por el contrario, la activacion de estos factores de transcripcion condujo a un aumento
en la metastasis celular (Rubtsova et al., 2022). Es bien conocido el papel de la E-cadherina como
supresor de tumores, pero la evidencia acumulada muestra que también puede desempefiar un
papel como promotor de estos. Muchos carcinomas invasivos y metastasicos, como el cancer de
mama inflamatorio, mantienen la expresion de E-cadherina (Lim et al., 2018). Es decir, esta
proteina puede desempefiar una importante funcién en la progresién del tumor, segln el contexto
de este. Aunque el inicio de la cascada de invasién-metastasis requiere un fenotipo mas
mesenquimal por parte de las células, la colonizacion metastasica exitosa en 6rganos distantes
depende de la reversién al fenotipo epitelial y la reexpresion de E-cadherina (Rubtsova et al.,
2022). En un modelo de carcinoma de mama de raton, se demostr6 que la metastasis dependia de
la activacion local de nichos metastasicos con un fenotipo mas epitelial, incluida la regulacion
positiva de la expresion de E-cadherina (Del Pozo Martin et al., 2015).

Las células cancerosas que experimentan transicion epitelio-mesénquima muestran un
incremento de la expresion de CD44, la cual se presenta en distintas isoformas que se generan por
splicing alternativo regulado por ESRP1 (Epithelial splicing regulatory protein 1) y que poseen
una funcion diferencial en la progresion, metastasis y quimioresistencia en diferentes tipos
tumorales (Chen et al., 2018).
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En células MDA-MB-231, analizamos los niveles de transcritos de ESRP1, de la secuencia
completa de CD44 (19 exones), de la isoforma estandar mas pequefia CD44s (carece de la secuencia
correspondiente a los exones 6-14) y de las distintas variantes CD44v (conteniendo un ndmero
variable de exones como resultado de splicing alternativo) (Figura 30). Se observo que en las células
MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK la expresion del gen ESRP1 aumenta
significativamente, mientras que la de CD44c disminuye significativamente en relacion a las células
sin tratar. En cuanto a la expresion de las isoformas de CD44, los niveles de las variantes CD44s,
CD44v8 y CD44v9 disminuyeron significativamente y no se observd variacion en CD44v5,
CD44v6, CD44v7 y CD44v10 (Figura 30).

En conjunto, estos resultados apoyan que el péptido TcPaSK ejerce un efecto inhibitorio
en el proceso de EMT en las células MDA-MB-231, reprimiendo la expresion de los factores de
transcripcion y marcadores mesenquimales, asi como la de CD44 y algunas de sus isoformas.

La glicoproteina transmembrana CD44 esta relacionada con procesos que permiten a las
células tumorales comportarse como células madre, denominadas CSC. Estos procesos otorgan
capacidad de autorenovacion, de activacion de la EMT y de resistencia a quimioterapéuticos y
radioterapia (Hassn et al., 2021). En la actualidad, existen estrategias terapéuticas dirigidas a
cancer, en distintas fases de desarrollo clinico, que bloguean CD44 o reducen su expresién (Chen
et al., 2018). Podemos hipotetizar que la disminucién de los niveles del transcrito de CD44c como
resultado del tratamiento con el péptido TcPaSK, se corresponderia con un efecto del mismo
impidiendo la adquisicion del fenotipo CSC promovido por EMT en células epiteliales,
corroborando asi su potencial como agente anticancerigeno.

La funcionalidad de las diferentes isoformas producto del gen CD44 no esta
completamente establecida. Se ha descrito que las isoformas variables CD44v estan presentes en
tumores metastaticos y que el cambio de isoformas CD44v a la estdndar CD44s esta asociado con
EMT y con la represion de la expresion de ESRP1 que actla como regulador post-transcripcional
de CD44 (Chen et al., 2018). El factor de transcripcion Snail modula el splicing alternativo de
CD44, regulando negativamente la expresion de ESRP1, lo cual resulta en un descenso de los
niveles de las isoformas CD44v y un aumento de la isoforma CD44s (Reinke et al., 2012).

En células MDA-MB-231, el efecto del péptido TcPaSK disminuyendo la expresion del
gen Snail se correlaciona con el aumento de la expresion del gen ESRP1 y la reduccion de los
niveles de la isoforma CD44s. Sin embargo, no se observa el esperable aumento de las isoformas
CD44v (incluso la expresion de las isoformas CD44v8 y CD44v9 disminuye), lo cual podria ser
atribuido al hecho de que, en respuesta al tratamiento con el péptido, la expresion de CD44c
disminuye. Por esta misma razon, no es posible concluir que la disminucion de CD44s se deba

exclusivamente a la accion de ESRP1.
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Figura 29. Expresion diferencial de
factores de transcripcion y genes
marcadores de EMT en células MDA-
MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK.
Mediante RT-gPCR se analizé la expresion
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3 réplicas bioldgicas. (Test t-Student, *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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Figura 30. Analisis de la expresion de isoformas de CD44 tras el tratamiento de células MDA-MB-231 con el péptido TcPaSK. Mediante RT-qPCR se analiz6 la
expresion de los genes que codifican para ESRP1 y para las diferentes isoformas de CD44 en células MDA-MB-231 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (100
pg/mL) durante 24 h. En las gréficas se representan las medias + SE de 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001).
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Numerosos estudios evidencian el papel de los miARNSs en la regulacion de la EMT. Una
de las familias més estudiadas y mejor conservadas implicadas en esta regulacion es la del miR-
200, la cual incluye cinco miARNSs codificados en dos grupos. Un grupo formado por miR-200a,
miR-200b y miR-429, y el otro por miR-200c y miR-141 (Wellner et al., 2009; Fridrichova y
Zmetakova, 2019). En varios tipos de canceres se ha descrito el papel de miR-200 reprimiendo la
expresion de los factores de transcripcion mesenquimales Zebl y Zeb2 (Zaravinos, 2015).
Comprobamos mediante RT-gPCR la expresion diferencial de la familia miR-200 en células
MDA-MB-231 tratadas y no tratadas con el péptido TcPaSK (Figura 31A, By C), observandose
un aumento estadisticamente significativo de la expresion de los miR-200a, b y ¢ en las células
tratadas con el péptido TcPaSK respecto a las no tratadas. Esto concuerda con la disminucion de
la expresion de los genes Zeb1 y Zeb2 descrita anteriormente tras el tratamiento con el péptido
(Figura 29). El incremento de la expresion de los miR-200a y b en las células tratadas con el
péptido se confirmé mediante amplificacion por PCR de la secuencia del pri-miR200a en el que
estan codificados el miR-200a y b (Figura 31D). No se pudo detectar producto del pri-miR200c
tras amplificacion por PCR.
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Figura 31. Expresion de la familia miR-200 en células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK.
Analisis mediante RT-qPCR de la expresion de miR-200a (panel A), de miR-200b (panel B) y de miR-200c (panel
C) en células MDA-MB-231 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 24 h. En las
graficas se representan las medias + SE de 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05, **p <0,01). D) Electroforesis del producto amplificado
por PCR correspondiente al pri-miR que codifica miR-200a y b (pri-miR-200a).
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La EMT es una forma de plasticidad celular critica para la progresion del cancer hacia la
metéastasis. Se ha postulado que el equilibrio entre los estados epitelial y mesengquimal esta
controlado por una doble retroalimentacion negativa entre la familia miR-200 y los factores de
transcripcion Zeb 1/2 (Cavallari et al., 2021). Asi, se ha demostrado que la alteracion del
equilibrio ZEB/miR-200 puede conducir al cambio reversible entre los estados epitelial y
mesenquimal (Gregory et al., 2011). Cuando se retiran las sefiales de induccion de la EMT, solo
las células que presentan niveles bajos de Zeb1/2 revierten a fenotipo epitelial inmediatamente,
indicando que la activacion de Zeb supone un punto critico para las células que experimentan
EMT (Jolly et al., 2015). La ausencia de variacion en la expresion de los marcadores epiteliales
analizados en las células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK, podria explicarse por el
efecto particular de este péptido sobre el equilibrio ZEB/miR-200, evitando la reversion de las
células a un fenotipo epitelial. A pesar de desconocer la base molecular, nuestros resultados
muestran que TcPaSK activa determinados programas transcripcionales que inhiben la expresion
de genes necesarios para promover la movilizacion celular, no incrementan la expresion de genes
que codifican proteinas necesarias para la colonizacion en 6rganos distantes y, por tanto, impiden
la metastasis.

Las terapias dirigidas a EMT combinadas con quimioterapia convencional pueden
mejorar la sensibilidad de las células tumorales a la medicacién en la etapa temprana del
desarrollo del cancer (Shen et al., 2019), y en etapas posteriores de la enfermedad los inhibidores
de la EMT pueden reducir la proporcién de CSC en el tumor primario y prevenir la adhesién y la
colonizacién de células tumorales circulantes (Huang et al., 2022). El péptido TcPaSK podria

constituir un eficaz coadyuvante para este tipo de tratamientos.

4. Reconocimiento celular del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231

4.1 Estudio de la interaccion del péptido TcPaSK con la integrina avp3

Los receptores de adhesion y sefalizacion celular de la superfamilia de las integrinas
desempefian una funcion esencial en la adhesion de las células a la matriz extracelular (Kapp et
al., 2017; Sani et al., 2021). La subfamilia de integrinas av esta constituida por cinco miembros
(avBl, avP3, avps, avp6 and avp8) caracterizados por reconocer proteinas que contienen el
motivo RGD (Nieberler et al., 2017). De ellos, la integrina avp3 se ha demostrado que se
encuentra sobreexpresada particularmente en canceres agresivos, incluidos el de mama, el de
pulmdn, el melanoma, el gliobastoma, el de pancreas y el de prostata (Hosotani et al., 2002; Sloan
et al., 2006; Jin et al., 2012; Russo et al., 2013; HeR et al., 2014; Stojanovic et al., 2018). Por
ello, la presencia de esta integrina se relaciona con una mayor capacidad celular de migracion,

adhesidn e invasion durante la progresion del tumor (Sheldrake y Patterson, 2014). Se ha descrito
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que las células MDA-MB-231 presentan niveles muy elevados de la integrina de union a ligandos
RGD avp3 (Hill et al., 2019).

El péptido TcPaSK posee en las posiciones 17 a 19 de su secuencia proteica un triplete
de aminoacidos RGG (Arg-Gly-Gly) (Tabla 6) que podria realizar un papel similar al del motivo
representativo de adhesion RGD que es reconocido por la integrina avf3, dando cuenta de la
interferencia en la capacidad de adhesion de las células tumorales MDA-MB-231 tratadas con
dicho péptido que mostramos en el apartado 3.1. En células MDA-MB-231 analizamos, mediante
microscopia confocal, el efecto de la incubacion, previamente al tratamiento con el péptido
TcPaSK-FITC, por una parte, con un péptido RGD y, por otra, con un anticuerpo anti-integrina
avp3 (Figura 32).

En las células MDA-MB-231 tratadas con TcPaSK-FITC, tanto durante 15 min como
durante 1 h, se observa el péptido unido a la membrana y su posterior internalizacion en el
citoplasma celular (Figura 32A y B). En las imagenes de las células que se preincubaron con el
péptido RGD, apenas se observa sefial de TcPaSK cuando se trataron con TcPaSK-FITC durante
15 min (Figura 32C), mientras que, cuando el tratamiento con el mismo se prolongo hasta 1 h,
detectamos sefial correspondiente al péptido TcPaSK-FITC tanto en la membrana como en el
interior de las células (Figura 32D). Cuando las células se preincubaron con el anticuerpo anti-
integrina avp3, practicamente no se detecto la presencia del péptido TcPaSK ni en la membrana
ni en el interior de las células, independientemente de que el tiempo de tratamiento con el péptido
TcPaSK-FITC fuera de 15 min o de 1 h (Figura 32E y F). Estos resultados apoyan la posible
interaccion directa del péptido a través de integrinas avp33 presentes en la membrana de las células
MDA-MB-231, alterando asi las condiciones de adhesién celular en el entorno de la matriz

extracelular.
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15 min TcPaSK-FITC 1h

S0pm

15 min TcPaSK-FITC + RGD 1h

S0pm

15 min TcPaSK-FITC + Anti-avp3 1h

50pm

Figura 32. Analisis mediante microscopia confocal de la interaccion del péptido TcPaSK con células MDA-
MB-231. Imagenes de células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK-FITC (25 pg/mL) durante 15 min
(A) 0 1 h (B), previa incubacioén durante 30 min con péptido RGD (1 mg/mL) (C y D) o con anticuerpo anti-av3
(10 pg/mL) (E y F). Imagenes representativas de 3 experimentos independientes. Fluorescencia azul corresponde
a nucleos tefiidos con Hoechst; fluorescencia verde corresponde a regiones en las que se localiza TcPaSK-FITC.
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Las integrinas que unen motivos RGD desempefian un papel crucial en la adhesion y
sefializacién celular en las células tumorales, regulando procesos como apoptosis, metastasis o
anti-angiogénesis (Ludwig et al., 2021). Entre las integrinas, la avp3 es la mas importante en el
proceso de angiogénesis (Brooks et al., 1994; Kumar, 2003), ya que se ha demostrado que la
inhibicioén de la actividad de la integrina avf3 por anticuerpos monoclonales, péptidos RGD
ciclicos antagonistas y peptidomiméticos inhibe la angiogenesis (Liu et al., 2008). Ademas, la
inhibicion de la integrina avB3 en células hipdxicas, con inhibidores especificos o con siRNA,
disminuye los niveles intracelulares de HIF-1a (Skuli et al., 2009). El efecto del péptido TcPaSK
sobre la angiogénesis y la acumulacion de HIF-1a en condiciones de hipoxia en las células MDA-
MB-231 es compatible con su interaccion con la integrina avf3.

Existe un tipo de péptidos denominados péptidos dirigidos a tumores que contienen
motivos RGD a través de los cuales se unen especificamente a moléculas de la superficie de las
células tumorales o de la vasculatura tumoral, particularmente a la integrina avp3, alterando la
adhesién de las células, la diferenciacién y la migracion celular, y la metastasis (Norouzi et al.,
2022). En el diagndstico y tratamiento de tumores, las estrategias terapéuticas basadas en el uso
de RGD resultan especialmente atractivas puesto que los receptores de integrinas y sus ligandos
se internalizan eficientemente en las células via endocitosis mediada por receptor. Las mas
extendidas se fundamentan en la conjugacion de diferentes farmacos anticancerigenos con
oligopéptidos que contienen la secuencia RGD o con TTPs que, aunque carecen de actividad
antitumoral inherente, permiten liberar el agente anticancerigeno en el interior de la célula.

La interacciéon del péptido TcPaSK con la integrina avp3 en células MDA-MB-231
hemos postulado que se produciria mediante el reconocimiento del tripéptido RGG contenido en
su secuencia. En nuestro conocimiento, no se ha explorado la capacidad antitumoral de moléculas
que presentan secuencias RGD-like, aunque si se han identificado proteinas con motivos RGD-
like que son reconocidas por integrinas. La glicoproteina de la matriz extracelular tenascina-C de
Latimeria chalumnae posee dos motivos de union a integrinas, identificados experimentalmente:
el motivo IDG de unidn a la integrina 09B1; y, en lugar del motivo canénico RGD de union a la
integrina avf33, un motivo RGG, a través del cual también es reconocido por esta ultima integrina
(Adams et al., 2015). Ademas, se ha propuesto que Streptococcus gordonii interacciona
especificamente con la integrina allbp3 (el receptor més abundante en la superficie de las
plaquetas de la sangre humana), a través de dos regiones RGD-like (RGG y RGT) presentes en la
secuencia de la proteina platelet adherence protein A (PadA) de la membrana celular de la
bacteria, provocando la activacion de las plaquetas que conduce a complicaciones trombdticas
(Keane et al., 2010).

La caracterizacion del péptido TcPaSK, realizada en la presente tesis doctoral, pone de

manifiesto su gran potencial para uso clinico, puesto que integra tres de las caracteristicas que
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idealmente se consideran esenciales en un péptido terapéutico: reconocimiento especifico de las

células tumorales, interaccién con la membrana y citotoxicidad.

4.2 Andlisis de correlacién entre la subunidad B3 de las integrinas y la expresion génica
de marcadores mesenquimales en distintos tipos de carcinomas

Kariya et al. (2021) encontraron que en tejidos de adenocarcinoma de pulmon existia una
correlacion positiva entre el aumento de expresion de la subunidad B3 de la integrina avp3 y de
los factores de transcripcion Zebl y Zeb2, los marcadores mesenquimales vimentina y
fibronectina y la subunidad av de la integrina.

Con la finalidad de explorar la relacion entre la subunidad B3 y los marcadores de EMT
en otros tipos de carcinomas, en colaboracion con Cynthia Chardi, utilizamos esta misma
aproximacion, seleccionando para el analisis de correlacién la expresion de los genes que
codifican para los factores de transcripcion Snail y Zebl y de los marcadores mesenquimales
Vimentina y Fibronectina. Empleamos las bases de datos de RNA-Seq data del The Cancer
Genome Atlas (TCGA) en tejidos de cancer de mama, pulmén, colon, melanoma, higado, prostata,
ovario, pancreas, tiroides, Utero y vejiga (Figura 33). La expresion de los cuatro marcadores de
EMT seleccionados se correlaciona positivamente con 33 en casi todos los carcinomas analizados,
a excepcion del melanoma, el carcinoma de tiroides y el carcinoma de Utero, en los que la
expresion de la vimentina se correlaciona negativamente con 3.

En los carcinomas de mama, pulmén, colon, higado, préstata, ovario, pancreas y vejiga,
en los que se vio una correlacién positiva en todos los marcadores, el péptido TcPaSK podria ser

de utilidad terapéutica.
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Figura 33. Analisis de correlacion entre la expresion génica de la integrina B3 y de marcadores
mesenquimales en distintos tipos de carcinomas. Datos de RNAseq de integrina 3, Snail, Zebl, Vimentina
(VIM) y Fibronectina (FN) obtenidos a partir de las bases de datos The Cancer Genome Atlas (TCGA). Carcinomas:
A) Mamario, B) Pulmén, C) Colon, D) Melanoma, E) Higado, F) Prostata, G) Ovario, H) Pancreas, 1) Tiroides, J)
Utero, K) Vejiga. En las gréficas se muestra el coeficiente de Spearman (rho) y el p-valor (p).
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El desarrollo del programa de EMT es particular de cada tipo de cancer y su capacidad
metastasica va a depender de las sefiales de induccion de EMT a las que se ven expuestas las
células cancerosas a lo largo de la dinamica espacio-temporal de la progresion del tumor. Las
células cancerosas que experimentan EMT en el sitio primario del tumor que poseen la habilidad
de revertir los procesos de EMT a MET pueden inhibir la progresion del cancer mediada por
EMT. En contraposicidn, en el sitio secundario, las células cancerosas que reciben sefiales de
induccion de MET promueven la colonizacion y el crecimiento del tumor en sitios secundarios.

La linea celular MDA-MB-231 exhibe un fenotipo mesenquimal-like que dota a las
células de caracteristicas que las hacen altamente metastasicas. En dicha linea celular, hemos
mostrado que el efecto del péptido TcPaSK no conduce a una reversion completa a fenotipo
epitelial.

Para conseguir una vision representativa de la contribucién de la EMT a la cascada
metastasica en un tipo particular de cancer es necesario determinar los niveles de factores de
transcripcion y marcadores mesenquimales y epiteliales que lo caracterizan. La aproximacion in-
silico empleada, nos ha permitido acceder a un gran nimero de estos datos en una gran variedad
de tumores, para posteriormente poder seleccionar lineas celulares idoneas en las que validar el
efecto del péptido TcPaSK observado en células MDA-MB-231.

5. Accion antitumoral del péptido TcPaSK en células tumorales de pulmén

De entre los carcinomas que muestran una correlacion positiva entre el aumento de
expresion de la subunidad B3 de la integrina avP3 y de los marcadores mesenquimales analizados
en el apartado 4.3, el cancer de pulmén es la primera causa de muerte por cancer, seguido del
cancer de colon y de higado (Sung et al., 2021). Alrededor del 81% de los canceres de pulmon
son de células no pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés) y la tasa de supervivencia a 5 afios
para los pacientes con este tipo de cancer es solo del 21% (American Cancer Society, 2023).

La linea celular A549, que deriva de NSCLC, se utiliza ampliamente en investigacion
como modelo de estudio de cancer de pulmon y para el desarrollo de farmacos en terapias
dirigidas a este tipo de cancer (Barosova et al., 2021). Seleccionamos dicha linea celular para
evaluar el efecto del péptido TcPaSK sobre otra variedad tumoral, llevando a cabo el mismo tipo

de experimentos realizados en la linea celular de cancer mama MDA-MB-231.

5.1 Actividad del péptido TcPaSK en células A549

Se realizaron ensayos MTS para analizar el efecto del péptido TcPaSK en la viabilidad
de células A549 tratadas con diferentes concentraciones de TcPaSK. Se observd una disminucion
de la viabilidad celular estadisticamente significativa en todas las concentraciones con respecto a

las células sin tratar (Figura 34). Estos resultados indican que el péptido TcPaSK altera la

108



Resultados y discusion

viabilidad de las células A549, pero la citotoxicidad del péptido frente a esta linea celular es
mucho menor que frente a la linea celular MDA-MB-231, ya que una concentracion de péptido
de 700 pg/mL que reduce la viabilidad de las células de mama al 50% (Figura 19) tan solo tiene

un efecto de alrededor de un 20% de reduccion de la viabilidad en la linea celular de pulmén.

120
100

*hKk * ** dedede —_— o
*kk

8
6
4
2
0

0 100 200 350 450 600 800

1000

o O O O

% Viabilidad celular

Concentracion TcPaSK (ug/mL)

Figura 34. Efecto del péptido TcPaSK en la viabilidad de células tumorales de pulmon. Ensayo MTS de células
A549 no tratadas y tratadas con diferentes concentraciones de TcPaSK durante 72 h. Se representan las medias + SE
de al menos tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
(Test t-Student, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001).

Se han llevado a cabo un buen nimero de estudios con péptidos dirigidos a células
cancerosas de pulmén, aunque muchos de ellos o bien utilizan células de adenocarcinomas
diferenciados, o bien no son suficientemente robustos debido a selectividad parcial hacia células
NSLC (Chi et al., 2017). En la base de datos “Cancer PPD” se recogen ensayos realizados en la
linea celular A549, incluyendo valores de citotoxidad experimentalmente verificados de 55
péptidos anticancerigenos lineales, mayoritariamente con regiones de estructura a-helicoidal, y
con ICso muy diversas. Se ha ensayado el efecto de algunos AMPs de insectos en células de
pulmoén, entre ellos el péptido sintético CB1, derivado del AMP Cecropina B, que mostro
citotoxicidad selectiva frente a diferentes lineas celulares de cancer de pulmén sin afectar células

sanas (Huang et al., 2014).

El andlisis de la interaccion del péptido TcPaSK con las células A549 mediante
microscopia confocal mostrd que, tras 15 min de incubacién con el péptido, este se encuentra
principalmente unido a la membrana celular, aunque también se detecta péptido en el interior de
la célula con un patrén punteado tipico de vesiculas (Figura 35A), al igual que se observé en
células MDA-MB-231 (Figura 23A). Cuando las células A549 se trataron con el péptido durante
1 h este se localizo particularmente en el interior de la célula, pero no en el nicleo (Figura 35A).

El andlisis mediante microscopia confocal de la interaccion del péptido TcPaSK con las
células A549, llevado a cabo mediante tratamiento de las mismas con TcPaSK-FITC y con IP,
puso de manifiesto que el péptido TcPaSK dafia la membrana plasmética de las células A549,

permitiendo al IP penetrar en el interior de las células (Figura 35B).
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Figura 35. Interaccion del péptido TcPaSK con células A549. Imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal. A) Células A549 tratadas con TcPaSK-FITC (25 pg/mL) durante 15 min y 1 h. B) Células A549 no
tratadas y tratadas con TcPaSK-FITC durante 1 h y posteriormente incubadas con IP durante 10 min. Imagenes
representativas de 3 experimentos independientes. Fluorescencia azul corresponde a ntcleos tefiidos con Hoechst;
Fluorescencia verde regiones en las que se localiza TcPaSK-FITC; y fluorescencia roja donde se encuentra IP.

Tras la tincion de células A549 tratadas con el péptido TcPaSK con el marcador de
lisosomas LysoTracker™RedDND-99, se observo, junto con el patrén punteado de fluorescencia
verde correspondiente al péptido TcPaSK (flechas blancas Figura 36A), los endosomas tardios y
lisosomas presentes en las células A549 (Figura 36B), que colocalizan con el péptido en algunos
puntos (flechas discontinuas Figura 36C y D). Al igual que en las células MDA-MB-231 (Figura
24), las imagenes de microscopia confocal de las células A549 sugieren que el péptido es
transportado al interior de la célula a través de vesiculas y se degrada via lisosomas, lo cual apoya

que la internalizacidon del péptido podria producirse por endocitosis.

110



Resultados y discusion
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Figura 36. Internalizacion de TcPaSK en células A549. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de
células A549 tratadas con TcPaSK-FITC (200 pug/mL) durante 1 h y posteriormente tefiidas con LysoTracker™
Red DND 99 (75 nM). A) Deteccion de la fluorescencia del péptido TcPaSK-FITC. B) Deteccion de la
fluorescencia de LysoTracker™ Red DND 99 en las células, correspondiente a endosomas tardios y lisosomas. C)
Superposicidn de las imagenes A) y B), con magnificacion de dos secciones en las que la flecha blanca muestra el
péptido TcPaSK y la flecha discontinua muestra lisosomas que colocalizan con el péptido TcPaSK. Imagenes
representativas de 2 experimentos independientes. La fluorescencia azul corresponde a los nucleos de las células
tefiidos con Hoechst.

Los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular y de interaccion con la
membrana con dos tipos de lineas celulares cancerosas caracterizados por una gran capacidad
invasiva y de metastasis, como son MDA-MB-231 y A549, muestran un modo de accién comdn

del péptido TcPaSK. A concentraciones subcitotoxicas, el péptido TcPaSK exhibe toxicidad
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selectiva hacia las células tumorales, posee capacidad citolitica y penetra en las células por

endocitosis a través de vesiculas.

5.2 Efecto del péptido TcPaSK sobre factores que determinan la progresién del cancer y la
metéstasis en células A549

Mediante Western-Blot se analizaron los niveles de la proteina HIF-1a en células A549
tratadas y no tratadas con el péptido TcPaSK, en condiciones de normoxia e hipoxia (Figura 37).
Observamos que, en las células no tratadas con el péptido y sometidas durante 24 h 0 48 h a
condiciones de hipoxia, HIF-1a se acumula porque, tal como se ha descrito en la bibliografia, no
es degradada tan rapidamente como ocurre a altas concentraciones de O.. En las células tratadas
24 h con el péptido, en condiciones de normoxia la cantidad de HIF-1a es mayor que en las células
no tratadas, mientras que en condiciones de hipoxia apenas se observa variacion. En células
tratadas 48 h con el péptido, aunque tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia se observa
una disminucion en la cantidad de HIF-1a, es tras una exposicion a condiciones de hipoxia aguda

cuando el efecto del péptido TcPaSK es mucho mas notable.
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Figura 37. Western-Blot de la proteina HIF-1a en células A549 tratadas con TcPaSK en condiciones de
hipoxia. Bandas correspondientes a la cantidad relativa de proteina HIF-1a. Las células A549 se trataron con
TcPaSK (200 pg/mL) durante 24 y 48 h en condiciones de normoxia (O2 21%) e hipoxia (O2 1%). GAPDH se us6
como proteina constitutiva de referencia.

La disminucion de los niveles de HIF-1a en condiciones de hipoxia que se observa tanto
en las células de mama MDA-MB-231 (Figura 26) como en las células pulmén A549 (Figura 37)
sugiere que el péptido puede interferir en la progresion del cancer mediada por HIF-1a.

En el microambiente tumoral del cancer de pulmon la hipoxia es la caracteristica méas
comun y afecta al metabolismo, a la progresion del cancer y a la metéastasis que permite a las
celulas tumorales malignas desplazarse e invadir tejidos circundantes y distantes (Ziotkowska-

Suchanek, 2021). La hipoxia y los elevados niveles de ROS modifican el microentorno del tumor,
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disrumpiendo la distribucion simétrica de fosfolipidos entre las caras interior y exterior de la
membrana plasmatica. Como resultado, se exponen las fosfatidilserinas anidnicas de la capa
externa que son muy abundantes en las membranas de las células tumorales, facilitando su
reconocimiento por ACPs catidnicos en una primera fase de interaccion con la membrana celular
(Ghaly et al., 2023).

En la mayoria de canceres humanos, incluyendo cerebro, mama, pulmén, pancreas, colon,
ovario y prostata, se detectan elevados niveles del HIF-1 en relacion con los tejidos sanos
(Mabjeesh and Amir, 2007). El factor de transcripcion HIF-1o media la adaptacion de las células
cancerosas a un entorno hipdxico, regulando genes involucrados en funciones celulares clave y
contribuyendo a incrementar la agresividad de los tumores (Liu et al., 2022b). Diversos estudios
muestran una correlacion significativa entre la sobreexpresion de HIF y un prondstico méas
desfavorable y menor tasa de supervivencia de los pacientes de cancer. Actualmente, se estan
investigando estrategias terapéuticas que tengan como diana HIF-1a para frenar la progresion de
varios tipos de cancer (Jing et al., 2019), y se ha propuesto que HIF-1a podria ser utilizado como
un marcador de prondstico de supervivencia (Zhang et al., 2021). Se abre asi también la
oportunidad de investigar el posible valor predictivo de HIF-1a para evaluar la respuesta al

tratamiento con el péptido TcPaSK en distintos tipos de tumores.

Se examind la capacidad del péptido TcPaSK para alterar la migracién e invasion de
células A549, realizando ensayos de cicatrizacion de herida y cuantificando las células que, tras
tratamiento con el péptido TcPaSK, fueron capaces de migrar a través de una membrana de
policarbonato (migracién) o degradar la matriz extracelular antes de migrar (invasién). Se observé
una disminucién en la capacidad de cierre de la herida (Figura 38A) y una disminucion
estadisticamente significativa en la capacidad de migracion e invasion de las células A549 tratadas
con TcPaSK (Figura 38B y C).

Estos resultados demuestran que, al igual que ocurre en las células MDA-MB-231, el
péptido TcPaSK es capaz de disminuir la capacidad metastasica de las células A549, por lo que

en estas células estudiamos también la contribucion funcional del proceso de EMT a la metéstasis.
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Figura 38. Efecto sobre la capacidad de migracion e invasion de células A549 tratadas con el péptido
TcPaSK. A) Imagenes de microscopia 6ptica del ensayo de cicatrizacion de herida tomadas a tiempo 0 y 24 h.
Estria realizada en la monocapa de células A549 confluentes. B) Cuantificacion de la fluorescencia relativa (RFU)
de células que migran a través de la membrana de policarbonato. C) Cuantificacién de células que degradan la
matriz extracelular tefiidas con CyQuant® GR (invasion celular). Los ensayos fueron realizados en células A549
no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (200 pg/mL). En las gréficas se representan las medias + SE de 4
réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-
Student, **p < 0,01, ***p <0,001).

El anélisis mediante RT-qPCR de la expresion de factores de transcripcion implicados en
la EMT (Snail, Slug, Zebl, Zeb2 y Twistl) y genes marcadores mesenquimales y epiteliales
implicados en la EMT (Vimentina, Fibronectina, N-cadherina, E-cadherina, Ocludinay ZO1) en
células A549 tratadas con el péptido TcPaSK mostrd una disminucion de la expresion
estadisticamente significativa en todos los factores de transcripcion analizados, excepto Zeb2, y
de la de todos los marcadores mesenquimales estudiados (Figura 39A y B). Sin embargo, no se
observaron diferencias de expresion en los marcadores epiteliales entre células tratadas y no
tratadas con el péptido (Figura 39C). Mediante Western-Blot se confirmé que los niveles de la
proteina E-cadherina tampoco variaron después de 24 h de tratamiento de las células A549 con el
péptido TcPaSK (Figura 39D). En células MDA-MB-231 obtuvimos estos mismos resultados que
indican que el péptido TcPaSK revierte laEMT a MET de forma parcial. En ambas lineas no varia
la expresion del marcador epitelial E-cadherina, aunque los niveles de los correspondientes

transcritos son mucho mas elevados en la linea A549 que en la MDA-MB-231.
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Figura 39. Expresion diferencial de
factores de transcripcion y genes
marcadores de EMT en células A549
tratadas con el péptido TcPaSK. A)
Factores de transcripcion. B) Marcadores
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cadherina. Las células A549 se trataron con
el péptido TcPaSK (200 pg/mL) durante
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Tras el tratamiento de las células A549 con el péptido TcPaSK, la represion observada
del factor de transcripcion Zebl (Figura 39A), regulado por miR200, se correlaciona con un
aumento estadisticamente significativo de la expresion de los miR-200a y c, respecto a las no
tratadas, (Figura 40A), asi como del pri-miR200a (transcrito primario de miR200a y b) (Figura
40B). El miR-200b no se pudo amplificar en células A549.

Se ha descrito que la expresion de la familia miR-200 se encuentra reprimida en cancer
de pulmén metastasico, comparando su expresion con la de tumores primarios, y se ha asociado
miR-200c como marcador de supervivencia en estadios tempranos de NSCLC (Garinet et al.,
2021). Tanto en la linea celular MDA-MB-231 como en la A549 observamos un aumento
significativo de la expresion de los transcritos primarios miR200a y c en las células tratadas con
TcPaSK (Figura 31B y Figura 40B).

A
miR-200a miR-200c
8 %
kS o S 12E-05
3 9,0E-06 3 I
S g
o
2_ 60806 e 8,0E-06
3 Z S<
g 3,0E-06 % 4,0E-06
(7-_3 0 ;i 0
= Control ~ TcPaSK Control  TcPaSK

Trénscrito pri-miR-200a
O —

Control TcPaSK

Figura 40. Expresion de la familia miR-200 en células A549 tratadas con el péptido TcPaSK. A) Analisis
mediante RT-gPCR de la expresion de miR-200a y ¢ en células A549 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK
(200 pg/mL) durante 24 h. B) Electroforesis del producto amplificado por PCR correspondiente al pri-miR200a
que codifica para miR-200a y b en células A549 no tratadas y tratadas con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) durante
24 h. En las gréficas se representan las medias + SE de 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05, **p < 0,01).

Los miARNs se transcriben como transcritos primarios mucho mas grandes (pri-
mMiARNS). En diversos estudios se ha visto que los pri-miARN de plantas contienen pautas de
lectura abiertas que codifican para péptidos reguladores de sus propios miARNs (Lauressergues
et al., 2015; Sharma et al., 2020; Ormancey et al., 2021). Recientemente, se ha encontrado en
humanos un pri-miR200 con ORFs que codifican para los péptidos miPEP-200a y miPEP-200b
en células tumorales que se ha descrito que inhiben la migracion celular regulando la EMT vy se
ha propuesto su utilidad como marcadores de diagndstico de metéastasis 0 como agentes

terapéuticos (Fang et al., 2017). Algunos estudios sugieren que estos miPEPs podrian actuar
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independientemente de los correspondientes miRNAs (Prel et al., 2021). Estos hallazgos han
abierto un atractivo campo de investigacion sobre la funcion del ADN no codificante y sus
miRNAs no codificantes en cancer y sus aplicaciones terapéuticas.

Al igual gue se hizo en las células MDA-MB-231 (apartado 3.3), analizamos la expresion
del gen ESRPL1, implicado en el cambio de isoformas en CD44 y por ende en la promocién de la
EMT. No se observ variacion estadisticamente significativa en la expresion de ESRP1 (aunque
la tendencia es una reduccion de la expresion en respuesta al tratamiento con el péptido), pero si
una disminucion estadisticamente significativa tanto de la isoforma estandar de CD44 como de la
completa (Figura 41). Estos resultados corroboran que el tratamiento de las células A549 con el
péptido TcPaSK, de igual modo que ocurre en células MDA-MB-231, altera la EMT, provoca
una disminucidn de la forma completa de CD44 que daria cuenta de la reduccion de la expresion
de la isoforma CD44s, y esta no seria debida a una alteracion del splicing mediado por ESRP1.
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Figura 41. Analisis de la expresion de las isoformas de CD44 estdndar y CD44 completa tras el tratamiento
de células A549 con el péptido TcPaSK. La expresion de los genes que codifican para ESRP1 y para las isoformas
CD44 estandar y CD44 completa en células A549 no tratadas y tratadas con (200 pg/mL) durante 24 h se analizd
mediante RT-gPCR. En las gréficas se representan las medias + SE de 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-Student, **p < 0,01).

CD44 es un marcador de células CSC que se ha asociado con una peor prognosis en
pacientes con tumores NSCLC. Hu et al. (2018a) investigaron el efecto de CD44 en la
proliferacion de 6 lineas celulares NSCLC (H1975, H1299, H520, A549, PC-9 y GLCB82)
evidenciando la implicacién de CD44 en la progresion del cancer de pulmén. En células A549,
demostraron que la inhibicion de CD44 mediante siARNs suprime la proliferacion celular y la
capacidad de formar colonias.

El efecto del péptido TcPaSK disminuyendo la movilidad e invasion de las lineas
celulares de cancer de mama y pulmoén estudiadas se correlaciona con una represion de la
expresion de factores de transcripcion, genes marcadores mesenquimales y del gen marcador de
troncalidad CD44, relacionados con EMT. El complejo programa biolégico de EMT es
fundamental en el proceso de carcinogénesis, por lo que tratamientos que incluyan el péptido

TcPaSK pueden constituir una atractiva estrategia terapéutica dirigida a EMT.
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5.3 Reconocimiento y sefalizacion celular del péptido TcPaSK via integrina avp3/TGF-p1,
en células A549

Evaluamos si, como hemos propuesto en el caso de las células MDA-MB-231 (apartado

4.1), la interaccién con la membrana celular por parte del péptido TcPaSK podria estar mediada

por la integrina avf33. Mediante microscopia confocal comprobamos que en células A549 tratadas

con TcPaSK-FITC e incubadas previamente con anticuerpo anti-integrina avp3 el anticuerpo

impide la union del péptido TcPaSK a la superficie de las células A549, sugiriendo asi la

interaccion directa del péptido a través de integrinas avp3 (Figura 42).

TcPaSK-FITC TcPaSK-FITC + Anti-avp3

15 min

1h

Figura 42. Analisis de la interaccion del péptido TcPaSK con células A549 mediante microscopia confocal.
Iméagenes de células A549 tratadas con el péptido TcPaSK-FITC (25 pg/mL) durante 15 min (panel A) o 1 h (panel
B), previa incubacidn durante 30 min con el anticuerpo anti-avp3 (10 pg/mL) (paneles C y D). Fluorescencia azul
corresponde a nicleos tefiidos con Hoechst; fluorescencia verde a regiones en las que se localiza TcPaSK-FITC.

Por otra parte, como se ha descrito en las células MDA-MB-231 (apartado 3.1),
comprobamos que el péptido TcPaSK disminuye la adhesion de células A549 ya que se observd
una reduccién estadisticamente significativa del ndmero de células adherentes cuando son
tratadas con dicho péptido, como también ocurre cuando se bloquea la integrina avp3 por

incubacidn con anti-integrina avp3 (Figura 43A).
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Se ha descrito que la expresion de los genes de algunas de las integrinas, y entre ellas la
avp3, esta inducida por el factor de crecimiento TGF-B1 durante la EMT (Mori et al., 2015). El
incremento de la migracion de células de glioma mediada por TGF-f via induccidn de la expresién
de la integrina avp3 fue bloqueada por equistatina, péptido de 49 aminodcidos derivado del
veneno de serpiente, que contiene el motivo RGD y es un potente antagonista de la integrina av[33
(Platten et al., 2001).

Se realizaron ensayos de migracion celular en células A459 tratadas con el péptido
TcPaSK, inducidas y no inducidas previamente con TGF-B1 (Figura 43B). El tratamiento de las
células con TGF-B1 produjo un aumento estadisticamente significativo de la migracion celular.
A pesar de ello, en las células inducidas con TGF-B1 y tratadas con el péptido TcPaSK se observo
una disminucion estadisticamente significativa de la migracion celular. Estos resultados apoyan

que la integrina avp3 puede ser una diana del péptido TcPaSK.
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Figura 43. Efecto del péptido TcPaSK sobre la adhesion y la migracion de células A549 inducidas por TFG-
B1. A) Cuantificacion del porcentaje de células adherentes. Ensayos realizados en células A549 control y tratadas
con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) y anti-avp3 (10 pg/mL). B) Cuantificacion de migracion celular en células
Ab549 inducidas con TFG-B1 (5 ng/mL) control y tratadas con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) durante 24 h. En
las gréficas se representan las medias + SE de al menos réplicas 3 bioldgicas con 4 réplicas técnicas cada una. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-Student, **p < 0,01, ***p
<0,001).

El efecto de TGF-f en el desarrollo tumoral es muy variable y depende fundamentalmente
del tipo celular y del contexto del microambiente tumoral en el que se encuentren las células. Se
ha demostrado que la integrina avp3 participa en la transduccion de seales de diversas vias
implicadas en proliferacion tumoral y metastasis (Cheng et al., 2021) y puede inducir EMT
parcial, independientemente de la sefializacion via TGF-B1 en células tumorales de pulmoén
(Kariya et al., 2021). Los detalles moleculares del circuito de sefializacion alterado por efecto del

péptido TcPaSK requieren de un futuro andlisis en profundidad.
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6. Efecto citotdxico de tratamientos combinados del péptido TcPaSK con agentes
quimioterapéuticos en lineas celulares de cancer de mama y de pulmén

La terapia del cancer basada en la combinacion de compuestos quimioterapéuticos con
péptidos anticancerigenos esta emergiendo como una importante estrategia para lograr efectos
sinérgicos en la lucha contra el cancer, ya que se ha demostrado que sensibilizan a las células
frente a los farmacos y minimizan los problemas de la quimioterapia convencional
(Thundimadathil, 2012).

Los resultados del efecto antitumoral del péptido TcPaSK a concentraciones
subcitotoxicas, observados tanto en la linea celular MDA-MB-231 como en la A549, sugieren
que dicho péptido podria potenciar el efecto de la quimioterapia. En este apartado evaluamos el
efecto citotoxico en células tumorales MDA-MB-231 y A549 del tratamiento combinado del
péptido TcPaSK con compuestos quimioterapéuticos.

6.1 Evaluacion de la actividad citotoxica de tratamientos combinados del péptido TcPaSK
con diferentes compuestos quimioterapéuticos en células MDA-MB-231

En el andlisis protedmico diferencial realizado anteriormente en nuestro laboratorio
mediante SWATH, se encontraron 14 proteinas cuya cantidad relativa disminuia en células MDA-
MB-231 tratadas con concentraciones subcitotoxicas del péptido TcPaSK con respecto a las no
tratadas (Robles-Fort et al., 2021). Se ha descrito que la represion de los genes que codifican para
4 de estas 14 proteinas (LARP1, ASNAL, UROD y TM9SF4) esta asociada con la sensibilizacion
de las células tumorales a la radioterapia y al tratamiento con distintos agentes
guimioterapéuticos, como el cisplatino, el paclitaxel y el 5-fluoracilo, en diferentes tipos de cancer
(Hemmingsson et al., 2009; Ito et al., 2011; Lozupone et al., 2015; Hopkins et al., 2016). Con la
finalidad de determinar si la reduccién observada tras el tratamiento con el péptido TcPaSK en
las cuatro proteinas anteriores se debe a la represion transcripcional de los genes que las codifican
0 a una regulacién post-transcripcional, se realizaron analisis mediante RT-qPCR de la expresion
de dichos genes en células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK. Se observé una
disminucién estadisticamente significativa en la expresion de los cuatro genes estudiados (Figura
44), correlacionable con la reduccién de las correspondientes proteinas detectada en el analisis
protedmico previo. Estos resultados avalan la potencialidad del péptido TcPaSK para su
utilizacion en el desarrollo de estrategias de sensibilizacion a la quimioterapia en células

tumorales de mama.
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Figura 44. Efecto del tratamiento de células MDA-MB-231 con el péptido TcPaSK en la expresion de genes
que sensibilizan a las células frente a quimioterapia. La expresion de los genes LARP1, ASNA, UROD y TM9SF4
se analizé mediante RT-qPCR en células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK (100 pg/mL) durante 48
h. En las gréficas se representan las medias + SE de al menos tres réplicas biol6gicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Test t-Student, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001).

En experimentos realizados en colaboracién con el Laboratorio de Polimeros
Terapéuticos del Centro de Investigacion Principe Felipe evaluamos la viabilidad de células
MDA-MB-231 en tratamientos combinados utilizando concentraciones subcitotoxicas del
péptido TcPaSK con compuestos quimioterapéuticos que presentan diferente modo de accién,
como son doxorrubicina, cisplatino, paclitaxel y 5-fluorouracilo.

En las células MDA-MB-231 tratadas con el péptido TcPaSK en combinacion con
doxorrubicina o con cisplatino se observé una disminucion estadisticamente significativa de
la viabilidad celular en comparacion con las células tratadas Gnicamente con doxorrubicina o
cisplatino, en todas las concentraciones ensayadas (Figura 45A y B). En el caso de la
doxorrubicina, la ECsy disminuy6 de 0,407+0,033 uM a 0,077+0,026 UM en combinacion
con TcPaSK, mientras que en la combinacién del péptido con cisplatino se redujo de
168,16+53,89 uM a 22,50+4,29 uM. El efecto sobre la viabilidad de las células MDA-MB-
231 tratadas con combinaciones del péptido TcPaSK con paclitaxel o con 5-fluorouracilo no
fue consistente y la disminucién de las correspondientes ECso fue mucho menor que con
doxorrubicina o cisplatino (para el paclitaxel reduccién de 0,008+0,005 uM a 0,003+0,002
MM para 5-fluorouracilo reduccion de 25,34+4,33 uM a 12,22+2,72 uM) (Figura 45C y D).

Estos resultados apoyan el potencial del péptido TcPaSK para incrementar la eficacia
antitumoral de los tratamientos con los agentes quimioterapéuticos doxorrubicina y
cisplatino.

Varios estudios demuestran las propiedades quimiosensibilizantes de los AMPs.
Hilchie et al. (2011) mostraron que dosis subletales de los AMPs NRC-03 y NRC-07 reducen
significativamente la ECso del cisplatino en células de carcinoma mamario. En otro estudio,

la administracién de doxorrubicina en combinacién con concentraciones subcitotéxicas de
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Nisina a células de cancer de mama resultd en una citotoxicidad tres veces mayor respecto de

la administracion con el farmaco solo (Avand et al., 2018).
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Figura 45. Evaluacion de la actividad citotoxica en células MDA-MB-231 de tratamientos con diferentes
compuestos quimioterapéuticos en combinacién con el péptido TcPaSK. Se realizaron ensayos MTS
comparando la viabilidad de células MDA-MB-231 tratadas durante 72 h con combinaciones del péptido TcPaSK
(100 pg/mL) con A) Doxorrubicina B) Cisplatino C) Paclitaxel y D) 5-Fluorouracilo. En las gréficas se representan
las medias + SE de al menos 3 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Test t-Student, *p <0,05, **p <0,01). Las ECsose calcularon con la herramienta Quest Graph™
EC50 Calculator. AAT Bioquest. https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator.
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Actualmente, la quimioterapia es la Unica opcion de tratamiento sistémico contra el
TNBC. Sin embargo, una exposicién prolongada a los agentes quimioterapéuticos puede generar
una respuesta celular adaptativa que resulta en la induccion de resistencia a la medicacién
(Nedeljkovi¢ 'y Damjanovi¢, 2019; Jin et al, 2020). La quimioterapia basada en
antraciclina/taxano, tanto como terapia neoadyuvante o adyuvante, es el tratamiento estandar para
el TNBC (Furlanetto y Loibl, 2020). Entre las antraciclinas, la doxorrubicina es una de las méas
comunmente utilizadas. Nuevas evidencias sugieren que las células madre cancerosas de mama
(BCSCs, por sus siglas en inglés) y la EMT pueden estar implicadas en la resistencia a
doxorrubicina (Paramanantham et al., 2021). Ademaés, se ha comprobado que HIF-1a también
esta implicada en la resistencia de las células MDA-MB-231 a doxorrubicina (Dai et al., 2014).
Por todo ello, la combinacion del péptido TcPaSK con doxorrubicina puede resultar un
tratamiento combinado clinicamente relevante para aumentar la eficiencia terapéutica de
doxorrubicina. Por una parte, porque la utilizacion de dosis menores de doxorrubicina reduciria
sus efectos secundarios y, por otra, porque la utilizacién de dos compuestos con distinto modo de
accion disminuye la posibilidad de que se desarrollen células cancerosas resistentes.

Estudiamos la localizacion intracelular de la doxorrubicina en células MDA-MB-231
tratadas y no tratadas con el péptido TcPaSK. En células Gnicamente tratadas con doxorrubicina,
aprovechando sus propiedades autofluorescentes, se observd un patrén punteado en el citoplasma
(Figura 46A). En células tratadas con doxorrubicina y TcPaSK-FITC la acumulacién de
doxorrubicina fue mayor y, ademas de en el citoplasma, se localizé en el nicleo (Figura 46B). Se
observé colocalizacion de la doxorrubicina y el péptido TcPaSK-FITC en algunos puntos del
patrén punteado del citoplasma, pero no en el nlcleo donde no se localizé el péptido TcPaSK-
FITC (Figura 46B).

Los mecanismos por los cuales la doxorrubicina ejerce su citotoxicidad son muy
complejos, pero esta establecido que actGa principalmente por intercalacion en el ADN y por
interaccion con componentes nucleares, principalmente con la ADN topisomerasa Il (Micallef
and Baron, 2020). Los experimentos realizados muestran que el tratamiento combinado de
doxorrubicina con el péptido TcPaSK facilita la acumulacion de doxorrubicina en el nucleo, y
esto podria dar cuenta, en parte, de la disminucion de la ECso observada en los ensayos de
viabilidad celular con el tratamiento combinado (Figura 45). En la linea celular MCF-
7/ADR resistente a doxorrubicina se ha descrito que el tratamiento con el péptido cationico
anticancerigeno L-K6 produjo un incremento en la acumulacion intracelular de doxorrubicina

revirtiendo el fenotipo resistente a dicho compuesto quimioterapéutico (Wang et al., 2021b).
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Figura 46. Analisis mediante microscopia confocal de células MDA-MB-231 tratadas con doxorrubicina en
presencia del péptido TcPaSK. Imagenes de células MDA-MB-231 tratadas con: (A) doxorrubicina (0,20 pM),
durante 1 h; (B) péptido TcPaSK-FITC (25 pg/mL) y doxorrubicina (0,20 puM), durante 1 h. Imagenes
representativas de 2 experimentos independientes. Fluorescencia azul corresponde a nucleos tefiidos con Hoechst;
fluorescencia roja a la autofluorescencia de la doxorrubicina; fluorescencia verde a regiones en las que se localiza
TcPaSK-FITC.

En un gran nimero de tipos de canceres, particularmente colorectal, gastrico, mama e
higado, se ha demostrado resistencia a doxorrubicina (Micallef y Baron, 2020). Nuestros
resultados apoyan los beneficios potenciales de la combinacidn de doxorrubicina, u otros agentes
antineoplasicos convencionales como cisplatino, con un péptido que redne las propiedades que
hemos demostrado en el péptido TcPaSK para contrarrestar el desarrollo de resistencia en los

tratamientos quimioterapéuticos.

6.2 Evaluacion de la actividad citotéxica de tratamientos combinados del péptido TcPaSK

con el compuesto quimioterapéutico doxorrubicina en células A549

Previamente a la realizacion de ensayos de citotoxicidad en células A549 sometidas a
tratamientos combinados, al igual que se realiz6 en el apartado 6.1 en células MDA-MB-231, se
analiz6 mediante RT-qPCR la expresion de los genes estudiados como biomarcadores de
resistencia a quimioterapéuticos: LARP1, ASNA1, UROD y TM9SF4. Se observaron
disminuciones estadisticamente significativas en la expresion de tres de los cuatro genes (LARP1,
ASNALy TM9SF4) (Figura 47), cuya expresion también disminuyd significativamente en la linea
celular de cancer de mama y que, por tanto, podrian ser de utilidad como biomarcadores para

monitorizar el efecto del péptido TcPaSK.
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Figura 47. Andlisis de la expresidn de genes biomarcadores de resistencia a quimioterapia en células A549
tratadas con el péptido TcPaSK. La expresion de los genes LARP1, ASNA, UROD y TM9SF4 se analiz6 mediante
RT-gPCR en células A549 tratadas con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) durante 48 h. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. En las gréficas se representan las medias + SE de al
menos tres réplicas bioldgicas (Test t-Student, *p < 0,05, **p <0,01).

Se evalu6 mediante ensayos MTS el efecto sobre la viabilidad de células A549 del
tratamiento con el quimioterapéutico doxorrubicina en combinacién con una concentracion
subcitotoxica del péptido TcPaSK, encontrandose una disminucién estadisticamente significativa
de la viabilidad celular a concentraciones de doxorrubicina mayores de 1 uM, con respecto a la
viabilidad de células tratadas Gnicamente con doxorrubicina (Figura 48). La ECsy de la
doxorrubicina en combinaciéon con el péptido TcPaSK disminuye de 2,061+0.176 uM a
1,324+0,059 puM.
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Figura 48. Evaluacion de la actividad citotdxica del quimioterapéutico doxorrubicina en combinacion con el
péptido TcPaSK en células A549. Se realizaron ensayos MTS comparando la viabilidad de células A549 tratadas
con doxorrubicina en combinacién con el péptido TcPaSK (200 pg/mL) durante 72 h. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. En las graficas se representan las medias + SE de al
menos tres réplicas bioldgicas. (Test t-Student, **p < 0,01, ***p < 0,001. La ECso se calcul6 con la herramienta
Quest Graph™ EC50 Calculator. AAT Bioquest. https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator.
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La quimioterapia es el procedimiento clinico con mayor peso en el tratamiento del
NSCLC. Uno de los principales obstaculos para el tratamiento con doxorrubicina de los pacientes
con NSCLC es el desarrollo de resistencias contra este quimioterapéutico (Jin et al., 2020).
Nuestros resultados confirman que la combinacion de doxorrubicina con concentraciones
subcitotoxicas de TcPaSK aumenta la eficacia de este compuesto quimioterapéutico también en
células A549, aunqgue la sensibilidad a doxorrubicina de esta linea tumoral es menor que la de las
células MDA-MB-231. En ambos tipos celulares, en los tratamientos combinados de
doxorrubicina con el péptido TcPaSK ya se detecta una disminucion adicional de la viabilidad
por efecto de dicho péptido a concentraciones de doxorrubicina que en ausencia del péptido
producen una viabilidad celular del 80% (Figuras 45A y 48).

7. Desarrollo de conjugados poliméricos terapéuticos del péptido TcPaSK para su uso en
estrategias de sensibilizacion a la quimioterapia

La conjugacion de AMPs con polimeros mejora la utilidad terapéutica de estos, ya que
aumenta su solubilidad, los protege de la degradacion por proteasas y se generan moléculas de
mayor tamafio que evitan la filtracién renal rapida prolongando asi su circulacion en el torrente
sanguineo. Otros importantes beneficios que ofrecen los conjugados de AMPSs son gque permiten
controlar la tasa de liberacion del farmaco, aumentar su eficacia y mejorar la farmacocinética, lo
que posibilita una reduccion de la dosis para conseguir una misma efectividad (Ekladious et al.,
2019; Cui et al., 2021).

En colaboracion con el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos del Centro de
Investigacion Principe Felipe se sintetizaron varios conjugados del péptido TcPaSK con la
finalidad de encontrar un polimero que confiriese al péptido estabilidad frente a la degradacién y
capacidad para actuar en sinergia con agentes quimioterapéuticos.

En una primera aproximacion, para la conjugacion del péptido TcPaSk se utilizaron los
grupos sulfidrilo presentes en las cisteinas del péptido TcPaSK y como portador polimérico el
acido poliglutamico (PGA). En el polimero se modificé el PGA lineal de dos formas alternativas:
(1) con grupos sulfidrilo activados ((S)-2-pyridylthio cysteamine, PD) para a continuacién unir el
péptido via enlace disulfuro utilizando enlaces biodegradables (polimero PGA-PD-TcPaSK); (2)
con grupos maleimida para su posterior enlace con los grupos SH- del péptido (polimero PGA-
Mal-TcPaSK). El péptido posee una complejidad afiadida ya que presenta cuatro cisteinas que, a
pesar de formar dos puentes disulfuro internos, pueden dar lugar a entrecruzamientos con el
polimero. Ambos conjugados fueron sintetizados con éxito (Tabla 10), obteniéndose 0.5% y 1%
molar de carga de péptido (analizado por *H-NMR).

En una segunda aproximacion, con el fin de exponer el péptido para su 6ptima interaccion con la

membrana de las células tumorales, se utiliz6 como portador polisarcosina (PSar), polimero
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polipeptoide hidrofilico no inmunogénico con capacidades “stealth” similar al conocido
polietilenglicol (PEG), pero que podria evitar reacciones de hipersensitividad. A diferencia del
PGA, la conjugacidén a PSar es semitelequélica, a través de un anico punto de anclaje al portador.
La conjugacién se realizé de dos formar alternativas: (1) mediante enlaces no biodegradables,
usando los grupos NH.- libres del péptido y un grupo carboxilo activado de la polisarcosina (N-
hydroxysuccinimide, NHS) (polimero PSar-NHS-TcPaSK) y (2) mediante enlace biodegradable
bisulfuro, empleando PSar modificada con un grupo PD (polimero PSar-PD-TcPaSK). En este
caso los porcentajes de carga fueron 25.6% y 7.9% molar, respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Polimeros conjugados del péptido TcPaSK sintetizados.

Conjugado Tipo enlace %mol TcPaSK %peso TcPaSK Tamarfio (nm)
PGA-PG-TcPaSK Disulfuro 0,5 10,5 192 + 25
PGA-Mal-TcPaSK Maleimida 1 21 80 = 16
Psar-NHS-TcPaSK Amida 64 25,6 39+£1.2
Psar-PD-TcPaSK Disulfuro 247 7,9 45+04

7.1 Evaluacion de la actividad citotoxica de distintos conjugados poliméricos del péptido
TcPaSK en la linea celular MDA-MB-231

Se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante MTS con células MDA-MB-231
tratadas con los cuatro conjugados poliméricos sintetizados, comparandolos con el tratamiento
con el péptido TcPaSK. A una concentracion 200 pg/mL de los compuestos conjugados, se
observaron diferencias entre los conjugados con PGA y con Psar (Figura 49). En relacién a la
actividad antiproliferativa del péptido TcPaSK sin conjugar, la actividad PGA-Mal-TcPaSK fue
menor, las actividades de PGA-PD-TcPaSK y Psar-PD-TcPaSK similares y la de Psar-NHS-
TcPaSK) fue superior (Figura 49).
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Figura 49. Actividad citotdxica de diferentes conjugados poliméricos del péptido TcPaSK en células MDA-
MB-231. Ensayos MTS de viabilidad de las células MDA-MB-231 tratadas durante 72 h con diferentes
concentraciones de PGA-PD-TcPaSK, PGA-Mal-TcPaSK, Psar-PD-TcPaSK y Psar-NHS-TcPaSK. El péptido
TcPaSK fue incluido en el ensayo como control. Las graficas representan las medias + SE de dos réplicas.
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Actualmente, la mayoria de polimeros conjugados con proteinas terapéuticas registrados
para su uso clinico estan basados en PEG. A pesar de ser efectivo, las limitaciones que presenta
han estimulado la busqueda de alternativas para la conjugacién con proteinas, incluyendo
poli(aminoédcidos) como PGA, poli(2-oxazolina), acido polisidlico, poliglicerol,
poli(poli(etilenglicol) metil éter metacrilato), poli(carboxibetaina), polimeros zwiteridnicos,
poli(polivinilpirrolidona), entre otros (Ekladious et al., 2019; Pelegri-O’Day et al., 2014)

El PGA es un polimero biocompatible que sufre degradacion intracelular mediante
enzimas hidroliticas como la catepsina B. Los conjugados de PGA mejoran la solubilidad y
reducen la exposicidn sistémica y los efectos secundarios adversos de agentes quimioterapéuticos
como el paclitaxel y la doxorrubicina (Duro-Castano et al., 2014; Melnyk et al., 2020). Una
posible explicacion de la menor actividad citotdxica observada en los polimeros del péptido
TcPaSK con PGA es que el péptido presenta cinco cisteinas que pueden dar lugar a
entrecruzamientos con los polimeros alterando su conformacioén y ocultando los sitios de
interaccion con la membrana de las células diana. La polisarcosina (PSar) se basa en el
aminoacido enddgeno sarcosina (glicina N-metilada) y ha emergido como una alternativa al PEG,
ya que aporta una mayor solubilidad en agua, flexibilidad, evasion inmune y baja
inmunogenicidad (Weber et al., 2016; Melnyk et al., 2020). Dada la conjugacion semitelequélica
de TcPaSK a PSar, es mas probable que los motivos de union de TcPaSK a las membranas
celulares se encuentren libres para poder interaccionar con estas, aumentando asi su capacidad
citotoxica.

Hu et al., (2018b) evaluaron in vitro e in vivo dos conjugados con interferén-a2b humano
(IFN), uno con PEG (PEG-IFN) y otro con polisarcosina (PSar-INF). Ambos conjugados
mostraron una resistencia similar a la degradacion proteolitica y un mismo incremento de la vida
media en la circulacion sanguinea respecto al INF. Sin embargo, en relacién a PEG-INF, PSar-
IFN retuvo mas actividad in vitro y se acumul6 en mayor cantidad en los tumores tras
administracion sistémica. Con este trabajo se evidencié que PSar es un excelente candidato para
la conjugacion de proteinas terapéuticas ya que PSar-INF demostré ser un inhibidor mas potente

del crecimiento del tumor y elicité una respuesta inmune en ratbn mucho menor que PEG-IFN.

7.2 Tratamientos combinados de Doxorrubicinay PGA-HydDox con conjugados del péptido
TcPaSK en células MDA-MB-231
La Dra. Vicent dispone de un conjugado de doxorrubicina con PGA (PGA-HydDox),
sintetizado en su laboratorio, que posee un “linker” de hidrazona sensible al pH que promueve la
liberacion especifica de doxorrubicina desde el esqueleto polimérico dentro de un microambiente
tumoral y cuya actividad antiproliferativa y antimestastésica se ha demostrado en la linea celular
4T1 de TNBC de raton (Arroyo-Crespo et al., 2018).
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El conjugado Psar-NHS-TcPaSK que mostré una actividad antiproliferativa superior a la

del péptido TcPaSK en células MDA-MB-231 se seleccioné para realizar ensayos de viabilidad

celular en combinacion con PGA-HydDox, observandose una disminucién estadisticamente

significativa de la actividad citotoxica (Figura 50B). Este efecto se detectd a partir de

concentraciones equivalentes de doxorrubicina de 0,10 pg/mL (Figura 50B), mientras que en los

tratamientos de Psar-NHS-TcPaSK en combinacion con doxorrubicina sin conjugar se observo a

concentraciones superiores a 0,5 pM (Figura 50A). La ECsy de Psar-NHS-TcPaSK en

combinacion con PGA-HydDox disminuy6 de 0,258+0,039 pg/mL a 0,176+0,046 pg/mL.

En la actualidad estamos realizando ensayos para caracterizar la actividad del polimero

Psar-NHS-TcPaSK, prometedor candidato para el uso terapéutico del péptido TcPaSK.
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Figura 50. Evaluacion de la actividad citotoxica de Psar-NHS-TcPaSK en combinacion con doxorrubicina o
PGA-HydDox en células MDA-MB-231. Viabilidad celular de células MDA-MB-231 tratadas durante 72 h con
combinaciones del polimero Psar-NHS-TcPaSK (100 ug/mL) con diferentes concentraciones de: A) doxorrubicina
y B) PGA-HydDox. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. Las
graficas representan la media + SE de tres réplicas bioldgicas. (Test t-Student, *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001).
calcul6 con la herramienta Quest Graph™ EC50 Calculator. AAT Bioquest.
https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator.
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Actualmente, la terapia combinada se ha convertido en un estandar en oncologia con la
finalidad de combatir la resistencia a la quimioterapia que obstaculiza el tratamiento de tumores
metastasicos. En la literatura encontramos diversos polimeros conjugados con quimioterapéuticos
0 combinaciones de estos, en diferentes fases de ensayos clinicos o preclinicos contra distintos
tipos de cancer (revisado en Melnyk et al., 2020). Como resultado de la investigacion realizada
en esta tesis se ha desarrollado el conjugado polimérico Psar-NHS-TcPaSK, basado en el péptido
con actividad antimicrobiana y anticancerigena TcPaSK. EIl uso combinado del polimero PGA-
HydDox junto con Psar-NHS-TcPaSK, con modos de accion complementarios, merece ser
explorado in vivo en modelos animales para validar su aplicacion clinica en el tratamiento del
cancer.

Eldar-Boock et al. (2011) sintetizaron un conjugado de paclitaxel con PGA (PGA-PTX)
conjugado a su vez con un peptidomimético RGD ciclico dirigido a la integrina avf33 (conjugado
PGA-PTX-E-[c(RGDfK)2]). En células epiteliales y endoteliales de tumor que presentan elevados
niveles de expresion de la integrina avp3, demostraron que el efecto de PGA-PTX-E-
[c(RGDfK),] en la inhibicion de la proliferacion, migracion y angiogénesis era mayor que el de
PGA-PTX. Ademas, en ratones observaron una acumulacién tumoral preferencial del conjugado
portador de RGD que conllevé una mayor eficacia antitumoral y una disminucion de los efectos
toxicos secundarios, en comparacion con los ratones tratados con PTX.

Los resultados obtenidos por Eldar-Boock et al. (2011) ponen de manifiesto el interés de
la posible funcionalizacién del polimero Psar-NHS-TcPaSK para su unién con doxorrubicina, y
disponer asi de una Unica molécula con selectividad tumoral (contiene el motivo RGG de
reconocimiento de la integrina avP3 del péptido TcPaSK) que presentaria una mayor eficacia
anticancerigena que cada uno de los dos principios activos antitumorales que la integran (péptido

TcPaSK y doxorrubicina).
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El péptido antimicrobiano TcPaSK posee efecto citotoxico dependiente de concentracion en
la linea celular de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-231, asi como en
células de ratén, tanto de carcinoma mamario (4T1) como no tumorales (HC-11). A
concentraciones subcitotoxicas, el péptido TcPaSK posee efecto antiproliferativo y citolitico,

produce alteracién metabolica y causa muerte celular por necrosis en células MDA-MD-231.

La accién del péptido TcPaSK en células tumorales MDA-MB-231 y en células no
microciticas de pulmén A549 se inicia con su unién a la membrana y su internalizacion via

endocitosis mediante vesiculas cuyo destino son los lisomas.

El péptido TcPaSK reduce los niveles del factor HIF-1a en condiciones de hipoxia y posee
capacidad antiangiogénica y antimetastasica, inhibiendo la adhesion, la migraciéon y la

invasion de las células MDA-MB-231 y A549.

El péptido TcPaSK altera el programa de transicion epitelio-mesénquima (EMT) en células
tumorales MDA-MB-231 y A549, sin producir la reversion a un fenotipo epitelial. En
respuesta al tratamiento con el péptido se reprime la expresion de factores de transcripcion de
EMT, de marcadores mesenquimales y de la proteina CD44 y algunas de sus isoformas,
mientras que la expresion de los miARNs reguladores de la EMT de la familia miR-200 esta

inducida.

El péptido TcPaSK interacciona especificamente con la superficie de las membranas de
células MDA-MB-231 y A549 a través de la integrina avp3. Proponemos que dicha
interaccion se produce a través de un motivo RGD-/ike correspondiente a los aminoacidos

RGG de las posiciones 17 a 19 de la secuencia del péptido.

El péptido TcPaSK disminuye la expresion de biomarcadores de resistencia a
quimioterapéuticos en células tumorales MDA-MB-231 y A549, y aumenta la sensibilidad de

las células a los farmacos antineoplasicos doxorrubicina y cisplatino.

En colaboracion con el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos del Centro de Investigacion
Principe Felipe, se han sintetizado varios conjugados poliméricos del péptido TcPaSK. El
conjugado Psar-NHS-TcPaSK muestra una actividad antiproliferativa superior a la del
péptido TcPaSK en células MDA-MB-231 y disminuye significativamente la viabilidad
celular en combinacion con un polimero de doxorrubicina conjugado con PGA, desarrollado
en el Laboratorio de Polimeros Terapéuticos. La traslacion de estas investigaciones in vitro al
ambito clinico requerira la validacion en modelos animales del alcance terapéutico del péptido

TcPaSK y de su conjugado en el tratamiento del cancer.
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